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Résumé

L’isolement et 1’identification des champignons rhizospheriques de palmier dattier dans la
région Knadsa (W. Bechar) a fait I’objet de ce modeste travail afin de collecter des souches
utilisées pour des activités antimicrobiennes plus spécialement contre les bactéries
multirésistances .

L’isolement de cette population fongique est réalisé a partir de 4 cultivars (Hmira, Hamriya,
Tinaser et Feggous). 51 isolats fongiques ont été obtenus et ont subi une identification sur la
base des caractéres macroscopiques et microscopiques. Une diversité fongique est constatée et
ces isolats ont été classés dans 20 groupes affiliés a 8 genres dont Aspergillus, Fusarium,
Acremonium, Pythium, Rhizoctonia, Penicillium, Botryosphaeria et Monilinia.

L'étude de I'activité antimicrobienne a €t€¢ mise en évidence a partir de 4 filtrats de culture des
especes suivants : Aspergillus niger, Aspergillus sp, Aspergillus sp et Penicillium sp vis a vis
d’E.coli, P.aeruginosa, S.aureus. K.pneumoniae et C.albicans par 1’utilisation de trois
méthodes: confrontation directe, méthode des disques et des puits. L'étude de l'activité
antimicrobienne a révélée une variabilit¢ de I'effet inhibiteur des champignons exercé sur les
souches testées. La détermination de l'activité antagoniste d'Aspergillus niger a révélé leur
capacit¢ a inhiber la croissance des bactéries a Gram négatifs E.coli, P.aeruginosa,
K.pneumoniae. Contrairement a la bactérie Gram positif S.aureus et la levure C.albicans qui
n’ont montré aucun effet inhibiteur. La souche de Penicillium sp présente un effet
antimicrobien seule contre E.coli tandis que pour les 2 souches d'Aspergillus sp aucun effet
n'a été observée vis a vis des souches testées.

La méthode de diffusion sur disques montre qu’Aspergillus sp a exercé une activité
inhibitrice contre E.coli et P.aeruginosa qui se traduit par des zones d’inhibition qui varient
entre 9 mm et 13mm respectivement.

En présence de P.aeruginosa des zones d'inhibition de 9 mm et 11mm ont été enregistrée en
contact avec Aspergillus niger et Penicillium sp respectivement. Alors que pour Aspergillus
sp aucune activité n’a été observée.

Par contre, I'utilisation de la méthode de diffusion par puits na montré aucune activité
antimicrobienne pour les quatre souches testées et cela peut étre di a la faible concentration

des métabolites secondaires dans les filtrats utilisés.

Mots clés: Champignons rhizospheriques, Phoenix dactylifera L, multirésistance,

identification macroscopique et microscopique, activité antimicrobienne.



Abstract

The isolation and identification of rhizospheric fungi of date palm in the Knadssa region (W.
Bechar) was the subject of this modest work in order to collect strains used for antimicrobial
activities especially against bacterie multiresistance.

The isolation of this fungal population is realized from 4 cultivars (Hmira, Hamriya, Tinaser
and Feggous). 51 fungal isolates have been obtained and have been identified on the basis of
macroscopic and microscopic characteristics. A fungal diversity was observed and these
isolates were classified in 20 groups affiliated to 8 genera including Aspergillus, Fusarium,
Acremonium, Pythium, Rhizoctonia, Penicillium, Botryosphaeria and Monilinia.

The study of the antimicrobial activity was demonstrated from 4 culture filtrates of the
following species: Aspergillus niger, Aspergillus sp, Aspergillus sp and Penicillium sp against
E.coli, P.aeruginosa, S.aureus. K.pneumoniae and C.albicans by the use of three methods:
direct confrontation, disc and well method. The study of the antimicrobial activity revealed a
variability of the inhibitory effect of the fungi on the tested strains. The determination of the
antagonistic activity of Aspergillus niger revealed their ability to inhibit the growth of Gram
negative bacteria E.coli, P.aeruginosa, K.pneumoniae. Unlike the Gram positive bacteria
S.aureus and the yeast C.albicans which showed no inhibitory effect. The Penicillium sp.
strain showed an antimicrobial effect only against E.coli while for the 2 Aspergillus sp. strains
no effect was observed against the tested strains.

The disk diffusion method shows that Aspergillus sp. exerted an inhibitory activity against
E.coli and P.aeruginosa resulting in zones of inhibition varying between 9 mm and 13 mm
respectively.

In the presence of P.aeruginosa inhibition zones of 9 mm and 11mm were recorded in contact
with Aspergillus niger and Penicillium sp respectively. While for Aspergillus sp no activity
was observed.

On the other hand, the use of the well diffusion method showed no antimicrobial activity for
the four strains tested and this may be due to the low concentration of secondary metabolites

in the filtrates used.

Key words: Rhizospheric fungi, Phoenix dactylifera L, macroscopic and microscopic

identification, antimicrobial activity, multidrug resistance.
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Introduction

Le palmier dattier est I’espece la plus souvent cultivée dans les régions arides, ce qui a
fait de cet arbre un pivot central autour duquel s’articule la vie dans les régions sahariennes.
Par conséquent, elle revét une grande importance socioéconomique et environnementale
(Laouar, 2020). Il crée un microclimat qui permet a d’autres arbres fruitiers et cultures de

prospérer dans son ombre (Gros-Balthazard et al., 2013).

Beaucoup de travaux sont réalisés sur les champignons endophytes du palmier dattier
Boughachiche et al (2021), Ben Chobba et a/ (2013) et Mohamed Mahmoud (2017) et
peut de travaux s’interesse a la microflore rhizosphérique du palmier dattier quelle est
extrémement diversifiée, composée principalement de bactéries et de champignons. Ces
derniers représentent une source de métabolites utilisés dans la lutte antimicrobienne surtout
contre les Bactéries Multi- Résistantes (BMR). Les produits naturels ont toujours été
considérés comme une source précieuse de développement de médicaments, et les tests
d’extraction de produits naturels ont été largement utilisés dans 1’industrie pharmaceutique

(Baba et al.,2014).

La résistance aux antibiotiques a progressivement évoluée et affecte maintenant un
large éventail de bactéries pathogeénes, y compris Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
et Staphylococcus aureus. Ces bactéries sont naturellement résistantes aux antibiotiques et
aux développent des mécanismes de résistance (Vincent, 2011). Selon les statistiques, les
chercheurs ont découvert une augmentation significative de la résistance bactérienne aux

antibiotiques en Algérie (Arlet et Baba Ahmed-KaziTani, 2014).

Bien que des études aient montré que les champignons rhizosphériques notamment du
genres Aspergillus et Penicillium, sont considérés comme une source riche de métabolites

secondaires biologiquement actifs (Zhang et al., 2006).

Ces molécules bioactives comme les antibiotiques, les nanoparticules, les substances
volatiles jouent un rdle important dans la lutte contre les germes pathogenes plus spécialement

contre les BMR (Abu Seidah, 2003).
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Introduction

L’objectif de ce travail est basé sur 1’isolement et la caractérisation de la flore
fongique du sol rhizosphérique du palmier dattier (Phoenix dactylifera L) de la région de
Knadsa (Wilaya de Bechar) Sud Algérie et de la sélection de quelques souches afin de tester
leurs activités antimicrobiennes plus spécialement contre les Bactéries Multi-Résistantes.
Cette activité a été réalisée par I'utilisation de trois méthodes ; confrontation directe, la

méthodedes disques et des puits.
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I. Le palmier dattier
I.1. Généralité

Phoenix dactylifera L, le palmier dattier dénommé par Linné en 1734, provient du mot
"Phoenix" qui signifie dattier, et "dactylifera" dérivé du mot grec "dactulos" qui signifie
doigt; c’est une plante dioique monocotylédone (Mahra, 2013). Le palmier dattier cultivée
dans des climats secs des régions subtropicales et tropicales comme dans la péninsule
arabique, en Afrique du Nord et au Moyen-Orient (Al-Alawi et al., 2017; karimi et al.,
2020).

I.2.Taxonomie du palmier dattier

Tableau I: Classification du palmier dattier.

Régne Végétal

Division Magnoliophyta (angiosperme)
Classe Liliopsida (monocotylédone)
Ordre Arecales

Famille Arecacea

Genre Phoenix

Al-Khalifh et al. (2013)

1.3.Distribution du palmier dattier

1.3.1.Distribution du palmier dattier dans le monde

La production mondiale en fruits des palmiers dattiers est variable mais a une grande
importance économique. Selon la FAO, il existe 90 millions de palmiers dattiers dans le
monde qui peuvent vivre 100 ans (Dawson, 2017). L’Espagne est le seul pays européen
producteur de dattes principalement dans Elche (Ouest d’Alicante) (Munier, 1973).

L’aire de production du palmier dattier est principalement localisée dans les régions
arides du nord de I’ Afrique (Egypte, Algérie, Libye, Maroc, Tunisie, Soudan) et du Sud-Ouest
de I’Asie (Iran, Arabie Saoudite, Iraq, Pakistan, Emirats Arabes unis, Oman, Yémen, Qatar,
Bahrein, Jordanie) (Benlarbi, 2019).

Selon Dinstitution spécialisée des Nations Unies de 1’alimentation et 1’agriculture
(FAOSTAT, 2020), la production mondiale de dattes a rapporté 8526218 tonnes en 2018 .Les
zones et la production les plus importantes sont I’ Algérie, I’ Arabie Saoudite, I’Iran, 1’Iraq et le

Pakistan suivis du Maroc, de I’'UAE, et de I’'Egypte (Figure 1).
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Figure 1:Pays de tradition pheenicicole en rouge a travers le monde (Gros-Balthazard et al.,

2013)

1.3.2.Distribution du palmier dattier en Algérie

En Algérie le palmier dattier est cultivé au niveau de 17 wilayas, les plus importantes

sont : Biskra, Adrar, EI-Oued et Ourgla. Il est établi dans la zone saharienne et réparties en

plusieurs Oasis au Sud du pays. La culture du palmier dattier s’étend depuis 1’Ouest algérien

jusqu’a I’Est et depuis 1’Atlas Saharien au Nord jusqu’a Reggane, Tamanrasset et Djanet au

sud (Bouguedoura et al, 2010). L’ Algérie est I'un des plus importants pays producteurs de la

datte avec une production en 2018 de 1094700 tonnes de dattes. Quantitativement I’ Algérie

assure 12,83 % de la production mondiale, elle est le premier producteur aux variétés élite

Deglet-Nour qui est parmi les variétés les plus appréciées mondialement (FAOSTAT ,2020)

(Tableau II).

Tableau II : La production et le nombre de palmier dattier en Algérie

Wilaya Nombre de palmier Production (tonnes)
El-oued 3 788500 2474000
Biskra 4315100 4077900
Ouargla 2576600 1296300
Adrar 379900 910300
Bechar 1639800 300500
Ghardaia 1246500 565000
(Ministére de I’agriculture, du développement rural et de lapéche (Alger)
MADRAP, 2016)
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I.4.Ecologie du palmier dattier

Il s'adapte a tous les types de sols. Pendant la période de pollinisation et la maturation
le dattier est sensible a I'humidité (Munier, 1973 ; Touraine, 1979).

Pour de nombreux pays tropicaux, le palmier dattier est un arbre fructueux ayant une
valeur écologique, économique et sociale importante. Le développement de la phoeniciculture
permet de lutter a long terme contre I’insécurité alimentaire dans les régions ou la
désertification est accélérée par le changement climatique. En effet, le palmier dattier, en
créant un microclimat désertique adapté au développement des cultures sous-jacentes,
constitue 1’axe principal de I’agriculture dans les régions désertiques et assure la principale
ressource vivriere et financiere des oasiens. Cependant, 1’économie et la société du pays
évoluent, les palmeraies se sont réorganisées pour satisfaire une demande croissante en dattes

de qualité supérieure (Bouguedoura et al., 2015).

I.5. Morphologie du palmier dattier
I.5.1.Appareil végétatif

Systéme racinaire est fasciculé et posséde quatre zones racinaires classées selon leurs

profondeurs en racines respiratoires aident dans le processus des échanges gazeux avec ['air
de I'atmospheére du sol, se développent a la base du stipe, ce sont des racines aériennes.
Les racines de nutrition représentent la grande proportion de racine sont munis de nombreuses
radicelles, sont longues, horizontales ou obliques. Les racines d'absorption responsable de la
recherche d'eau qui selon le mode de culture et la profondeur de nappe phréatique la zone de
ces racines est plus ou moins développée et finalement, les racines du faisceau pivotant, sont
le véritable pivot de racines eut attendre 1'eau jusqu'a une profondeur de 17 métres, mais il est
réduit si la nappe phréatique se trouve a faible profondeur.

Le développement des racines est en fonction de la nature du sol, du mode de culture,
de la profondeur de nappe phréatique, et du cultivar (Peyron, 1995).La racine se développe au
niveau de la plaque racinaire qui est grande et exposée au-dessus du sol (Munier 1973).

Le palmier dattier posséde des tiges monopodiales, couvertes de base des feuilles,
c’est le stipe. Il est généralement de forme cylindrique ou conique, recouvert par les anciennes
palmes, avec un seul bourgeon terminal pour assurer sa longueur (Bouguedoura, 1979).
1.5.2.Appareil reproducteur

Le palmier dattier est une espece dont chaque individu porte des inflorescences de

méme sexe. L'inflorescence se développe dans la région coronaire du stipe. Elle est munie a
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sa base d'une grande bractée, la spathe qui enveloppe les axes inflorescentiels et les protéger.
Les fleurs sont unisexuées et portées par des palmiers différents, les fleurs males donnant du

pollen et les fleurs femelles produisant les fruits aprés fécondation (Munier, 1973) (Figure 2).

1.5.3. La datte

La datte est le fruit du palmier dattier, elle est généralement de forme allongée,
oblongue ou arrondie, avec un poids de 2 a 8 grammes selon les variétés et de 2 a 8 cm de
longueur (Djerbi, 1994). La datte renferme un seul grain appelé noyau et chair ou pulpe qui

constituée d’un : péricarpe ou peau, mésocarpe et endocarpe (Espiard, 2002).
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Figure 2: Coupe longitudinal d'un palmier dattier (Munier, 1973).

Le sol supporte une large proportion de la biodiversité terrestre. 11 héberge une grande
diversit¢ d’organismes (microorganismes, animaux et plantes), dont la majorité est
responsable de la biotransformation et du transfert d’éléments ou de composés. De nombreux
processus dans le sol sont assurés par des bactéries, des champignons et des protozoaires. Par
conséquent, les habitats microbiens sont associés aux fractions organiques, aux agrégats, a la
litiere en décomposition, au sol influencé par les vers de terre et au contact étroit avec les

racines (la rhizosphére) (Lynch, 1990).



Synthese bibliographique

I1. Rhizosphére
I1.1.Définition

La rhizospheére, du grec "rhiza" signifiant racine et "sfaira" signifiant sphére (Lynch,
1990). La rhizosphére a été définie par Hiltner en 1904 comme la fraction de sol sous
l'influence des racines de la plante (Louvel, 2010).C’est une zone étroite adjacente aux
racines des plantes et influencées par une forte activité microbienne dans le sol, et autour des
racines (Naziret al., 2016 ; Benaissa, 2019). Cette interface entre la racine et le sol crée des
conditions favorables pour le développement microbien notamment par la libération
d'exsudats racinaires (Louvel, 2010).
La rhizosphere est devisée en trois zones représentées par la figure 3 : il s’agit de
I'endorhizosphére (tissus racinaires), le rhizoplan (surface des racines) et I'ectorhizosphére

(sol adhérent aux racines ou sol rhizosphérique) (Nguyen 2003).

ENDORHIZOSPHERE

4 N\
Poil absorbant

A

-

RHIZOPLAN

Stele (xyleme et phloéme)

Endoderme

3

T R

ECTORHIZOSPHERE
( \ b
Mucigel ﬁ‘,

(mucilage végétal L
et microbien) 1 5

Cortex

Epiderme

Coiffe

Sol
rhizosphérique

Exsudats —’_ < ),
Mucilage végétal

Cellules mortes de
la coiffe

Figure 3: Représentation schématique des trois zones de la rhizosphere (Lynch, 1983)

I1.2.Les exsudats racinaires

C’est le processus qui aboutit a la libération de substances organique par les racines
des plantes (Badri et Vivanco, 2009). Les exsudats comprennent des composés qui diffusent
passivement du cytosol dans les solutions du sol (Nguyen, 2007).
Les exsudats racinaires contiennent des ions protons (H+) libérés, des acides inorganiques, de

l'oxygene et de I'eau, mais ils sont principalement constitués de composés a base de carbone.
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Ces composés organiques peuvent généralement étre divisés en deux catégories : les
composés de faible poids moléculaire, notamment les acides aminés, les acidesorganiques, les
sucres, des composés phénoliques et une gamme de métabolites secondaires ; et les composés

de poids moléculaire élevé, tels que le mucilage et les protéines (Badri et Vivanco, 2009).

I1.3. La microflore rhizosphérique

Les sols de la rhizosphére contiennent jusqu'a 10'! cellules microbiennes et plus de
30000 especes procaryotes, qui sont 10 a 1000 fois plus abondantes que le sol non
rhizospheérique (Zuo, 2021). La composition des communautés bactériennes de la rhizosphere
est principalement composée des communautés du sol et des facteurs environnementaux
associés ; a savoir : le climat, la végétation et les caractéristiques physico-chimiques du sol
(Hassan, 2010 ; Staley, 2017).

Les composants du microbiote du sol sont les bactéries, les champignons. De plus, il
existe des virus qui se développent dans des hotes vivants (Hassn, 2010).

Les bactéries sont les micro-organismes les plus nombreux et les plus diversifiés de la
rhizosphére leur densité peut atteindre 10° par gramme du sol (Bodoharisoa et al, 2007).
Elles sont plus stimulées par les exsudats racinaires que par les champignons.La densité des

champignons est de 10° unités par gramme de sol (Vassilev et al., 2006).

II1. Les champignons

II1.1.Généralité

Les champignons ou les mycetes font partie des groupes d’organismes les plus
diversifiés dela planéte et jouent un role essentiel dans un large éventail d’écosystémes. Ils
sont des organismes eucaryotes dotés d’un appareil végétatif simple ou complexe qui est
nommé un Thalle, il peut étre unicellulaires (levures) ou multicellulaires Filamenteux
(Moisissures). Ils sont hétérotrophes, caractériser par la présence d’une paroi cellulaire
contenant de la chitine etdes B-glucanes ainsi que par la faible différenciation de leurs cellules
(Andéol et al., 2016).

Les champignons du sol peuvent étre des champignons supérieurs (parfait)
(Basidiomycetes et Ascomycetes), ou des champignons inférieurs (imparfait) (Deuteromycota)

(Guinberteau et al ., 2022).
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II1.2.1.Classification classique

Synthese bibliographique

Les champignons ont été classés sur la base de leur morphologie (Whittaker, 1969),

selon leurs caractéres phénotypiques (morphologiques et/ou biochimiques) et ¢galement selon

leurs habitats, leurs localisations géographiques et leurs modes de vie (Taylor, 2000).

II1.2.1.Classification phylogénétique

Selon David et al .(2007); Spatafora.(2016) ;Spatapora et al. (2017); Zhao et al.

(2017), le regne fongique se divisé en 8 phylums : Microsporidia, Cryptomycota,

Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota, Mucoromycota, Ascomycota,

Basidiomycota.

( Taphrinomycetes /Neolectomycetes /Lecanoromycetidae
Pneumocystidomycetes /Coniocybomycetes
Schizosaccharomycetes /Archaeorhizomycetes
Saccharomycetes /Pezizomycotina/Arthoniomycetes
Dothideomycetes/Dothideomycetidae/Eurotiomycetes
Chaetothyriomycetidae /Eurotiomycetidae
Mpycocaliciomycetidae/Laboulbeniomycetes
Lecanoromycetes/Acarosporomycetidae /Xylonomycetes

J

Chytridiomycetes /Monoblepharidomycetes/
Neocallimastigomycetes

AS

[ Blastocladiomycetes J

[ Glorycomycete J

Pucciniomycetes /Septobasidiales/ Pachnocybales
Helicobasidiales/Platygloeales/Pucciniales
Cystobasidiomycetes/Cystobasidiales /Erythrobasidiales
/Naohideales/Agaricostilbomycetes /Agaricostilbales
Spiculogloeales/Microbotryomycetes
/Heterogastridiales/Kriegeriales/Microbotryales/Leucos
poridiales/Sporidiobolales/Atractiellomycetes
/Atractiellales/Classiculomycetes/ Classiculales

J

ASCOMYCOTA

CHYTRIDIOMYcota

BLASTOCLADIOM

MUCOROMYC

s BAZIDIOMYCOTA

CRYPTOMYCOTA

ZOOPAGOMYCOTA

MICROSPOROD

Figure 4 : Classification phylogenitique des champignons Zhao et al. (2017)
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I11.3.La diversité de la flore fongique dans le sol

Les champignons sont abondants dans les sols, et leur fonction de principaux
régulateurs de la décomposition et de la séquestration du carbone (Clemmensen et al., 2013).
Ils contribuent aux cycles biogéochimiques et régulent la disponibilité de certains nutriments.
En plus de décomposer la matiére organique a 1’aide de nombreuses enzymes, certains
champignons ont la capacité de dégrader la roche (Baldrian et al, 2011).

La diversité et la prédominance de la population microbienne rhizosphérique est
déterminée par un certain nombre de facteurs abiotiques et biotiques qui prévalant dans une
certaine niche écologique. En général, la structure des racines et la composition des exsudats
racinaires changent tout au long du développement des plantes et en raison de facteurs
environnementaux tels que la disponibilité de I’eau et la température (Bertrand et al., 2000).

II1.3.1.Les modes de vie fongiques dans le sol

Les champignons sont des organismes hétérotrophes et leur nutrition dépende de la
présence de matieres organiques. Il existe des modes de vie permettent aux champignons de
garantir leurs besoins nutritionnels : saprophytisme, symbiose et parasitisme.

La majorité sont des champignons saprotrophes, produisent et sécrétent des enzymes
extracellulaires qui dégradent la matiére organique inerte afin d’extraire des éléments tels que
le carbone et 1’azote (Moore et al., 2011). Ce type de champignons ont un impact important
sur les sols en raison de leur contribution a la décomposition des débris végétaux et animaux,
ainsi que leur soutien direct aux cycles des nutriments tels que 1’azote et le carbone (Baldrian
et al., 2011). D’autres sont des parasites, ce qui signifie qu’ils se nourrissent de la maticre
organique des organismes vivants. Dans des conditions particuliéres, beaucoup de
micromycetes parasitent des organismes végétaux ou animaux ou méme d’autres mycetes, ils
comptent de nombreuses espeéces pathogeénes responsables de dégats importants pour
I’agriculture, la foresterie, 1’¢levage et la santé¢ humaine (Ndong et al, 2011).

D’autres champignons vivent en symbiose avec un autre étre vivant. Ils bénéficient de
I’association qu’ils forment avec un autre organisme, ex : Les lichens, résultats de
I’association d’un champignon et d’une algue verte, des végétaux supérieur
(mycorhizes) (Ndong et al. 2011).

Certains champignons peuvent s’adapter a I’endophytisme comme mode de vie. Il se
distingue par la colonisation asymptomatique des structures internes d’une plante. Autrement
dit, ce sont des organismes qui ont la capacité de coloniser les organes internes de leurs hotes

sans causer de dommages (Duponnois et al., 2013).
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IV.La flore fongique rhizosphérique du plamier dattier

La flore fongique rhizosphérique du palmier dattier est constituée de deux types de

champignons ; les champignons pathogenes et les champignons bénéfiques (Dommergues et

Mangenot, 1970).

IV.1.Les Champignons Pathogénes

Différents travaux de synthése ont été publiés sur les champignons pathogénes du palmier

dattier. (Tableau III).

Tableau III : Les principaux pathogenes du palmier dattier

Thielaviopsisparadoxa.

Noir du palme
ou
la pourriture

Du stipe entrainant le
dépérissement de 1’arbre. feuilles
attaqués de couleurnoire (aspect

Agent causal Maladie Symptomes Références
(Nom
commun)
Fusarium oxysporum  |Le Bayoud -Dessechement unilatéral des  Killian et Maire,
f.sp.albidinis Palmes de la couronne moyenne (1930 ;
progressant de la base vers le Malencon, 1934
haut puis se poursuivantensens | ... 4 ATD
inverse.
-Une strie brune verticale boon, 1980 ;
apparait sur le rachis Djerbi et al.,
1985 ;Bounaga
et Djerbi,
1990.
Ceratocystisparadoxa Le -Desséchement des feuilles du  [Klotz and
Forme parfaite de desséchement |bourgeon terminal et du Fawcett, 1932 ;

Djerbi, 1983

plus rarement
Thielaviopsis paradoxaet

Inflorescence s
ou

donnent un écoulement noir
pourrituredes fleures

du cceur a charbonneux)
thielaviopsis
Mauginiellascaettae et Pourriture  desTaches brunes sur les spathes quilHansford,1949;A

- Hassanand
Waleed,1977Dje

couleur foncé, presque noires
disposée irrégulierement sur la
face inférieur de la rachis.

Fusarium <Khammedj> rbi

,1982;

Elmer et al.1968
MycosphaerellaTassiana [Tachesbrunes |Apparition de tache brune de Djerbi, 1983

Mycosphaerellatassiana
Botryodiplodia
theobromae
ColletotrichumAcutatum

Pourriture de
base de la
rachis

Apparition des nécroses sur les
palmes centrales jeunes puis
infectent les palmes externes

Ammar et El-
Naggar (2011)
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IV.2.Les Champignons bénéfiques non mycorhiziens

IV.2.1.Description des Genres fongiques isolés du palmier dattier
Les genres fongiques les plus répandus dans la rhizosphére du palmier dattier sont les
suivants:
- Fusarium

Fusarium est un genre de champignon microscopique filamenteux imparfait; son nom
provient de la forme en fuseau (du latin fusus) caractéristique de ses spores. Ils sont
cosmopolites ; elles sont trés répandues dans le sol et sur les parties de la plante souterraines
et aériennes, les débris végétaux, et d'autres substrats organiques, ils sont souvent considérés
comme des champignons telluriques en raison de leurs abondances dans le sol et leur
association fréquente avec les racines des plantes, soit comme des parasites ou saprophytes.
Sur le plan économique le genre Fusarium est trés important parce qu’il regroupe beaucoup
d’especes phytopathogenes, susceptibles d’induire des maladies (fusarioses) chez de
nombreuses plantes (Turcotte et al., 2009; Nawar, 2016).

Les champignons du genre Fusarium présentent un mycélium septe. En culture, les
colonies présentent sous l’effet d’une interaction entre le champignon et le milieu la
sécretion des pigement souvent des nuances roses, jaunes, rouges ou violettes. Les cellules
conidiogenes se forment sur des hyphes aériens sur des conidiophores courts et densément
branchés. Les conidies sont de trois types: macroconidies, microconidies et blastoconidies
(Debourgogne, 2013; de Sain et Rep, 2015) (Figure 5).

Les microconidies ne sont pas toujours produites par toutes les espéces de Fusarium,
sont ellipsoides, ovoides, sub-sphériques, pyriformes, claviformes ou allantoidiennes,
généralement unicellulaires et présentent une base arrondie ou tronquée.

Les macroconidies sont le caractére culturel le plus important dans l'identification des
especes de Fusarium. Elles sont falciformes et cloisonnées, avec plusieurs cloisons
transversés. Les chlamydospores sont des formes de résistance, sont parfois présentes, en
position terminale ou intercalaire (Botton et al., 1985; de Hoog et al., 2011 ; Brown et
Proctor, 2013). Le genre Fusarium été classé dans le phylum des Ascomycetes, classe des
Sordariomycete, sous classe des Hypocreomycetidae, ordre des Hypocreales et a la famille

des Nectriaceae (Zhao et al ,2017).

12



Synthese bibliographique

Tétes

0
gt RIS O
9,

Chaines
-

Microconidees

—--—'/-‘-'-
O O /& Macroconidies
Micraconidies :%‘ Chlamydospores

Figure 5 : Caracteres morphologiques des Fusarium (Roquebert, 1998)

- Aspergillus

Aspergillus comprend 300 especes, dont une vingtaine retrouvées en pathologies
humaines (Desoubeaux et Chandenier, 2010). De nombreuses especes d’Aspergillus sont
présentes dans 1’environnement humain, notamment dans la poussi¢re et I’air. Certaines
especes peuvent étre directement pathogeénes pour I’homme et les animaux en étant capable
d’envabhir les tissus vivants et provoquer des aspergilloses (Morin, 1994).

Aspergillus est caractéris¢ par un appareil végétatif (thalle) formé de filaments
mycéliens hyalins, de diamétre fin et régulier, septes et ramifiés. Sur les filaments végétatifs
prennent naissance des filaments dressés, non cloisonnés (conidiophores) qui se terminent par
une vésicule de forme variable sur laquelle sont disposées les cellules conidiogénes ou
phialides. Les phialides peuvent étre insérées directement sur la vésicule (tétes unisériées) ou
portées par des petites structures insérées sur la vésicule (tétes bisériées) nommées métules ou

stérigmates (Badillet ez al., 1987 ; Raper et Fennell, 1965) (Figure 6).

Aspergillus a été classé dans le phylum des Ascomycota, Classe des Euascomycetes,

ordre des Eurotiales et a la famille des Trichocomaceae (Spatafora, J.W. et al., 2017).
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Figure 6: Principaux caractéres morphologiques des Aspergillus (Raper et Fennell, 1965)

-Penicilium

Penicilium fait partie des ascomycetes. Ce genre présente une grande importance dans
le milieu naturel ainsi que dans la production de plusieurs antibiotiques. Certaines especes de
ce genre produisent de la pénicilline, cette molécule est plus utilisée comme antibiotique, qui
tue ou arréte le développement bactérien (Harjunpaa, 1996). Le genre Penicillium contient
environ 300 espéces. Cependant, d’autre auteurs situent ce genre dans la classe des
Deuteromycetes ou champignons imparfaits (Botton et al., 1985).

Les especes de Penicillium sont des champignons omniprésents du sol riche en
matiere organique, elles préférent un climat frais et modéré, généralement saprophytes. Ce
genre est caractéris€ par un mycélium septe et ramifié. La base non ramifiée des
conidiophores correspond au stipe. Les conidiophores septe ou non, peuvent étre ramifiés (ou
verticillés) jusqu’a trois fois de maniere symétrique ou non. Leurs extrémités sont porteuses
de plusieurs phialides. Généralement en forme de quille. Les phialides sont les cellules
reproductrices, porteuses de conidies arrangées en chainettes (Pitt, 1979 in Tabuc, 2007)

(Figure 7).

Le genre Penicillum été classé dans le phylum Ascomycota, classe des Euascomycetes,

ordre des Eurotiales et a la famille des Trichomaceae (Spatapora. et al., 2017).
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Figure 7: Caracteres morphologiques de Penicillium (Botton et al., 1990)

IV.2.2.Importance de la flore fongique

Les champignons ont un grand intérét pour I’homme dans plusieurs domaines
d’activité ; en industrie agroalimentaire, certains champignons sont utilisés en fromagerie et
en patisserie, mais ¢galement dans la production de boissons alcooliques par fermentation
(Piskur et al., 2006).

En écologie, les champignons saprophytes participent au maintien de I’équilibre
¢cologique en libérant dans I’environnement, a partir de la matiére qu’ils décomposent, du
carbone et des sels minéraux (Joffin, 2005).

En biotechnologie, les champignons tels que 4Ashbya gossypii, sont exploités dans la
production de vitamines A, B ou D (Santos et al., 2005).

En pharmacie, plusieurs espéces de champignons sont utilisées pour la syntheése de
médicaments. Le polysaccharide K, produit chimique dérivé de Trametes versicolor, est

utilis¢ comme adjuvant dans le traitement du cancer (Fisher et Yang, 2002).

La résistance aux antibiotiques est un probléme public croissant, alors que le
développement de nouveaux antibiotiques se poursuit (Baquer et Giraudon ,2022).
L’exigence de nouvelles molécules antibactériennes pour lutter contre 1’élévation
croissante d'infections devient une tache prioritaire (Deshmukh et al., 2015). Les moisissures

sont utilisées comme usines cellulaires trés productives, leur intérét repose sur leurs activités
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biologiques d'une grande diversit¢ de molécules synthétisées lors des métabolismes
secondaires. (Martin et al. 2011 ; Posch et al. 2012 ; Lopes et al. 2013 ; Quintanilla et al.
2015 ; Katayama et al. 2019 ; Wosten 2019). Parmi ces moisissures utilisées dans les
industries nous pouvons citer les especes d'Aspergillus, qui jouent un roéle dominant dans la
production a grande échelle des acides organiques, des composés bioactifs (Blackwell 2011 ;
Bohm et al. 2013 ; Corréa et al. 2014 ; Polli et al. 2016 ; Parck et al. 2017 ; Sun et Su
2019). Les métabolites secondaires fongiques possédent un intérét meédicinal bien
remarquable car ils intervient dans la composition des médicaments (Goyal, et al, 2016).
Ces molécules complexes peuvent étre des composé€s antibactériens, anti-tumoraux,
antifongiques, antiviraux, inhibiteurs d'enzymes et antioxydants.

P. chrysogenum est un champignon filamenteux d'une importance médicale énorme.
Enraison de sa capacité a produire la pénicilline, le premier antibactérien connu et décrit, il a
¢été utilisé pour le traitement de diverses maladies infectieuses bactériennes.Ces substances
organiques tuent les bactéries a Gram - (Erdal et Taskin 2010; Devi et al. 2012: Aitcheikh
et al. 2018; Xia et al. 2018; Parussolo et al. 2019 S Soliman et al. 2020).

Penicilliumm scleratiorum , il a été chimiquement fractionné conduisant a la synthésede trois
métabolites Dencolide ,sclerotiorin et isochromophilone VI, L'activité de ces trois substances
a révéle¢ leurs pouvoirs antimicrobien, la substance scelerotiorin et dencolide contre toutes les
bactéries Gram positives et Gram négatives testées (S. pyogenes, S. aureus,

S. typhimurium et E. coli), ainsi qu'envers la levure C. alfa et envers la levure C. albicans et la

substance 1'isochromophilone marque une activité contre S. aure (lacus M F et al., 2007).

V. Micro-organisms Pathogenes

V.1.Escherichia .coli

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif non sporulés, flagellés et anaérobiesfacultatifs,
elle fait partie du microbiote intestinal associé, mais peut également provoquer des maladies
entériques et extra-intestinales chez I'homme et se trouve également sur les solsdes hopitaux
et des établissements de soins de longue durée. E.coli est la bactérie la plus courante dans le

tractus gastro-intestinal humain (Matthieu Muller et Tainter ,2022) (Figure 8).

16



Synthese bibliographique

Figure 8:Escherichia .coli sous microscopie €lectronique a balayage (Avrilet et al., 2000)

Selon Wadley et al.(2019), Escherichia coli appartient au domaine Bacteria, phylum
des Protobacteria, classe des Gammaprotobacteria, ordre des Enterobacteriales, famille des

Enterobacteriaceae, genre Escherichia.

E. coli est une entérobactérie ; la température optimale pour sa croissance est de 37°C,
mais elles peuvent se développer a 4°C et a 46°C. Elle fait donc partie des coliformes
thermotolérants. Elles tolérent également des pH compris entre 4,6 et 9,5 (Barbosa, Naomi,
2021).

V.1.1.Pouvoir pathogéne

Il existe des centaines de souches d'E.coli, entrainent un large éventail de maladies
allant de la gastro-entérite bénigne spontanément résolutive a l'insuffisance rénale et au choc
septique. Sa virulence confére a échapper aux défenses de 1'hdte et a développer une
résistance aux antibiotiques courants. Cependant, lorsqu'elle se trouve a I'extérieur du tractus
intestinal, E. coli est une cause majeure d'infections nosocomiales peut provoquer des
infections des voies urinaires (IVU) y compris les infections urinaires associées aux cathéters,
une pneumonie associée au ventilateur, une bactériémie et une péritonite, entre autres

(Matthieu Muller et Tainter ,2022).

V.1.2.La résistance aux antibiotiques

Les souches d’E. coli productrices de béta-lactamases a spectre étendu
(BLSE) conférent une résistance a la plupart des antibiotiques par exemple, les
céphalosporines, les monobactames etc. Possedent aussi des génes conférant une résistance
aux carbapéneémes (exemple, l'imipénéme, l'ertapénéme et le méropéneme). Cependant Les
souches d’E .coli sont sensible a: la Fluoroquinolones, Ciprofloxacin, Levofloxacin,

Azithromycin, Rifaximin (Matthieu Muller et Tainter ,2022)
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V.2.8taphyloccocus aureus

Staphylococcus aureus est une espeéce ubiquitaire, elle est plus communément appelée
staphylocoque doré¢ ; du grec «Staphylo», grappe de raisin, apparait en amas a l'examen
microscopique), et « aureus » doré vient de la coloration particuliére des colonies qui sont

dorées lorsqu’elles croissent sur milieu solide (Touaitia, 2016) (Figure 9).

D’aprés Cole et al.(2019) S. aureus est classée au domaine Bacteria, phylum des
Firmicutes , classe des Bacilli, ordre des Bacillales, famille des Staphylococcaceae et genre
Staphylococcus.

Staphylococcus aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif.
Ces bactéries possedent une activité catalase, coagulase, phosphatase, ainsi que des nucléases
thermostables mais pas d’oxydase. Elles sont hémolytiques, ont la capacité¢ de liquéfier la
gélatine et de fermenter de nombreux sucres comme le glucose, le saccharose, le lactose et le

mannitol (Accarias, 2014).

V.2.1.Pouvoir Pathogéne

S. aureus est solidement armée pour effacer un certain nombre de défenses que son
hote pourrait lui opposer (anticorps, phagocytose ou cytotoxicité), ces parades se distribuent
en plusieurs groupes de 8 toxines. La pathogénicit¢ de S. aureus est surtout reliée a
I’expression de facteurs de virulence. En plus de facteurs structuraux, il a en effet la capacité
de sécréter, apres invasion, des toxines, des enzymes ou encore des facteurs d’adhésion
(Rebiahi, 2012).
V.2.2.La résistance aux antibiotiques

Traitement de premicre intention contre les souches de S .aureus sont la
vancomycine et linézolide elles sont décrites comme des ATB sensible contre S aureus et une
association de vancomycine/ gentamicine/ rifampicine qui sert a une efficacité supérieure
pour cette dernicre (Ferrand;2022). Sont également résistants aux fluoroquinolones,

macrolides, fosfomycine et tétracyclines (Grace et Fesch, 2018).

V.3.Pseudomunas aeroginosa

P.aeruginosa sont des bacilles fins a Gram négatif. Parfois capsulés, non sporulés,
mobile. Ils ont la capacité de former des biofilms, et ils possédent de nombreux facteurs de
virulence (Lipopolysaccharide (LPS), pili, flagelle, Exotoxines, Rhamnolipides) (Ferrand,
2022).
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La température de croissance est de 25 a 42 °C, optimale a 37°C. Les colonies sont
plates, a bord irrégulier, aspect iris¢ métallique, avec la production de pigments, et une odeur
caractéristique de seringat. IIs sont des aérobies stricts, non fermentant (Ferrand, 2022)

(Figure 9).

{"\:'S"l .'
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Figure 9: Des cellules de Pseudomunas aeroginosa fixées sur du verre par microscopie a

balayage ¢€lectronique (Deligianniet al., 2010).

P.aeruginosa  appartient au phylum des  Proteobacteria, classe des
Gammaproteobacteria, ordre des Pseudomonadales, famille des Pseudomonadaceae et genre

Pseudomonas (Jeannot et Guillard ,2019).

V.3.1.Pouvoir pathogéne

P.aeruginosa est un pathogéne opportuniste responsable d’infections nosocomiales
chez les sujets fragiles tels les immunodéprimés, et d’infections chroniques chez les patients
atteints de mucoviscidose et chez les diabétiques.

Les infections a P.aeruginosa est longue, elle provoque des bactériémies, des
infections intestinales, respiratoires, urinaires, des otites externes, des infections de la peau,
des plaies et des infections secondaires des brilures, et aussi capable de causer des méningites
et des ostéomyélites en infectant le systeme nerveux central et les structures osseuses,

engendrer des kératites ulcéreuses chez les porteurs de lentilles de contact (Ferrand, 2022).

V.3.2.La résistance aux antibiotiques

P .aeruginosa est sensible aux carboxy- et uréido-pénicillines, a I’imipéneme,
aminosides, rifampicine, fosfomycine, colimycine et ciprofloxacine , les carbapénémes et
I’association ceftazidime-avibactam et ceftolozane-tazobactam. Elle Résistante naturellement
a amoxicilline, tétracyclines, cotrimoxazole, macrolides, glycopeptides, nitrofuranes,

nitroimidazolés, chloramphénicol ( FERRAND ;2022)
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V.4. Klebsiella pneumoniae

C’est une bactérie a Gram négatif, encapsulée, immobile de forme ronde, bombée,
lisse, aérobie-anaérobie facultatif, opportuniste, hypervirulente et multirésistante. Ubiquitaire,
retrouvée partout dans 1’environnement : plantes, sols, surfaces, eaux usées, ainsi que sur les
dispositifs médicaux. Capable de coloniser les flores commensales humaines et animales.
Colonisation des muqueuses du tractus gastro-intestinal et de 1’oropharynx : colonisation
bénigne (Ferrand, 2022).

K .pneumonia est classée dans le domaine Bacteria, phylum des Proteobacteria,
classe des Gammaproteobacteria, ordre des Enterobacteriales, famille des

Enterobacteriaceae et genre Klebsiella (Boubertakh et Bouaker, 2019).

V.4.1 Pouvoir pathogéne

Elles peuvent infecter les patients fragiles et immunodéprimés. Peuvent disséminer au
niveau des tissus profonds et dans le sang et étre responsable d’infections graves comme les
pneumonies, méningites, bactériémies. Elles sont responsables d’infections communautaires
qui peuvent étre simples tels que des infections urinaires.

Sont des bactéries hautement résistantes. Présentent un génome accessoire codant pour
des carbapénémases. En plus de son caractére opportuniste et son aptitude a former des
biofilms sur les dispositifs médicaux, cette bactérie peut également étre responsable d’IAS
(Infections Associées aux Soins) en particulier au niveau des voies pulmonaires et urinaires

surtout en service de réanimation. (Ferrand, 2022).

V.4.2. La résistance aux antibiotiques

Elle est sensible a I’amoxicilline + acide clavulanique, Pipéracilline + Tazobactam,
Céphalosporines, céphamycines, aztréonam, carbapénémes, ¢également sensible aux
aminosides et fluoroquinolones . K. pneumoniae est résistante aux P-lactamines. Toutefois
cette pénicillinase reste sensible aux inhibiteurs des B-lactamases tel que I’acide clavulanique.
Souvent résistance plasmidique avec plasmides porteurs d’autres génes de résistance comme
ceux touchant les aminosides (Ferrand; 2022).
V.5.Candida albicans

C’est une levure de petite taille, arrondie ou ovalaire, non pigmentée, non capsulée et
aérobie ; se multipliant par bourgeonnement (Figure 10). Cette levure appartient a la flore
commensale de la voie orale, vaginale et gastro-intestinale et cutanée. Elle est considérée

comme pathogene fongique opportuniste le plus commun chez ’homme (David, 2016).
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En effet, la croissance est possible pour des pH allant de 3 a 7. La température de
croissance est située entre 20°C et 30° C pour la majorité des levures. Les espéces pathogenes

sont capables de croitre a 37 ° C (Benmansour, 2012).

Figure 10: Observation microscopique de Candida albicans (Pransanna, 2006)

Selon Tan et al.,(2010) Candida albicans appartient au régne des Champignons,
phylum des Ascomycota, classe des Saccharomycetes, ordre des Saccharomycetales, famille

des Debaryomycetaceae et genre Candida.

V.5.1.Effet pathologique

C. albicans est un saprophyte, principalement du tube digestif mais aussi des voies
génito urinaires, pouvant étre opportuniste. Les principales pathologies rencontrées avec ce
micro buccales, cesophagiennes et les sujets atteints par le VIH (Virus de ’Immunodéficience
Humaine) privilégiée, avec des atteintes au niveau des grands plis et des atteintes au niveau
des ongles avec onyxis et périonyxis. Chez les patients les plus fragiles, cette infection peut se
manifester par des formes invasives et étre alors responsable d’une candidose profonde (Saidi

et Sadoudi, 2018).

V.5.2.La résistance aux antifongiques

C .albicans Sensible a ’amphotéricine B, au 5fluoro-cytosine aux azotés et aux

¢chinocandines (Ferrand, 2022).
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Matériel et méthodes

Ce présent travail est basé sur la caractérisation des champignons isolés a partir du sol
rhizospherique de quatre cultivars du palmier dattier situé au niveau de la région de Knadsa
(Wilaya de Béchar) ainsi que sur la recherche de 1’activité antimicrobienne de certaines
souches sélectionnées vis-a-vis de cing microorganismes multirésistants dont quatre
bactéries : Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae et une levure Candida albicans. L’expérimentation a été réalisée au niveau du
Laboratoire de Protection et de Valorisation des Ressources Agro Biologiques de 1’université
Blida 1 (LPVRAB) ainsi qu’au niveau du laboratoire central de I’hopital de Kolea (Wilaya de
Tipaza).

I1.1.Matériel

I1.1.1 Matériel biologique

I1.1.1.1.Sol rhizospheérique

Le sol rhizosphérique provient de quatre cultivars du palmier dattier situés dans la
région de Kenadsa Willaya de Béchar (Tableau IV). A une profondeur de 45 cm ot se trouve
la zone la plus riche en racine trois échantillons pour chaque cultivar ont été prélevés. Ces
¢chantillons du sol rhizosphérique ont ¢été mélangés et homogénéisés afin d'obtenir

un seul échantillon représentatif de chaque cultivar.

Tableau IV : Cultivars de la région de Knadsa

Région Kenadsa
Cultivar  |Age de la Codes
culture
Hmira 20 ans KH
Tinaser 20 ans KT
Feggous 19 ans KF
Hamriya 35 ans KM
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I1.1.1.2. Agents pathogénes testés

Les agents pathogénes (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeroginosa) proviennent d’un prélévement de pus, et Condida
albicans provient d’une infection urinaire, ces échantillons provenant du laboratoire de

I’hopital de Kolea.

I1. 2.Méthodes

I1.2.1.Isolement des champignons rhizosphériques

Afin de diminuer la charge microbienne de I’échantillon du sol a analyser, des
dilutions a 1/10 puis a 1/100 et ainsi de suite jusqu'a la 10 ont été réalisés. Avant d’entamer
le travail, il est important de créer une zone stérile, par la flamme du bec Bunsen, sur une
paillasse soigneusement nettoyée. Ensuite, préparer la suspension10! en mélangeant 10g de
sol de chaque cultivar avec 90 ml d’eau distillée stérile (Figure 11). Cette dernicre est soumise
a une agitation par le vortex vertical pendant 30 min, pour avoir une meilleure
homogénéisation.

Tout d’abord numérotées les tubes en les étiqueter respectivement de 107" a 10 “ml
pour les différentes dilutions. Prélever a l'aide d'une micropipette 1ml (1000 pl) de la
premicre dilution, puis I’additionner a 9 ml d'eau distillée stérile dans un tube a essai,
permettant ainsi d'obtenir une suspension microbienne diluée a 10 .

Prélever 1ml (1000 pl) de la suspension 1072 agitée a l'avance a 1’aide d’un vortex,
avec une micropipette et diluer dans un autre tube a essai contenant 9ml d'eau distillée stérile,
pour obtenir la dilution de 107 ; et ainsi de suite, cette étape est répétée plusieurs fois jusqu’a
’obtention de la dilution 10 . Changer les embouts de la micropipette entre chaque dilution

(Figure 12).
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Figure 11: Préparation de la premiere dilution

Figure 12: Préparation des dilutions décimales

I1.2.2.Ensemencement et incubation

Tout en respectant les conditions et en manipulant toujours dans la zone stérile. Bien
homogénéiser le contenu du tube a essai contenant la suspension diluée; prélever a l'aide
d'une micropipette, Sml (500ul) des suspensions des dilutions 1072 ; 10™* et déposées les dans
des boites de Pétri contenant le milieu PDA. L'étaler a ’aide d’un rateau ou par des billes
stériles (Figure 13).

Sur les boites ensemencées indiquer le numéro de 1’échantillon, la dilution ainsi que la
date de I’ensemencement. Deux répétitions sont réalisées pour chaque dilution.

Les boites de pétrie sont incubées par la suite a 27°C pendant 7 jours.
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Figure 13: Ensemencement des suspensions du sol dans des boites de Pétri A : Prélever des
suspensions des dilutions .B : déposées les dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA /
C : L'étaler a I’aide d’un rateau ou par des billes stériles.D :¢éliminer les billes

I1.2.3.Dénombrement de la flore fongique rhizosphérique

Aprés 5 a 7 jours d’incubation a 27°C, une observation et un dénombrement des
isolats ontété effectués afin de déterminer la flore fongique du sol rhizosphérique du palmier
dattier.
I1.2.4.Repiquage et purification

Les isolats obtenus ont subi une série de repiquage d’un fragment de disque mycélien
dans le milieu de culture PDA.

Apres un développement colonial réussi, des repiquages sont effectués sur chaque
colonie pour purifier les champignons et réduire les risques de contaminations, jusqu’a ce

qu’une seule colonie d’un champignon donné soit isolée et purifiée sur chaque boite de Pétri

(Figure 14).
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Figurel4 : Repiquage des disques mycéliens dans des boites de Pétri contenant

le milieu PDA.

I1.2.5. Identification des isolats fongiques

L’identification des genres fongiques est basée essentiellement sur les clés de
détermination d’Ellis et al. (2007) et Watanabe (1994); portant sur les caracteres
macroscopique des champignons isolés ont été effectué¢ a 1’ceil nue (aspect des colonies, la
couleur) et sur les caractéres microscopiques (I’aspect du mycélium, des spores des

fructifications, présence ou absence des chlamydospores).

I1.2.6.Conservation des isolats identifiés

Tous les isolats obtenus ont été conservés par deux méthodes, 1’une consiste a cultivé
chaque isolat dans le milieu PDA en présence de bouts du papier filtre stérile, apres
croissance des champignons, les papiers sont déposés dans des boites de Pétri vide pour les
sécher en présence des cristaux de gel de silice. Aprés séchage, les papiers filtre contenant le
champignon sont déposés dans des enveloppes transparent stériles. L autre consiste a déposer
quelques fragments de mycélium dans des tubes eppendorfs stériles. Incubation des

enveloppes et des eppendorfs a -20°C.
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I1.2.7.Fermentation et récupération des filtrats de culture

Apres I’obtention des cultures pure, des flacons contenant 100 ml de milieu PDB, ont
été préparés. Cinq disques de chaque culture ont été déposés dans ces flacons a raison de 4
répétitions pour chaque souche (Figure 15). Apres, les flacons ont été recouvert avec du
papier aluminium et incuber a une température ambiante avec une agitation continue pendant
21 jours (Figure 16).

Quand la période d’agitation est achevée, le contenue des flacons est filtré en deux
¢tapes, la premier est réalisée par des compresses stériles et la deuxiéme par un papier filtre
stérile (Figure 17). Les filtrats ainsi obtenus sont centrifugés a 1500 tour/min pendent 20 min
dans une centrifugeuse pour récupérer les surnagent qui vont étre utilisés ultérieurement

(Figure 18).

Figure 15 : A : Prélevement des disques mycéliens des 4 champignons sélectionnés

B : Déposer les disques dans le milieu PDB.
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Figure 17: Filtration du bouillon de culture. (A) : par compresse stériles. (B) : par papiers

filtre stériles.

Figure 18: Centrifugation du filtrat de culture a 1500 tour/min pendant 20 min.
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11.2.8.Etude de P’activité antimicrobienne

Cette méthode a pour but de rechercher 1’activité antimicrobienne des 4 filtrats testés
vis-a-vis de trois bactérie a Gram négative Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et
Pseodomonas aeroginosa et une bactérie a Gram positive Staphylococcus aureus et une
levure Condida albicans. Trois techniques ont été choisies: confrontation directe (mélange
entre le filtrat obtenue avec le milieu), confrontation indirecte (technique des disques et
technique des puits). Les tests antibactériens ont été réalisés a partir de culture jeunes (18 a 24

heures).

I1.8.1.Confrontation directe

Un milieu d’un mélange 50 % milieu Mueller- Hinton et 50 % de filtrat de culture aété
préparé et coulé dans des boites de Pétri. Apres séchage et a I’aide d’un écouvillon stérile
(changer I’écouvillon apres chaque bactéries) trempé dans les suspensions bactériennes et la
suspension levurienne préalablement préparées a une concentration de 0,5 Mac Farland pour
les bactéries et pour la levure, I’ensemencement uniformément sur toute la surface de la boite
de Pétri a été réalisé. Quatre répétitions pour chaque filtrat ont été effectuées et les boites sont
incubées a 37°C pendant 24 a 48 heures. Une croissance de la culture signifie un résultat

négatif et une absence de la culture signifie un résultat positif (Figure 19).

& -~ e

Figure 19: Ensemencement des cultures testées sur toute la surface de la boite de Pétri.

I1.2.8.2.Confrontation indirecte
-Technique des disques
Trempé un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et la levure servi a
ensemencer uniformément toute la surface de la boite de gélose Mueller- Hinton. Les boites

ont été séchées a 1’air libre pendant 5 min, 4 disques de papier Wattman d'un diamétre de
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6 mm ont été imbibés de 10 pl de filtrat de culture des champignons testés et déposés sur la
surface de la boite. Ces derniers ont été incubés au réfrigérateur a 4°C pendant 2 heures pour
permettre une pré-diffusion des substances bioactive, puis placées dans une étuve a 37°C
pendant 18 a 24 heures.

Les diamétres des zones d’inhibitions ont été déterminés a l'aide d'un pied a coulisse
observés par la présence des halos clairs formés autour des disques. Les résultats obtenus ont
€té comparés aux valeurs d’antibiogrammes de chaque bactérie présente dans le laboratoire

(Figure 20).

Figure 20: Des boites contenant des disques du papier Wattman imbibés par les filtrats de

culture testés.

-Technique des puits

Des boites de Pétri contenant le milieu Mueller-Hinton d’une épaisseur de 4mm, ont
¢té ensemencées par les suspensions bactériennes et levurienne. Un séchage pendant 5 min a
été effectués et un trou d’un diamétre de 3 mm est perforé aseptiquement dans la gélose a
I’aide d’une pipette Pasteur. Un volume de 10 pl de filtrat est introduit dans le puit et les
boites sont déposées a la température ambiante pendant 30 min puis incuber a 37°C pendant
24 a 48 heures.

Apres incubation, la présence des zones d’inhibition est observée autour des puits
contenant les filtrats de culture indique un résultat positif. Le diametre est mesuré de la méme

maniere que la méthode des disques (Figure 21).
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Figure 21: Dépdt du filtrat de culture dans les puits.

I1.2.9.L’antibiogramme

Nous avons testés la sensibilité de quelques souches bactériennes vis-a-vis des différents

antibiotiques, par la méthode de diffusion sur gélose MH. Les disques d’antibiotiques sont

disposés sur la gélose préalablement ensemencé par des stries serrées. Lesboites sont incubées

pendant 24 h a 37°C (Tableau V).

Dans le but de comparer avec nous résultats.

Tableau V: Les antibiotiques utilisés pour chaque bactérie.

Bactérie Les antibiotiques
'Vancomycine(VA 30) Lincomycine(L 2)
Cefoxitine(FOX 30) Pénicilline(P 10)
S. aureus Oxalinic acide(OXA 5) Tétracycline(TE 30)

Erythromycine(E 15)

Acide fusidique(FC 10)

Oflaxacine(OF 5)

Pristinamycine(RP 15)

TriméthoprimeCOT (25) AmoxicillinE (AMC 30)
Gentamicine (GEN 10) Ciprofloxacine (CIP 5)
K. pneumoniae Céfotaxime (CTX 30) Céfalexine (CN 30)
Gentamicine (GEN 10) Triméthoprime COT (25)
E.coli AmoxicillinE (AMC 30) Céfalexine (CN 30)
Céfotaxime (CTX 30) Ciprofloxacine (CIP 5)
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II1.1.Isolement et dénombrement de la flore fongique

L’isolement des champignons a partir du sol rhizosphérique des quatre cultivars a
permis d’obtenir une flore fongique sur le milieu PDA. Aprés 5 & 7 jours d’incubation, les
isolats obtenus présentent une grande diversité de forme et de couleur. Ils se différencient
selon la couleur et I’aspect du mycélium, ils sont plus hétérogenes et se distinguent facilement
les unes des autres (Figure 22).

Le dénombrement de la microflore fongique présente dans les différents cultivars du
sol rhizosphériques étudié a été réalisé par le comptage du nombre de colonies apparus sur le
milieu PDA aprés 7 jours d’incubation. Les résultats indiquent que le pourcentage de
colonisation de la rhizosphere du cultivar Feggous est trés élevé par rapport au cultivar Hmira,
contrairement au cultivar Tinaser qui était trés faible. Pour le cultivar Hamriya, le nombre

¢tait inférieur a 30, donc ce dénombrement n’est pas pris en considération (Tableau VI).

Figure 22 : La flore fongique obtenue apres I’isolement a partir du sol rhizosphérique.

A : Boite représente la dilution 10" 2 de la région de Knadsa cultivar Hamriya . B : Boite
représente la dilution 10" * de la région de Knadsa cultivar Tinaser. C : Boite représente la
dilution 10~% de la Région de Knadsa cultivar Hmira. D : Boite représente la dilution 10" de
la Région de Knadsa cultivar Feggous.
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Tableau VI: Résultats du dénombrement de la flore fongique rhizosphérique sur milieu PDA

Nombre de colonies

Répétitions  [Dilution 107 IDilution 107 Dénombrement UFC Pourcentage
Cultivars (%)
Hmira 124 91 46120 26,3
Hamriya 6 <30 0
Tinaser 70 2<30 700 0,38
Feggous 3<30 129 129000 73,3

II1.2.Identification macroscopique et microscopique des champignons isolés

Apres purification, 51 isolats ont ét¢ obtenus. Ces isolats représentent un groupe
hétérogéne qui differe par I'aspect des colonies, et la couleur qui varie entre le blanc, le jaune,
le marron, le vert, le gris, I’orange, le rose et le noir, ainsi que l'aspect du mycélium soit
poudreux ou cotonneux. Ces isolats ont ¢été¢ classés en 20 morphotypes selon les
caractéristiques morphologiques citées précédemment (Annexe 3).

L’observation microscopique des 20 morphotypes basée sur les structures des
conidiophores, conidies et mycélium a été réalisée. Selon les caractéristiques macroscopiques
et microscopiques des morphotypes, plusieurs souches appartenant aux genres suivant ont été
identifiés: Aspergillus, Fusarium, Acremonium, Pythium, Rhizoctonia, Penicillium,

Botryosphaeria, Monilinia (Tableau VII) (Figure 23).
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Tableau VII : Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des
différentsmorphotypes identifiés.
Morphotypes Caractéres macroscopiques [Caractéres microscopiques Genre ou
(GX40) Espéce
Face supérieur: Cotonneux | Mycélium septé, Présence des
de couleur blanc avec des macroconidies pluricellulaires
taches marron foncé. fusiformes et des microconidies
Face inférieur: de couleur isolées unicellulaire.
marron.
1 Croissance : 7 jours. Fusarium
. sp.
Colonie sur milieu PDA
(a)Macroconidie.(b)Microconidie.
(c) Mycélium.
Face supérieure : Cotonneuse |[Mycélium hyalin. Chlamidospores
de couleur rose ; apres 15 jours |présentes en position terminales et
devient violet. intercalaires
Face inférieur : couleur rose
a violet.
) Croissance: 7 jours
Fusarium
sp.
(@ Mycélium.
. e Chlamidospore
Colonie sur milieu PDA ®) P
Face supérieure: Cotonneux | Hyphe hyalin, Chlamidospores
de couleur marron ; et aprés |présentes en position terminales et
quelque jours devient plus intercalairee , Macroconidies
foncé. hyalin
Face inférieur: couleur
marron.
3 Croissance : rapide 3 a 5 jours Fusarium
_ _ p

Colonie sur milieu PDA

(b)Macroconidie.
(c)Chlamidospore.
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morphotypes identifiés.
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Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des différents

Face supérieur : cotonneuse de
couleur grise.

Face inférieur: couleur blanche
Croissance : rapide 3 a 5 jours

Hyphe septé, thalle non cloisonné.
Conidie en amas.

Acremonium
sp.
Colonie sur milieu PDA (b) Masse de spores.
Face supérieur : Cotonneuse de | Présence de Macroconidies
couleur blanche a centre orange pluricellulaire fusiforme.
Face inférieur: couleur orange
Croissance : rapide 3 a 5jours )
R Fusariumsp
Macroconidie
Colonie sur milieu PDA
Face supérieur: Cotonneuse de Hyphe hyalin, thalle cloisonné
couleur beige a orange Présence des oospores
Face inférieur : couleur beige a
orange .
Pythium sp.

Croissance : rapide 3 a 5 jours

Colonie sur milieu PDA

(a) Filaments mycéliens.
(b) Oospores
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Tableau VII (suite 2): Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des différents
morphotypes identifiés.

-Face  supérieur colonie |.
cotonneuse de couleur jaune a vert
ondulée ; plus que 15 j devient
noire.
-Face inférieur: couleur vert
ondulé
-Croissance : rapide 3 a 5jours Rhizoctonia
= sp.
mycélium trés septé
Colonie sur milieu PDA
- Face supérieur colonie | -hyphe septé.
cotonneuse de couleur orange a | -présence des macroconidies
B ‘,I‘
périphérie blanc { - ot
- Face inférieur : couleur orange Monilinia
- Croissance: rapide 3 a 5 jours sp.
c
|
Colonie sur milieu PDA (a) Mycélium.
(b) Macroconidie.
(¢) Chlamidospore.
Face supérieur : colonie poudreux [Conidiophore simple hyalin.
de couleur vert claire. Phialide disposées a 1’extrémité
Face inférieur : couleur beige a Ko _C(?Qi,(_ﬁpph.oreﬁ“ -
Vert 3(3:&; . ,?.‘; 2 -. s
Croissance : lente 7jours 2\, _—
\ Penicillium
2
sp
(a)Conidie.
(b)Phialide.
Colonie sur milieu PDA (¢) Conidiophore.
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Tableau VII (suite 3): Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des différents
morphotypes identifiés.

-Face supérieur blanche
cotonneux devient noire avec le
temps

-Face inférieur : blanche
-Croissance : rapide 3 a 5 jours

-Mycélium hyalin.
-Spores hyalines aprés deviennent
foncées.

Colonie sur milieu PDA

(a) Conidiophore. (b) Conidie.

Botryosphaeria
10 sp-
Colonie sur milieu PDA .
(a)Mycélium, (b) Spores
-Face supérieur : blanche ; aprés | -Mycélium septé. Conodiophore
devienne jaunétre. long, et non cloisonné. Phialides
-Face inférieur : beige a marron | directement insérées sur la
vésicule. Conidies : globulaires. | 4spersillu
-Croissance : 7 jours o o PErs
Téte aspergillaire unisé€ri€e, | ¢torreus
radiée
11
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Tableau VII (suite 4): Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des différents
morphotypes identifiés.

-Face  supérieur colonie | -Des conidies produites par des
poudreuse de couleur Blanche a | phialides insérées a 1’extrémité dilatée
centre jaune d’un conidiophore large et non
-Face inférieur : Beige a centre | cloisonné.
marron B
-Croissance : rapide 3 a 5 jours e
Rags .
Ry
12 " Aspergillus
o sp.
- b
. . (a) Vésicule.
Colonie sur milieu PDA (b) Conidiophore.
(c) Conidies.
-Face supérieur: colonie | -Mycélium non cloisonné, la téte porte
cotonneuse de couleur noire de nombreux conidiophores, phialides
-Face inférieur: de couleur beige | formées sur la vésicule.
13 ondulée
-Croissance : rapide 3 a 5 jours .
ialg _ ] Aspergillu
sniger
(a) Conidiophore.
Colonie sur milieu PDA (b) Téte aspergillaire. (c) Spores
-Face supérieur: colonie | -Conodiophore non cloisonné,
poudreuse de couleur marron hylines. Conidies globulaires. Téte
-Face inférieur: de couleur marron. | aspergillaire : unisériée, radiée
-Croissance : 7 jours
Aspergillu
(a) conidiophore. (b) téte aspergillaire.
Colonie sur milieu PDA -
(c) conidies
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Tableau VII (suite 5): Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des différents

morphotypes identifiés.
-Face supérieur: colonie | Conodiophore non cloisonné, hylines.
poudreuse de couleur jaune. Phialides directement insérées sur la
-Face inférieur: de couleur | vésicule. Conidies : globulaires. Téte

Blanche a beige.
- Croissance: 3 a 5 jours.

aspergillaire unisériée, radiée.

Colonie sur milieu PDA

(a)Phialide.
(b)Conidie.
(c)Conidiophore.

Aspergillus
sp
15
(a) conidiophore.
Colonie sur milieu PDA (b) téte aspergillaire. (c) conidie.
-Face supérieur : colonie poudreux | phialides branchées directement a
de couleur Vert foncé . L L
-Face inférieur : Beige a orange l'extrémite du conidiophore .
-Croissance : rapide 3a 5 jours
16 Penicillium
sp
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Figure 23 : Pourcentage des genres fongiques identifiés dans les quatre cultivars

Tableau VIII : Répartition des champignons dans chaque cultivar

~

Cultivars Hmira Feggous Tinaser Hmirya
Genres

Aspergillus sp. 25 2 1
Fusarium sp. 1 1 1 2
Penicilium sp. 1 3 2
Acrimonium sp. 2
Rhizoctonia sp. 1
Botryospheria sp. 3
Pythium sp. 1
Monilinia sp. 1
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I11.3.Etude de Pactivité antimicrobienne

II1.3.1.Confrontation directe

La confrontation directe entre le filtrat de culture des souches fongiques sélectionnées
et les souches microbiennes testées, montre une variabilité qui dépend des souches fongiques
et microbiennes, Apres 24 heures d’incubation, un effet d’antagonisme est observé dans le cas
du filtrat de culture de la souche KH422 (Aspergillus sp ) vis-a-vis d’Escherichia coli et
Pseodomonas aeruginosa a cause de 1’absence totale de croissance bactérienne et une
croissance partielle pour Klebsiella pneumoniae alors que aucun effet n’a ét¢ observé en
présence de Staphylococcus aureus et Condida albicans. Le filtrat de culture de la souche
KTI121 (Penicillium sp) a exercé un effet antimicrobien vis-a-vis d’Escherichia coli
seulement. Aucun effet d’antagonisme n’a été observé pour les deux autres filtrats des
souches KH141 (Aspergillus sp) et KH322 (Aspergillus sp) avec tous les agents microbiens
testés (Tableau 1X) (Figure 24).

Tableau IX: Résultats de confrontation directe des filtrats de culture avec les souches

microbiennes testées.

Lecture apres 24

ouches pathogenes S.aureus E.coli | P.aeruginosa K. C.

pneumoniae | albicans
Filtrats de culture

Aspergillus.niger - + + + -
KH422

Penicillium.sp - + - - -
KT121

Aspergillus.sp - - - - -
KH141

Aspergillus.sp - - - - -
KH322
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Figure 24 : Confrontation directe (filtrat de culture/ agent microbien). Apres 24h,

(a,b,c): Effet antimicrobien du filtrat KH422( Aspergillus niger ) sur E. coli, P.aeruginosa et

K. pneumoniae,( d): Absence d’effet antimicrobien de filtra KT121 sur K. pneumoniae,

(e): Absence d’effet antimicrobien du filtrat KH141 sur C. albicans, (f) : Aucun effet

antimicrobien du filtrat KH141 sur P.aeruginosa.

I11.3.2.Confrontation indirecte

-Technique des disques

Le filtrat de culture de la souche KH422 d’Aspergillus niger montre une activité
antimicrobienne qui se traduit par une zone d’inhibition de I’ordre de 9 mm contre
P. aeruginosa.

Alors que le filtrat de culture de la souche KH141 d’Aspergillus sp a montré une zone
d’inhibition de I’ordre de 10 mm et 13 mm pour E.coli et également 1 1mm, 9mm en présence
de P.aeruginosa.

La méme zone d’inhibition de 11mm contre cette derniére souche a I’encontre du filtrat de
culture de la souche KT121 d’Penicillium sp. Cependant, aucune activité antimicrobienne n’a
été enregistrée en présence du filtrat de culture de la souche KH322 d’Aspergillus sp

(Tableau X) (Figure 25 et 26).
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Résultats et discussion

des filtrats de culture des souches fongiques a I’encontre des microorganismes testés.

Filtrats |[KH422 KH141 KH322 KT121
Souches (Aspergillus.niger) ((Aspergillus.sp) |((Aspergillus.sp) |(Penicillium.sp)
E.coliR1 - + - -
E.coliR2 - + - -
P.aeruginosa R1 + + - +
\P.aeruginosa R2 - + - -

K. pneumoniae R1

K. pneumoniae R2

S. aureus R1

\S. aureus R2

C.albicans R1

C.albicans R2

R1 : Répétition 1

R2 : Répétition 2

1. 2- . 4.

Figure 25: Résultats de 1’activité antimicrobienne exercée par les filtrats de culture fongiques

sur les souches microbiennes par la méthode des disques. (al) : E. coli R ,(a2) : E. coli R2,

(bl) : P.aeruginosaR1, (b2) : P.aeruginosaR2 .

(1,2,3): Témoins négatifs .(4) : Témoin positif .
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Figure 26 : Moyenne des zones d’inhibition exercée par les filtrats de culturefongique par

’utilisation de la méthode des disques.

-Technique des puits :

Aucune activité¢ antimicrobienne n’a été observée par les 4 filtrats (KH422, KH141,

KH322, KT121) vis-a-vis de tous les agents microbiens testés (Figure 27).

() (b) ‘CI
(@ U

Figure 27: Activité antimicrobienne exercée par les 4 filtrats sur les souches microbiennes

testées par 1’utilisation de la méthode des puits. (a) : E.coli, (b):K. pneumoniae,

(c): P.aeruginosa, (d) : S. aureus, (e) :C.albican, (f) : Témoin négatif.
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L’antibiogramme a été congu comme un outil qui permet de connaitre le phénotype de
résistance d’une souche bactérienne (McNulty et al., 2011) (Tableau XI).

But est de comparer nous résutats avec I’antibiogramme .

Tableau XI: Le diamétre des zones d’inhibition (mm) de I’antibiogramme des bactéries

Les bactéries L’antibiotique Le diameétre des
zones d’inhibition
VA 30 39 mm
FOX 30 4 mm
OXA S IAbsence
S. aureus. E 15 60 mm
OF 5 52 mm
L2 40 mm
P 10U IAbsence
TE 30 13 mm
FC 10 8 mm
RP 15 17 mm
K. pneumoniae COT 25 Absence
GEN 10 4 mm
CTX 30 30 mm
AMC 30 26 mm
CIP 5 43 mm
CN 30 IAbsence
E.coli GEN 10 21 mm
AMC 30 43 mm
CTX 30 84 mm
COT 25 4 mm
CN 30 13 mm
CIP 5 IAbsence
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I11.2.Discussion

L’isolement des champignons rhizosphérique du palmier dattier des quatre cultivars
(Hmira, Tinaser, Feggous, Hamriya) de la région de Knadsa (Bechar) a été réalisé dans le but
d’évaluer la diversité fongique. 51 isolats fongiques ont été identifiés et regroupés dans 20
morphotypes, dans lesquelles il y a une différence par rapport a leurs abondances. Ces
derniers ont été affiliés a 8 genres : Aspergillus, Fusarium, Acremonium, Pythium,

Rhizoctonia, Penicillium, Botryosphaeria, Monilinia.

La majorité des isolats identifiés appartiennent a la division d’Ascomycota qui
renferme les genres: Aspergillus, Pinicillium, Fusarium, Botryosphaeria, Acremonium et
Monilinia. Cette division regroupe plusieurs genres qui sont dominant dans la rhizosphere des
plantes. Contrairement aux Qomycota et Basidiomycota qui sont représent¢ en faible

abondance regroupe les deux genres Pythium et Rhizoctonia respectivement.

D’apres les résultats obtenus le cultivar Feggous est colonisé par des champignons et
qui représentent un pourcentage de 73,3%, suivi par le cultivar Hmira avec 26,3%, et le
cultivar Tinaser avec une faible densité¢ fongique de 1’ordre de 0,38%. Alors que le cultivar

Hamriya la flore fongique été inférieure a 30 donc non pas été pris en considération.

La présente étude montres qu’il y a une différence par rapport a I’abondance fongique
pour les 20 morphotypes. Aspergillus, Pinicillium, Fusarium ont ¢té les genres
majoritairement isolés 59,57%, 12,76% et 10,63% respectivement, suivi par Botryosphaeria
avec 60,38% et Acremonium avec 4,25%. En dernier Pythium, Rhizoctonia et Monilinia

présente en faible fréquence c’est de 2,12%.

Comparés aux travaux réalisés par Boughachiche et al. (2021), sur l'activité
antifongique dans les rhisosphéres du palmier dattier dans la commune de Daia, qui ont isolé
et identifi¢ 5 genres qui sont Fusarium, Alternaria, Aspergillus, Crysosporium et
Trichothecium. Ces résultats se rapprochent a celle du palmier dattier sain de knadsa. Noter
qu’il y a la présence de deux souches de Fusarium sp qui sont probablement responsable de la
fusariose de palmiers dattiers. En conséquence la maladie de Bayoud favorise la colonisation

des champignons d'une fagon modérée.
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Une étude menée par Ayari-Guentri et al (2020) sur I'abondance et la diversité de la
microflore associée a Hyoscyamus muticus L. subsp. Falezlez (Coss) Mair ; une plante
médicinale de la région d'Adrar ils pourraient isoler et purifier 47 souches fongiques du sol
rhizospheriques. Ces résultats se rapprochent avec ceux obtenus dans le présent travail.

Au niveau des variétés, les résultats indiquent que la flore fongique rhizospheriquesde H.
muticus L a Adrar est moins diversifié seul 2 genres ont été isolés qui sont Aspergillus et
Penicillium par rapport a celle du palmier dattier a Knadsa. D’apres ces résultats nous
pouvons conclure que cette différence est due a la nature de la plante et les exsudats

racinaires.

Selon GaneshKumar et al. (2010), dans I’étude de I’activité antimicrobienne des
extraits d'isolats fongiques d'échantillons du sol et d'excréments du parc national de
Kaziranga, Assam, Inde, un isolement a été effectu¢ a partir de quatre échantillons du sol
rhizosphériques de différentes plantes, ils sont peu isolés 3 genres qui renferment 6 especes
qui sont: Scopulariopsis spp, Fusariumsp, Aspergillus.versicolor, A. flavus, A. fumigatus, A.
niger. Par rapport a la diversité il y a une dominance de genre Aspergillus, et ces résultats
s’accorde avec celle obtenue dans le présent travail qui révele une dominance de ce genre. La
fréquence du genre Aspergillus dans la rhizosphére est liée a sa physiologie, notamment il
possede une large gamme de température optimale de 25°C a 40°C et de température basse
environ 10°C (Klitch 2002), donc il s’adapte au climat aride et les conditions de désert qu'est
caractérisé par la grande différence entre les températures maximales et minimales du sol
(Ayari-Guentri et al., 2020).

En autre les résultats de cette étude ne sont pas en concordance avec ceux obtenus par
Mohamed Mahmoud en 2017 a Alicante (SE d'Espagne). Ces résultats montrent la
dominance, du genre Fusarium, par la suite Clonostachysrosea. Pour le reste des especes
isolées sont présents avec une faible abondance Aspergillus.sp, Penicillium.sp, Alternaria.sp,
Hypocreales.sp, Paecilomyces.sp.

D'autre études menées par Mohamed Mahmoud en 2017 dans la région d'Adrar et
dans le sud algérien a permis de montrer une forte fréquence fongiques. Les résultats présente
une dominance de l'espece Fusarium oxysporum, par la suite Aspergillus terreus. En revanche
Penicillium.sp, Pythium.sp, Cheatomium.sp, Marasmiacea, Botryosphariacea, Mortierella.sp

ont été présent avec une faible fréquence.
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Résultats et discussion

Selon Zareb et Smail-Saadoun (2016), les champignons endophytes isolés de
Pistacia atlantica au printemps dans la région de Timzerth (Laghouat), montrent que les
genres dominants sont Aspergillus suivi par Cladosporium. Les autres, a savoir : Alternaria,
Aureobasidium, Chaetomium, Neoscytalidium, Nigrospora, Phomopsis, Epicoccum,
Exophiala, Fusarium, Geotrichum, Ulocladium, Rodotorula, Trichoderma, Scedosporium,
Penicillium et Muscodor sont présents avec de faibles proportions. Par rapport aux présents
résultats nous pouvons par conséquent conclure que le climat aride convergent entre les deux
régions Knadsa et TImzerth contribué a cette répartition ou la dominance de genre Aspergillus

est noté.

Les résultats trouvés par les travaux de recherches cités précédemment et le présent
travail indique qu'il y a des especes en commun entre la flore fongique rhizospherique et
endophyte donc ces résultats s'avere que 1'origine de la flore fongique endophyte c'est bien la

rhizosphére.

L'activité antimicrobienne des champignons rhizospheriques ont été mise en évidence
par l'utilisation des 4 filtrats bruts (3 especes d'Aspergillus et une espece de Penicillium) vis-a-
vis de 4 bactéries multi-résistantes (E.coli, P.aeruginosa, K. pneumoniae, S.aureus) et une

levure (C. albicans).

Une variabilité dans la réponse des souches vis a vis des microorganismes testés. Cette
réponse se traduit par l'apparition des zones d'inhibition, ces zones différent d'une souche a
une autre. La souche d'Aspergillus niger a donné l'effet inhibiteur le plus élevé par rapport
aux autres filtrats vis-a-vis E.coli, P.aeruginosa, et K. pneumoniae. En deuxiéme place
Aspergillus sp a exercé une activité inhibitrice moyenne sur E.coli, et P.aeruginosa. Par
contre la 3°" souche d’Aspergillus.sp ne présente aucun effet antimicrobien contre les
germes testés. En dernier le filtrat de culture de Penicillium sp. montre une activité

antimicrobienne lorsqu'il est testé contre E.coli, et P.aeruginosa.

Les résultats de confrontation directe indiquent I’effet antimicrobien des trois espéces
du genre d’Aspergillus : KH422, KH 141, KH322. Le filtrat KH 422 de la souche (Aspergillus
niger) a une activité antimicrobienne a 1’encontre d’E.coli, P.aeroginosa, et K.pneumoniae.

Noter I’absence d’effet antibactérien et antifongique sur S.aureus et C.albicans.

48



Résultats et discussion

Parmi les filtrats utiliser certains ont une activité antimicrobienne contre les bactéries a
Gram négatif (E.coli, P.aeruginosa, K. pneumoniae), par contre la bactérie a Gram positif
(S.aureus) était résistante a tous les filtrats. Ces résultats ne corroborent pas avec celle
obtenue par Zerroug, (2021) qui montre que tous les extraits utilisé dans leur étude
(Penicillium griseofulvum, Micronematobotrys verrucosus, Penicillium canescens, Dermea
cerasi, Anthostomelloides leucospermi) sont actifs contre les bactéries a Gram positif, et pour
les Gram négatif sont résistants. Ces résultats sont du a la complexité de la bicouche lipidique
de la membrane externe. D'aprés ces résultats nous pouvons conclure que l'activité
antimicrobienne contre les bactéries a Gram positif et négatif dépend de 1'espece fongique car
dans les deux études réalisées les compagnons testés sont différents.

Pour les deux filtrats KH141 et KH322 (A4spergillus sp) ne montrent aucun effet
antimicrobien sur les souches testées. Les résultats obtenus ont révélé la capacité du filtrat
KTI121 (Penicilium) a inhibé E.coli seulement.

L'activité antimicrobienne contre les microorganismes testés se manifeste par une
diffusion des biomolécules présente dans les disques qui sont synthétisées par les
champignons, apres avoir un ensemencement de germes a tester, les zones d'inhibition qui
apparaissent sont mesurées (Balouiri et al ., 2016).

Pour le teste de confrontation indirecte une méthode des disques a été réaliser, lesrésultats
obtenus montre que le filtrat KH422 (Aspergillus niger) a un effet inhibiteur pour
P.aeroginosa seulement avec une zone d'inhibition de I’ordre de 9 mm, et absence

d’effet pour les autres souches. Une étude menée par Olishevska et Dezirl en 2013 sur les
bactéries et les champignons microscopiques qui posseédent une activité antimicrobienne
contre S. aureus et P.aeroginosa. Parmi les souches isolés A4.niger a révélé actif contre

P.aeroginosa par une zone d'inhibition de 13,8 mm, ce résultat est en concordance avec notre.

Penicillium sp a été isolé dans ce travail aussi pour avoir déterminé leur activité
antibactérienne, et a noter une activité contre S. aureus avec une zone d'inhibition de 44 mm,
contrairement a notre résultat qui montre que Penicillium sp exercer une action inhibitrice

contre P.aeroginosa et E.coli traduit par des zones de 11 mm.

Concernant Aspergillus sp représenté par le filtrat KH141, les résultats indiquent un
effet antimicrobien vis-a-vis d’E.coli et P.aeroginosa et I’absence totale d’effet inhibiteur
contre les K. pneumoniae, S.aureus et C. albicans. Contrairement a la 2™ souche
d’Aspergillus sp (KH322) qui n’a présenté aucun effet inhibiteur pour toutes les souches
testées.
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Résultats et discussion

Le filtrat KT 121 (Penicillium sp) a présenté un effet antibactérien seulement contre
P.aeroginosa , et aucun effet antibactérien et antifongique n’a été observé contre les autres

souches .

La méthode de diffusion en puits d'agar est utilisée souvent dans I'évaluation de
l'activité antimicrobienne (Balouiri et al ., 2016). Les résultats obtenus apres la réalisation de
cette méthode indique 1’absence totale d’activité¢ antimicrobienne des quatre filtrats vis-a-vis
les toutes souches testées. Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que les extraits sont

dilués donc la concentration des biomolécules actifs est faible.

Selon GaneshKumaret al.(2010) dans 1’é¢tude de [D’activité antimicrobienne des
extraits d'isolats fongiques d'échantillons du sol et d'excréments du parc national de
Kaziranga, Assam, Inde, les résultats indiquent que les extraits d'isolatsutilisés des
champignons suivant : Aspergillus versicolor , A.flavus, Scopulariopsisspp, Fusariumsp, A.
fumigatus, A.nigersont révélés inactif sur E.coli et P.aeroginosa, contrairement a nos résultats
qui montre que A. nigerprésent une activité antimicrobienne vis-a-vis P.aeroginosa.

La détermination de la sensibilité¢ des deux souches de S.aureus vis-a-visdes extraitsmontre
que S.aureus 16CCMT 2940 est sensible aux Aspergillus versicolor, Scopulariopsisspp,
Fusariumsp, A. fumigatus, et résistante aux A. flavuset A. niger. Par rapport a I’autre souche
S.aureus CCMT 96a révélérésistante a tous les extraits des champignons sauf pour A. niger
contrairement aux présents résultats qui indiquent que S.aureus est résistante a tous les
extraits y compris A. niger.S.aureus 16CCMT 2940 est sensible aux Aspergillus versicolor,

Scopulariopsisspp, Fusariumsp, A. fumigatus, et résistante aux 4. flavuset A. niger.

Al-Shaibaniet al. (2013) dans leur étude sur I’extraction et la caractérisation du
compos¢ antibactérien d’Aspergillus niger, les résultats obtenus ont révélé qu’A.niger
possédait l'effet inhibiteur le plus élevé contre P.aeruginosa, S.aureus avec des zones
d'inhibition de 15 a 25 mm de diamétres, respectivement. L’activité antibactérienne
dePenicilliumsp. s'est avéré inférieure a celui d’A4.niger lorsquesa zone d'inhibition était de 19
a 10 mm contre (S.aureus, P. aeruginosa) respectivement.Comparés ala présente étude les
résultatsobtenus sont en concordance par rapport al'effet antimicrobienne élevé d’A.niger

comparé aux autres especes.
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Conclusion

Ce travail s’articule autour de deux parties, la premicre partie est basée sur I’isolement
et la caractérisation macroscopique et microscopique de la flore fongique du sol
rhizosphérique du palmier dattier, et la deuxiéme partie s’intéresse a 1’effet antimicrobien des
filtrats de culture des champignons sélectionnés contre des bactéries multirésistantes et une

levure.

L’isolement a partir des quatre cultivars (Hmira, Tinaser, Feggous, Hamriya) de la
région Knadsa situé dans la wilaya de Bechar ; montre la présence de 51 champignons
rhizospheriques au total. L’identification macroscopique et microscopique de cette population
rhizospheriques les classes en 20 groupes, affiliés a 8 genres : Aspergillus, Fusarium,

Acremonium, Pythium, Rhizoctonia, Penicillium, Botryosphaeria et Monilinia.

L’effet antimicrobien des quatre filtrats (3 especes d'Aspergillus et une espece de
Penicillium) a D’encontre de quatre souches bactériennes (E.coli, P.aeruginosa, K.
pneumoniae, S.aureus), ainsi qu’une souche fongique (C. albicans). La mise en évidence de

cette activité est réalisée selon trois techniques.

Les résultats de la confrontation directe et indirecte (technique des disques et des
puits) ; montrent une variabilit¢ dans la réponse des filtrats de culture vis a vis des
microorganismes testés. Cette réponse se traduise par l'apparition des zones d'inhibition qui
différe d'une souche a une autre. La souche d'Aspergillus niger a exercée l'effet inhibiteur le
plus ¢élevé par rapport aux autres souches vis-a-vis d’E.coli, P.aeruginosa, et K. pneumoniae.
La deuxiéme souche d’Aspergillus sp a montrée une activité inhibitrice moyenne sur E.coll,
P.aeruginosa. Par contre la 3™ souche de ce genre n’a eu aucun effet antimicrobien contre
les germes testés. Par contre, Penicillium sp a exercé une activité antimicrobienne lorsqu'il est
confronté contre E.coli, et P.aeruginosa. 1l est a noté qu’aucun effet n’a été observé par les
quatre champignons contre S.aureus, et C. albicans.

Contrairement a la technique des puits, les résultats obtenus indiquent I’absence totale
d’activité antimicrobienne et antifongique des quatre filtrats de culture vis-a-vis de toutes les

souches microbiennes testées.
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Conclusion

On conclut qu’il y a une diversit¢ de la flore fongique rhizosphérique, Parmi ces
champignons certains ont une activité antimicrobienne contre les bactéries a Gram négatif
(E.coli, P.aeruginosa, K. pneumoniae), apparait plus importante que celle contre la bactérie a
Gram positif (S. aureus) qui était résistante a tous les filtrats fongiques. Ces derniers n’avaient

aucun effet sur Candida albicans.

Sur la base de ces résultats, il est d'intérét primordial de fixer les points suivants
commeperspectives :
- Détermination des métabolites secondaire produits par les champignons
rhizosphériques testés.
- Identification moléculaire de souches testées.
- Extraction des biomolécules et les testées encore une fois pour avoir une bonne

activité antimicrobienne.
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Annexe 1

Composition des milieux de culture utilisée par un litre de milieu
Milieude culture PDA : Potato Dextrose Agar)

Pomme de terre 200gGlucose 20g

Agar 20g

Eau distillée 1000mIPH = 6

Autoclave 20min a 120°C

Milieu de culture PDB : Potato DextroseBroth
Pomme de terre 200gGlucose 20g

Eau distillée 1000mIPH = 6

Autoclave 20min a 120°C

Milieu de culture Muller -Hinton.

Agar 10g/1
Extrait de viande 2g /1 Hydrolysat acide de caséinel7,5g/1Amidon1,5g/1
Eau distillée 1000 mIPH : 7,0

Annexe 2 Petit Matériel

Annexe

Tube stérile , boite de pétrie , rateau stérile( ou les biles stériles ) ,erlenmeyer, entonnoir ,

papier filtre, flacon stérile, seringue , Parafilm , aluminium , lame , lamelle , ’eau distillée

stérile, pipette pasteur , micropipette, les embouts, scalpel a lame .

Bec benzene, vortex, centrifugeuse, autoclave, étuve, balance, pied a coulisse.



Annexe

Appareils
Non de Photo original Non de Photo original
I’appareil I’appareil
Balance| | . Microscope
Optique
Etuve Centrifugeuse

Four pasteur

Pied acollise

Agitateur




Annexe 3

Tableau 4 : Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés

Annexe

Les Aspects Code Champignons
morphotypes | macrosco
piques des Recto
isolats
KH
Recto : 941
Blanc a
Groupe 1 centre
jaune
poudreux
KT
222
Verso :
Beige a
centre
marron KH
322
Recto : KH
Jaune 141
poudreux
Groupe
2 Verso :
Blanc a
beige
g KH
222
Recto :
Groupe 3 Beige
marron KM
poudreux | 122
Verso :

Marron
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Suit tableau 4 : Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés

Recto :
Vert foncé p
poudreux KH421
Groupe4 (Verso : Beige
a
marron
KT222 | -
Groupe
5 Recto :
Vert claire {49
poudreux R1
Verso :
Beige
KF241
KT
121
KF
141
Groupe [Recto : KH
6 Gris 121
cotonneux R2
verso :
Blanc
KH
121
R1




Suit tableau 4: Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés

Annexe

Groupe7 [Recto : KT
Marron, 122
périphérie blanc
cotonneux Verso

Beige
orange

Groupe8 [Recto:  Beige
cotonneux a KH
centre orange 221
Verso : marron
Recto : beige a
orange cotonneux KT

Groupe9 |Verso : beige a 422
orange
Recto : Marron

Groupel0 [cotonneux Verso KT
: Marron 222
Recto : Blanc

Groupell [cotonneux Verso
: marron KF

121

Groupe

12 Recto : KH
Blanc 122
cotonneux
Verso :

Blanc a beige
KH
321
KH
322




Suit tableau 4: Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés.

Annexe

KT
Recto : 141
Groupe | Blanc
13 ondulé
cotonneux KH
142
Verso :
Blanc ondulé
Groupe | Recto :
14 blanc a centre | KF
jaune 242
R2
Verso : jaune
Groupe KH
15 Recto : 522
blanc
Verso :
Beige a
marron KH
641
Recto : KM
Blanc avec | 322
Groupe | des  taches
16 marron foncé
cotonneux
Verso KM |
Blanc marron | 222
Recto : Rose | KF
Groupe | cotonneux 221
17
Verso : rose
a violet
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Suit tableau 4: Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés

Groupel8 Recto : Jaune |[KH242
a vertondulé
cotonneux
Verso : vert
ondulé

KH 141
R1 '
Recto : noir
Groupel9 cotonneux

Verso :
blanc a
centre vert
ondulé

KH 141]/
R2

KH441

KH222




Suit tableau 4: Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés

Annexe

Groupel9

Recto : noir
cotonneux

Verso :
blanc a centre
vert ondulé

KH541

KH221

KH341

KH241

Groupel9

Recto : Noir
cotonneux

Verso :
Beige ondulé

KH422

KH 321
R1




Annexe

Suit tableau 4: Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés

KH 321
R2
KH 122
. |IR2
Recto : Noir
Groupel9 cotonneux
Verso :Beige
ondulé
KT122
KH 141 /
R2
KH641
Recto :
Noir
Groupe2( cotonneux
Verso :
KH521
Blanc
non ondulé




Suit tableau 4: Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés
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Groupe2(

Recto : Noir
cotonneux

Verso :
Blanc
non ondulé

KH421

KH121

KH721

KH941
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