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Caractérisation de la flore fongique rhizosphérique du palmier dattier et
sélection des isolats producteurs d'enzymes d'intérét biotechnologique

Résumé

Les conditions extrémes et 1’environnement saharien du palmier dattier héberge une
flore fongique rhizospherique tres en enzymes d’intérét biotechnologique. Ce tavail vise
d’abord a isoler et identifier des champignons du sol rhizosphérique de wilaya de Béchar et
mise en évidence leur activité enzymatique qui a été réalisée au niveau du laboratoire de

Protection et de Valorisation des ressources Agrobiologique (LPVRB).

L’isolement des souches fongiques a été effectué a partir de la rhizosphére de huit
cultivars de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) de deux régions Taghit et Kenadsa de la
wilaya de Béchar. ; Quarante-six isolats fongiques obtenus ont subi une caractérisation
macroscopique et microscopique. La majorité des isolats obtenus proviennent du cultivar
Faggous de la région de Taghit . Quatorze groupes ou morphotypes ont été classés, dont le
morphotype de groupe 1 était le plus abondant .Les genres Aspergilllus et Penicillium étaient
les plus dominant et les autres genres de Vertisilium, Cladosporium ,Rhodotorula, Fusarium
sont faiblement représentent.

L activité enzymatique des dix souches fongiques sélectionné a été réalisé sur la base
des méthodes qualitatifs pour déterminer leurs capacités de production d’enzymes
extracellulaires (Chitinase, phosphatase, amylase, lipase, estérase, pectinase, protéase.) d'intérét
biotechnologique. Touts les souches de genre Penicillium et Cladosporium et Aspergillus ont
montré la capacité de production de toutes les enzymes a 1’exception de la souche KMs 21

d’Aspergilllus sp a produit que I'enzyme amylase.

Les souches fongiques rhizosphériques représentent une source prometteuse d’enzymes

a large spectre d’utilisation dans plusieurs domaines.

Mot clés :isolats fongiques, enzymes extracellulaires, flore fongique, Palmier dattier, sol

rhizosphérique, .
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Characterization of rhizospheric fungal flora of date palm and selection of
isolates producing enzymes of biotechnological interest

Abstract

The extreme conditions and Saharan environment of the date palm
harbor a rhizospheric fungal flora rich in enzymes of biotechnological interest.
The aim of this work is to isolate and identify rhizospheric soil fungi from the
wilaya of Béchar and highlighted their enzymatic activity,which was carried out
at the Laboratoire de Protection et de Valorisation des ressources Agrobiologique
(LPVRB).

The fungal strains were isolated from the rhizosphere of eight date palm (Phoenix
dactylifera L.) cultivars from the Taghit and Kenadsa regions of the Beéchar
wilaya; forty-six fungal isolates were subjected to macroscopic and microscopic
characterization. The majority of isolates obtained were from the Faggous cultivar
from the Taghit region. Fourteen groups or morphotypes were classified, of
which the group 1 morphotype was the most abundant; the genera Aspergilllus
and Penicillium were the most dominant, and the other genera Vertisilium,
Cladosporium ,Rhodotorula, Fusarium were weakly represented.

The enzymatic activity of the ten fungal strains selected was carried out using
qualitative methods to determine their capacity to produce extracellular enzymes
(chitinase, phosphatase, amylase, lipase, esterase, pectinase, protease) of
biotechnological interest. All Penicillium, Cladosporium and Aspergillus strains
were able to produce all the enzymes, with the exception of Aspergillus sp strain
KMs 21, which produced only the amylase enzyme.

Rhizospheric fungal strains represent a promising source of broad-spectrum
enzymes for use in a number of fields.

Key words :fungal isolates, extracellular enzymes, fungal flora, date palm,
rhizospheric soil.
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Introduction

Les champignons sont les principaux groupes présents dans le sol qui constituent une
biomasse trés importante au niveau de la rhizosphére a coté des bactéries(Chandini et
Rajeshwari, 2017). lls sont des microorganismes eucaryotes, unicellulaires, filamenteux,
hétérotrophes, immobiles. De déférents genres comme :Penicillium, Aspergilus, Fusarium,
Rhizoctonia, Mucor, Trichoderma... etc. .. Leurs populations sont conditionnées par la richesse
du sol en matiére organique, qui jouent un role fondamental dans 1’écologie de la planéte (Frac
etal., 2018).

La flore fongique rhizosphérique constitue une liaison complexe qui utilise les
nutriments libérés par la plante hote et établit une plateforme pour des réactions complexes
entre la plante et son environnement. La rhizosphere est un facteur crucial qui affecte les

relations entre les plantes, les sols et les microorganismes (Fernandez et al., 2019).

Selon Radi et al. ( 2014), le palmier dattier (Phoenix dactilyphera L.) est approprié aux sols de
composition trés divers, qui composent les terres dans les régions sahariennes, est constitué le
pilier principal de I'écosysteme oasien. Cet environnement hostile constitue une source de flore
fongique intéressante posseédant un métabolisme tres varié. Ce métabolisme est capable de
synthétiser plusieurs métabolites, parmi eux les enzymes extracellulaires qui possédent une
importance remarquable que ce soit pour la plante héte ou bien aprés leurs extractions et

utilisations dans d’autres domaine.

Les enzymes sont des biocatalyseurs de processus naturels, elles sont spécifiques , elles
jouent un r6le essentiel qui contrélant les procédés métaboliques permettant aux nutriments
d’étre transformés en énergie et en matériaux cellulaire ,et privilégiées en industrie car elles
permettent de contourner les inconvenients des produits chimiques et améliorent les relations
colts-efficacité des procédes (Sandhya et al.,2005). elles sont anciennes dans les domaines
biotechnologiques principalement dans le secteur de la production alimentaire.

Les enzymes fongiques sont largement utilisés dans les différentes industries a cause
de certains avantages tels que la productivité élevée a faible colt (Singh et al., 2019). Leurs
productions peut se faire en consommant un substrat bon marché qui sert de source de carbone,
et leurs exigences de purification et de séparation sont plus faciles ce qui aboutit a une réduction

de la consommation d’énergie et du temps de travail (Jyostna et al., 2019).
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Dans ce contexte, se base I'objectif de cette étude nous nous intéressons a I'étude de la
flore fongique rhizosphérique du palmier dattier puis sélectionné des isolats producteurs
d'enzymes d'intérét biotechnologique . Le travail commencer par un isolement et une
caractérisation de la flore fongique du sol rhizosphérique de huit variétés du palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.) situées dans deux régions Taghit et Kenadsa de la Wilaya de Bechar
du sud d’Algérie. Aprés purification, les champignons ont subi une identification
macroscopique et microscopique pour identifier quelque genre. Enfin des tests d’activités
enzymatiques ont été réalisé pour sélectionner les souches productrices d'enzymes

extracellulaires étudiés.
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1.1 Généralités du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.)

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une plante monocotylédone diploide
(purayilet al., 2019). dioique de la famille des Arecaceae,ce sont des plantes parmi les plus
anciennes , cultivée depuis plus de 6 000 ans, principalement pour ses fruits (Zango et al.,
2017). le systeme racinaire du palmier dattier se développe entre12 et 20 m de profondeur. La
morphologie de palmier dattier est constituée par les racines qui présentent quatre zones
déférents (respiratoire, nutrition, d’absorption, et d’absorption profonde), et le tronc et le

premier (Munier .,1973).
I.1.1. Intérét de palmier dattier

Le palmier dattier contribue d’une maniére significative a la subsistance de I'écosystéme
désertique. Il lutte contre la désertification et module les températures macro- et
microclimatiques. Il protége également le sol de différents types de dégradation. Le palmier
dattier constitue l'axe principal de l'agriculture, soit I'une des cultures fruitieres les plus
prosperes dans les régions arides, semi-arides, tropicales et subtropicales. protége I'oasis contre
les influences du désert . L'oasis par son microclimat est un milieu favorable a l'agriculture
saharienne, a la flore et a la faune . Il joue le role d’ombrage a différentes autres cultures par
son aspect parasol et son dégagement au sol permettant la cohabitation de ’espace par d’autres

végétaux : arbres fruitiers et cultures herbacées divdiverses.
La taxonomie de Phoenix dactylifera L., (Annexe 1). (Cronquist .,1991)
1.2. La flore fongique rhizospherique

Le sol est considéré comme une ressource naturelle non renouvelable pour sa qualité et
sa fertilité, a la base du fonctionnement de I'environnement naturel (Keesstra et al., 2018). Les
micro-organismes constituent I'un des facteurs clés du maintien de la qualité et de la santé des
sols. Ils sont impliqués dans la transformation des composes chimiques, contribuent non
seulement a fournir des nutriments disponibles aux plantes, mais servent également a

promouvoir leur croissance et leur développement (Doni et al., 2014).

La rhizosphére est une zone étroite du sol qui entoure les racines d'une plante et qui est

fortement influencée par les exsudats racinaires. La rhizosphere est la région la plus active pour
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I'échange de matiére et d'énergie et joue un réle essentiel dans la circulation des nutriments dans
le sol (Li et al., 2018).

Selon McNear (2013), la rhizosphére est structurée par trois zones deférentes
:I’endorhizosphére, le rhizoplan et I’ectorhizosphére. La communauté microbienne associées
aux plantes comprenant des microorganismes connus et d’autres inconnus qui vivent dans
cette zone du sol (Edwards et al., 2015).

Le sol rhizospherique du palmier dattier dans le sahara algérien contenant une diversité
fongique des genres dont certains sont phytopathogénes, tels que Fusarium oxysporym sp, et

le genre Beauveria bassiana intervenant dans la lutte biologique (Mohamed Mahmoud , 2017).

Selont Mandyam et al (2005) La flore fongique du sol constituent une alternative moins
couteuse et certainement plus efficace, surtout pour des zones semi arides et arides dans la
Sahara. Ils peuvent montrer des effets positifs sur la plante hdte, comme la résistance et la

tolérance aux stress biotiques et abiotiques .

Les mycetes du sol englobes des levures, des champignons supérieurs et surtout des
moisissures des genres Penicillium, Aspergilus, Fusarium, Rhizoctonia, Mucor, Trichoderma,
Verticillium, Cladosporium (Dommergues, 1970). Leurs populations conditionnées par la
richesse du sol en matiére organique. La grande majorité des champignons sont saprophytes,
mais un bon nombre d'espéeces sont des parasites redoutables (Sablonnier, 2002). La microflore
tellurigue ménent des contactes intraspécifiques entre les membres de la méme espéce et
interspécifiques avec les autre individus de la biocénose tellurique. Ces relations peuvent étre
bénéfiques comme elles peuvent étre néfastes. Il existe certains champignons qui peuvent étre

phytopathogénes ou provoguent des mycoses chez les animaux (Lutzoni et al., 2004).
-Les saprophytes

Les champignons saprophytes prélevent leurs nutriments a partir de la matiere organique
morte, ils absorbent ces éléments grace a I’évacuation d’enzymes extracellulaires. Ils jouent un
réle essentiel dans les cycles biologiques ou ils minéralisent et déecomposentla matiére animal

ou végétale morte (Hallsworth, 2018).
-Les parasites

Le parasitisme est un facteur de stress énergétiquement colteux pour les hétes, les
champignons sont soit des parasites obligatoires, facultatifs ou opportunistes, délétéres pour

I’héte se caractérise par la capacité d’un individu de régne Fungi, a tirer des éléments nutritifs
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provenant d’un autre organisme. Quatre vingt dix % des maladies des plantes sont causées par

des champignons. Eventuellement nécrotrophes ou biotrophes (Canard et al., 2016)
-Les symbiotiques

La relation des champignons symbiotique se fait dans le méme milieu avec un autre
organisme vivant . par exemple : I'association des champignons mycorhiziens aux plantes qui
implique des échanges nutritionnelle entre les champignons et leurs hotes. Les symbiotes
ectomycorhiziennes sont reconnues pour I’amélioration de la résistance aux pathogénes, de

I’absorption de I’eau et de la résistance aux stress abiotiques chez I’hote

-Les phytopathogenes Les phytopathogenes lorsqu’ils entrent en contact avec les
plantes, leur métabolisme est initié par des réactions physiologiques, biochimiques et
moléculaires de surface ainsi que la transmission de signaux, ils diminuent le rendement et la
qualité des cultures et causent d'énormes pertes dans la production agricole (Félix et al., 2019 ;
Vincent et al., 2020).

|.3.Les enzymes fongiques d’intérét biotechnologique

Les enzymes fongiques sont des biocatalyseurs stables et efficaces ; leur production est
rapide et élevé , ils consomment moins d'énergie (Majsov, 2016), lls présentent chez les
champignons filamenteux (Kalia, S et al., 2021). Les enzymes les plus importants dans le
secteur biotechnologique sont : les chitinases, les lipases, les amylases, les estérases, les

pictinases, les protéases et les phosphatases.
-Les chitinases

Les chitinases sont des glycosyl hydrolases (GH) dont le mécanisme catalytique
implique 1'hydrolyse de la liaison B-1-4 dans le polymere N-acétyl-D-glucosamine de la chitine
qui resiste a la dégradation. C’est un composeé des parois cellulaires des champignons
filamenteux et un composé structurel majeur des pathogenes contenant de la chitine
(Renner,2012 ; Jain et al.,2019). Ils sont divises en deux groupes :lI'endochitinase et
I'exochitinase, en fonction de leurs mécanismes de clivage et d'hydrolyse (Tyler et al., 2010).
Les sources fongiques reconnu pour avoir une synthése de 1’enzyme de chitinase sont
‘Beauveria bassiana, , Saccharomyces cerevisiae, Coprinopsis cinerea, Trichoderma ,
Metarhizium, et il joue également un r6le crucial en biotechnologie par la production
de chitooligosaccharides et les GICNAC grace a Penicillium monoverticillium , Aspergillus , Fusarium

oxysporum (Zhou et al., 2018) . D’aprés Deng et al. (2019) ont démontré que la chitinase de
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Trichoderma harzianum inhibait efficacement la croissance du champignon phytopathogéne apres
la récolte dans le biocontrole, récupération de la tannase a partir d'dspergillus niger (Lekhaet
Lonsane 1994).

Les lipasesLes lipases appartiennent a la famille des triacylglycérols esters hydrolases
(EC 3.1.1.3). elles peuvent catalyser I'nydrolyse et la synthese des triglycérides a longue chaine
en acides gras, diacylglycérol, monoacylglycérol et glycérol, connus sous le nom de
carboxylestérases (Moraleda et al., 2007). Elles synthétisent des esters a partir du glycerol et
des acides gras a longue chaine en milieu non aqueux (Ergan et al.,1990). Elles sont produites
par divers organismes microbiennes plus spécialement les champignons: Trichoderma,
Penicillium chrysogenum ; Aspergillus niger produit des lipases en plus grande quantité
(Skoczinski et al., 2017). lls sont utilisés dans I’industrie agro-alimentaire, surtout concernant
le développement de saveur pour les laitier fermentés : fromage, beurre, margarine, et les
boissons alcoolisées, boulangerie, en biscuiterie (Najjar, 2010). Elles interviennent dans la
maturation des fromages (Bharathi et al., 2019).

Les estérases Les estérases (EC. 3.1.1.1 - carboxylestérases) sont largement répandues
chez les animaux, les plantes et les micro-organismes, mais dont les fonctions physiologiques
sont mal définies (Beisson et al., 2000). Ces enzymes sont des hydrolases (carboxylésterases)
dont les applications sont importantes en raison de leur grande stabilité, en particulier dans les
solvants organiques (Bornscheuer et Kazlauskas, 2006 ; Liese et al., 2006), sont disponibles
dans le commerce et utilisées dans la synthése de composés optiquement actifs de lipides et de
détergents domestiques (Schmidt et Bornscheuer, 2005). La source fongique de production
d'estérase est :Trichoderma sp., Aspergillus niger, Penicillium sp., Saccharomycescerevisiae.
En biotechnologies, il est utilisée pour les produits laitiers, boissons alcoolisées, les vétements,
I'agrochimie (herbicides, insecticides), la bioremédiation, le développement de biocapteurs, les

anticancéreux, les antitumoraux, la thérapie génique et a des fins de diagnostic réf.
- Les phosphatases

Les phosphatases sont des enzymes produites par les bactéries, les champignons et les
racines des plantes et servent a couper un groupe phosphate de leurs substrats, transformant des
formes complexes et parfois indisponibles de phosphate organique en phosphate assimilable.
lls catalysant I'hydrolyse des esters et des anhydrides de I'acide phosphorique. Ils peuvent
également étre subdivisées en fonction de leur régulation.Les espéces fongiques qui

synthétisent la phosphatase sont : Aspergillus niger, A. flavus, A. candidus, A. niger, A. terreus,
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A. wentii, Fusarium oxysporum, Penicillium sp.,Trichoderma sp., Trichoderma isridae
(YYoshida et al., 1989). L'intérét majeur de phosphatase en agriculture est la fertilisation et la
solubilisation de phosphate dans le sol.

-Les amylases Les amylases (EC.3.2.1.x) sont des enzymes d‘hydrolases, et
endoglycanases. Elles agissent sur les liaisons (1-4) de I’amidon. IIs catalysent la dégradation
des polyméres d’amidon pour produire des dextrines et différents gluco-oligosaccharides
(Gupta et al., 2003). Leur sourde fongique :Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Rhizopus oryzae, Penicillium sp., Alternaria alternata (Ertan et Balkan, 2007) . Les
amylases sont plus importantes en biotechnologie, elles représentent environ 25 a 33% du
marché mondial d’enzymes (Saxena et al., 2007). En raison de I’importance industrielle de cette
enzyme, un intérét est porté a 1’isolement de nouvelles amylases appropriées aux applications
industrielles nouvelles (Burhan et al., 2003). En raison de leur productivité et leur
thermostabilité, les amylases sont largement utilisées dans 1’industrie alimentaire, , textile,
papeterie, et la formulation des détergents (Prakash et Jaiswal, 2009). Dans l'industrie
pharmaceutique, les amylases sont utilisées comme agent anti inflammatoire et aussi comme
aide digestif pour éviter les dyspepsies, les fermentations intestinales et la production d’alcool

et du biocarburant.

-Les protéases Les protéases sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse des protéines,
entre la liaison peptidique qui relie deux acides aminés dans la chaine peptidiques quiprésentent
la sous classe 4 de la classe 3 d’hydrolases (EC3.4.) (Mala et al., 1998 ;Kumar et al., 2008). Il
y’a deux groupes, les extracellulaires et les intracellulaires. Les sources fongiques sont
Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Aspergillus clavatus, Mucor circinelloides,
Conidiobolus coronatus, Penicillium sp. , Bauveria felina (Sathya et al., 2009). Les protéases
sont les plus employées en biotechnologie, elles sont trés recherchées dans la bio-industrie
pour la production des produits pharmaceutiques comme agents anticancéreux, anti-
inflammatoires, la synthése des peptides, le traitement du cuir : batillage, déshuilage, tannage
(Sahoo et al.,, 2012). Dans l'industrie alimentaire est utilisé dans I'amélioration de la
récupération de I’huile dans les fruits de mer, la modification des protéines alimentaires pour
améliorer la valeur nutritionnelle, la solubilité, la digestibilité, le godt, la palatabilité et la
réduction des composés allergénes ainsi que pour augmenter le volume et la texture du pain et
de la viande (Singh et al., 2016).

-Les pectinasesLes pectinases sont des enzymes caractérisées par leurs pouvoir de

dégradation de la pectine (Martinez-Trujilo et al., 2011). Elles forment un groupe unique,
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complexe et hétérogene de différentes enzymes agissant spécifiquement sur les substrats
pectinolytiques, notamment les polymeéres de pectine. Les polysaccharides majeurs dans les
parois cellulaires. Leurs sources fongiques: Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Rhisopus,
Mucor, Penicillium, Trichoderma(Priya et Sashi, 2014). Dans le secteur biotechnologique, les
pictinases occupent 25 % dans le marché mondial par I'alimentation et les boissons (Fadi et al
., 2019). Elle agit comme catalyseur biologique attrayant dans les industries en réalisant
I'extraction et la clarification des jus de fruits et I'administration de médicaments dans les
industries pharmaceutiques, processus de dégommage/retrait des fibres végetales dans les
industries textiles. Elle accélére la fermentation du thé et élimine I'enveloppe mucilagineux

(Shet et al ., 2018), et le traitement des eaux usées .
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Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Protection et de Valorisation
des ressources Agrobiologique (LPVRB) de la faculté SNV université Saad Dahleb de Blida 1.
La partie expérimentale a été effectuée en deux étape ; la premiére étape est consacrée a
I’isolement et 1’identification des champignons du sol rhizosphérique de huit variétés de palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.), de deux régions de Taghit et Kenadsa de la wilaya de Bachar.
La deuxieme étape est réservée a la recherche des isolats fongiques producteurs de certaines
enzymes a intérét biotechnologique.

11.1. Matériel
I1.1.1. Matériel biologique

Le sol rhizosphérique de huit cultivars de palmier dattiers prélevé a partir de deux
régions de la wilaya de Béchar représente le matériel biologique. La premiére région de Taghit
(Biskra, Feggous, Cherka, Ras Elle Hmar), et la deuxieme région de Kenadsa (Hmira,
Tinaser, Faggous, Hamria) (Tableau 1 ). Dans la zone la plus riche en racines a une
profondeur de 45 cm, trois échantillons de chaque cultivars ont été prélevés regroupés et

homogénéisés pour obtenir un seul échantillon représentants de chaque cultivar..

Tableu 01 :Codification des échantillons étudiées des deux régions (Taghit,et Kenadsa)

Région de Taghit

Chiffre Cultivar Age Codification
01 Biskra 02 ans B
02 Faggous 10 ans TF
03 Cherka 20 ans TC
04 Ras Elle Hmar 25 ans TR

Région de Kenadsa

Chiffre Cultivar Age Codification
01 Hmira 20 ans KH
02 Tinaser 20 ans KT
03 Faggous 19 ans KF
04 Hamriya 35 ans KM
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11.1.2.Matériels non biologiques

Tableau 02 : Le matériel non biologique

Verrerie Solutions Produits chimiques

tubes a essai, boite Pétri, Tween 20, tween 80,

Pipette pasteur,Bicher, | éthanol, milieu de culture Potato Dextrose

entonnoir,erlenmeyer, L'eau distillée stérile Agar (PDA),Agar, peptone,
extrait de levure,Glucose

(C6H1206),amidon(C6H1005)n,
gélatine, chitine, Bleu de
bromophénol (C19H10Br405S),
pectine, sulfate d’ammonium
(NH2)2 S04, phosphate
bicalcique (Ca2P04), chlorure de
potassium(KCI), magnesium
sulfate heptahydrate (Mg SO4
7H20), sulfate de manganeése (1)
(MnSo4), sulfate de fer(Il)

(FeSo4), ,sodium  phosphate
dibasique(Na2 HPO4 ), phosphate
de potassium monobasique( KH2
PO4 ), chlorure
d’ammonium(NH4 CI), chlorure
de sodium (NaCl), chlorure de
calcium dihydrate(CaCl2 2H20).

11.2. Méthodes
11.2.1. Isolement des champignons du sol rhizosphérique de palmier dattier

L’isolement des champignons du sol rhizosphérique du palmier dattirer de huit variétés
des deux régions de Taghit et kenadsa, a été réalisé aprés son mélange et homogénéisation.Une
série de tubes de 9 ml de ’eau distillée stérile ont été préparés et 1 g de sol de chaque
cultivateur de deux régions a eté mesuré. Ces quantités du sol de chaque variété ont été
déposées dans les tubes a essai. Aprés homogéneisation a l'aide d’un vortex pendant 20
minutes, des séries de suspensions dilutions de 1/10 ont été préparés jusqu’a la dilution 10
% A l'aide d’une seringue, un volume de 0,5 ml des dilutions de 102 et 10 est ensemencé dans
chaque boite de Pétri contenant le milieu PDA( Potato Dextrose Agar) (Johnston et Booth,
1982) (code (TB -2, TB -4, TF -2,TF-4 etc.); Trois répétitions de chaque dilution ont été
préparés. Pour bien étaler les suspension dans les boites de Pétri, des billes en verre ont été

utilisées.
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L’incubation des boites a été effectuée a 27°C pend sept jours (Figure 1).

Figure 01: Différentes étapes d’isolement des champignons du sol rhizosphérique de palmier
dattier

11.2.2. a) Dénombrement de la flore totale rhizosphériques

Nous avons compté les colonies de la flore microbienne (bactéries, champignons)
total présente dans les boites de Pétri aprés I’incubation.

11.2.2. b) Dénombrement de la flore totale par variété et par région.

L’Unité Formant Colonie (UFC) a été calculée par la moyenne de nombre de colonie de

dilution 102 ,Pour avoir le dénombrement de 1g de sol contenant dans la dilution 10!
11.2.3. Dénombrement de la flore fongique rhizosphérique
Aprés incubation une observation macroscopique des boites de Pétri est réalisée. Les
colonies fongiques apparaient sur les boites de Pétri ont été séléctionée ( TBs41,
TBs42,TBs43,TFs43,TCs43, TRs41, TRs43,KHs41,KHs43,KTs43,KFs21,KFs42 )
,KFs43,KMs23,KMs42,KMs43.1

11.2.4.Purification des souches fongiques
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La purification des champignons rhizosphériques a été effectuée grace a une série de repiquage
des disques myceliens déposes au centre dans des boites de contenant le milieu de culture
Potato Dextrose Agar (PDA) , et mise en incubation a 27°C pendant 7 jours afin d'obtenir des

cultures pures.

11.2.5.1dentification macroscopique et microscopique des isolats fongiques
11.2.5.1.1dentification macroscopique

L'étude morphologique des isolats fongiques a été réalisée a I’oeil nu en se basant sur
les caractéres suivants :l'aspect des colonies(floconneuse, poudreuse, granuleuse,coutonneuse :
la couleur (face et revers de la boite de Pétri),la texture des colonies, présence ou absence des

pigments, la forme du contour (filamenteux, régulier,dentelé...)

11.2.5.2.1dentification microscopiques

La caractérisation microscopique des champignons est réalisee a I’aide d’un microscope
optique. Sur les caracréres suivants : I'aspect du mycélium, la fome des spores ou des conidiés
, la présence ou I’absence des chlamydospores, les champignons ont été affiliés au genre,
espéces ou en morphotype (Watanabe, 1937; Dufresne, 2021)..

I1.3.Conservation des souches fongiques

La conservation a été faite pour conservée les champignons a courte pour les épindorffs
et a longue durée pour les enveloppes , qui caractériser par deux méthodes ont été réalisées. La
premiere consiste a effectué un repiquage de chaque champignon dans des boites de Pétri
contenant le milieu PDA et quatre morceaux de papier filtre stériles, Deux répétitions ont été
réalisées. Aprés 5a 7 jours d'incubation, les papiers contenant les champignons ont été prélevés
et deposer dans des boites de Pétri vide stériles pour les secher dans un dessiccateur. Apres une
période de un mois a peu prés les papiers filtres sécheés sont déposés dans des petites enveloppes
stérilisées au préalables a 1’autoclavage codées et sceller avec du scotch et conservés a une
température de -20°C. La deuxiéme méthode consiste a déposer les morceaux d’agar contenant
les champignons dans des épindorffs stériles codés et fermés avec du parafilms, codés et

conserveés a -20°C.
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Figure 02 : Différentes étapes de conservation les isolats fongiques .

11.4.Activité enzymatique

Dix souches fongique représentant de chaque groupe ont été sélectionnées pour

déterminer leurs activités enzymatiques. Sept enzymes ont été recherchées ; la

chitinase, la pectinase, la phosphatase, 1’amylase, la protéase, la lipase et ,1I’estérase,

basé sur des techniques qualitatives par l'utilisation des milieux solide différents .

11.4.1.Chitinase

Le test qui indique I’activité de chitinase a été réalisé sur le milieu PDA, modifié avec
remplacement du glucose par la chitine (Annexe A). Les disques myceéliens ont été déposés au
centre des boites de Pétri contenant le milieu a raison de trois répétitions pour chaque souche.
Une boite sans champignon sert comme témoin. Toutes les boites sont incubées a 27°C
pendant 5 jours. La bonne croissance des souches fongiques dans ce milieu indique une
réaction positive signifie la production de chitinase
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11.4.2.Phosphatase

Le test de solubilisation du phosphate a été réalisé sur le milieu Pikovskaya (PVK)
bicalcique solide, modifié par I’addition de 0,2 g de bleu de bromophénol(Annexe E). Des
disques mycéliens, issus de pré-cultures fraiches, sont repiqués dans des boites de Pétri
contenant le milieu PVK, a raison de trois répétions pour chaque souche fongique. Une boite
de Pétri contenant le milieu sans champignon sert comme témoin. Les boites sont incubées a
27°C pendant 5 a 7 jours. La formation d’halo claire ou la décoloration du milieu PVK autour

de la colonie est un indicateur de catalisation ou solubilisation du phosphate
11.4.3.Pectinase

Selon Cattelan et al. (1999), le test qui indique la production pectinasique des
champignons se fait sur le milieu M9 agar, additionné de 10g de pectine, de 1,2g d’extrait de
levure et de 0.2 g de bleu de bromophénol (Miller, 1974),(Annexe C). Les disques mycéliens
ont été déposés sur le milieu gélosé, a raison de trois répétitions par souche et une boite sans
champignon sert comme témoin. Les boites sont incubées a 27°C pendant 2 a 3 jours. La bonne

croissance des souches fongiques indique une réponse positive pour la production de pectinase

11.4.4.Amylase

La production de d’amylase a été réalisée par le milieu GYP (Glucose Yeast Extract
Peptone) décrit par Maria et al. (2005), auquel 2g d’amidon soluble ont été ajouté( Annexe B),
des disques mycéliens sont inoculés dans des boites de Pétri contenant ce milieu, en raison de
trois répétitions pour chaque souche et une boite sans disque sert comme témoin. L’incubation
se faita 27°C pendant 3 a 5 jours. L’activité amylolytique a été démontrée aprés inondation des
boites avec la solution de lugol. L apparition de la zone claire formée autour de la colonie révele

la dégradation de I’amidon par I’enzyme amylase.

11.4.5.Protéase

Le test de protéase a €té réalisé sur le milieu GYP (Maria et al., 2005), additionné de
0,4% de gélatine et 2ml de bleu de bromophénol(Annexe B).Les disques mycéliens sont
déposés dans des boites de Pétri contenant ce milieu, a raison de trois répétitions pour chaque
souche, une boite sans disque mycélien sert comme témoin. Apreés incubation a 27°C pendant
7 & 8 jours, les plaques ont été inondées avec du sulfate d'aluminium ageux. La présence d’un

halo claire ou une précipitation autour des colonies indique une activité protéolytique.
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11.4.6. Lipase

Selon Maria et al. (2005), la production de lipase a été effectué par I’utilisation du
milieu Peptone Agar additionné par 2 ml de bleu de bromophénol, le tween 20 stérilisé
préalablement é été ajoutéml pour 100 ml du milieu) par I'utilisation des microfilltres (Annexe
D). Les disques mycéliens sont déposés dans les boites contenant ce milieu, a raison de trois
répétitions par souche et une boite sans souche sert comme témoin. L’incubation des boites se
fait a 27°C pendant 3 a 5 jours. La présence d’un halo claire ou une précipitation indique une

réponse positive pour la production de lipase.

11.4.7.Estérase

L’activité estérasique a été faite en utilisant le milieu Peptone Agar décrit par Carrim
et al. (2006), auquel le tween 80 stérilisé séparément par microfiltration (1 ml pour 100 ml du
milieu) et 2 ml de bleu de bromophénol ont été ajouté (Annexe D).Les disques mycéliens sont
déposés dans des boites contenant ce milieu, a raison de trois répétitions par souche et une boite
sans champignon sert comme témoin. L’incubation des boites se fait a 27°C pendant 3a 5 jours.
La présene positive d’une éventuelle production d’estérase est indiquée par 1’halo claire ou bien

un preécipité autour de la culture de champignon
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I11.1. Dénombrement de la flore totale rhizosphérique

Le dénombrement de la flore totale du sol rhizosphérique de huit cultivar de palmier

dattier des deux régions (Tarite et Kenadsa) de la willaya de Béchar (tableau 02).

Tableau 03: Dénombrement de la flore totale (fongique et bactérienne) du sol rhizosphérique.

Code, dilution et la répétition | Nombre  de
colonies

TBs-2(1) 93
TBs-2(2) 70
TBs-2(3) 39
TBs-4(1) 36
TBs-4(2) 58
TBs-4(3) 31
TFs-2(1) 56
TFs-2(2) 78
TFs-2(3) 47
TFs-4(1) 52
TFs-4(2) 42
TFs-4(3) 39
TCs-2(1) 168
TCs-2(2) 218
TCs-2(3) 163
TCs-4(1) 15
TCs-4(2) 22
TCs-4(3) 32
TRs-2(1) 138
TRs-2(2) 50
TRs-2(3) 97
TRs-4(1) 24
TRs-4(2) 27
TRs-4(3) 56
KHs-2(1) 13
KHs-2(2) 14
KHs-2(3) 15
KHs-4(1) 1
KHs-4(2) 1
KHs-4(3) 2
KTs-2(1) 29
KTs-2(2) 38
KTs-2(3) 27
KTs-4(1) 1
KTs-4(2) 2
KTs-4(3) 6
KFs-2(1) 48
KFs-2(2) 45
KFs-2(3) 6
KFs-4(1) 5
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KFs-4(2) 2
KFs-4(3) 3
KMs-2(1) 28
KMs-2(2) 54
KMs-2(3) 34
KMs-4(1) 11
KMs-4(2) 3
KMs-4(3) 3

Les résultats du dénombrement de la flore totale montrent la présence d’une forte densité
bactérienne par rapport a la flore fongique,
-La flore microbienne est moins chargé dans la dilution 10 que 107
L’Unité Formant Colonie (UFC) Tableau 03.
Biskra : la dilution 1072:(93+70+39)/3=67,3

Alors que le dénombrement de UFC/1g de sol de cultivar de Biskra calculé par :
67,3x 101/ 102 =673

Les résultats montrent que la plus forte densité microbienne est constatée chez la varieté
Cherka de la région de Taghit, alors que la plus faible densité microbienne est remarqué chez

la verieté Hmira de la région de Kenadsa .

Tableau 0: Dénombrement de la flore totale par variéte et par région.

Nombre de colonies
Répétition/ Dilution Dilution Dénombrement
Cultivars 1072 10+ UFC/1g de sol
Biskra 67,3 41,66 673
Feggous 60,3 44,33 603
Cherka 183 23 1830
Ras EI Hmar 95 35,6 950
Hmira 14 1,33 140
Tinaser 31,3 3 313
Faggous 51 3,33 510
Hmiria 38,6 5,6 386
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111.2. Dénombrement de la flore fongique

L’observation a I’ceil nu des boites montrant une croissance de la flore fongique.nous a
permis d’¢liminer 32 boites parmi les 48,s0it parce qu’elles comprenaient une forte densité

bactérienne ou bien a cause de 1’absence d’isolats fongiques.

Les résultats du (Tableau 04) montrent un nombre d’isolats fongiques du sol
rhizosphérique de deux régions de Taghit et Kenadsa du palmier dattier.
La purification des champions a été effectuée par le repiquage des 46 isolats sélectionnés dans
le milieu PDA. L’incubation est réalisée a 27°C pendant 7 jours.

Tableau 05: Nombre d’isolats fongiques

Code Nombre d'isolats
TBs41 1

TBs42 2

TBs43

TFs43

TCs43

TRs41

TRs43

KHs41
KHs43
KTs43

KFs21

KFs42

KFs43

KMs23
KMs42
KMs43

w
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I11.2. Identification macroscopique et microscopique de la flore fongique rhizosphérique
111.2.1. Identification macroscopique

L'identification macroscopique des 46 champignons a abouti a leurs classement en

groupes ou en morphotypes (les tableaux 6 jusqu’a 13).
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Tableau 06: Identification macroscopique de groupe 01 ( face :Noir poudreux

revers :Verte ondulé)

Isolat Face de boite Revers de boite Isolat Face de boite Revers de boite
fongique fongique

TRs11 TFs45

TBs33 TCs32

KFs31 TBs32

TFs40 TFs46

TFs31 TFs41

TRs32
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Tableau 07: Identification macroscopique de groupe 02 (face :beige duveteux , revers :brun
orange lisse)

Isolat Face de boite Revers de boite | Isolat Face de boite Revers de boite
fongique fongique
KFs111 KH11
KTs31 KHs31
KFsl1
Tableau 08 :ldentification macroscopique de groupe 03( Face :blanchéatre cotoneux

Revers :jaunatre lisse)

Isolats Fase de boite | Revers de boite | !solat Face de boite Revers de boite
fongique fongique

TBs21 TFs42

KMs32 KMs311
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TBsll

Tableau 09: Identification macroscopique de groupe 04(Face :verdatre poudreux
,Revers :jaunatre lisse)

Isolat Face de boite Revers de boite Isolat Face de boite Revers de boite
Fongique fongique
TFs45
TBs31 1
TCs31
TCs3
3
TFs35 TFs31
TFs43 TFs44

Tableau 10 :Identification macroscopique de groupe (Face :Centre verdatre/ périphérie

blanchatre poudreux ,Revers : jaunatre lisse)

Isolat Face de boite Revers de boite Isolat Face de boite Revers de boite
fongique fongique

KFs2 KMs3

4 1
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KFs2

TFs32

Tableau 11:identification macroscopique de groupe 06 (Face :Vert

floconneuse, Revers :Vert lisse)

Isolat Face de boite Revers de boite Isolat Face de boite Revers de boite
fongique fongique
KFs12 KFs23
1
KFs23 TFs3
2 6

Tableau 12 : Identification macroscopique de groupe 07 (Face :verdatre cotoneux

, Revers : marron lisse)

Isolat
fongique

Face de boite

Revers de boite

Isolat
fongique

Face de boite

Revers de boite

TFs38

TFs37

Tableau 13 :ldentification macroscopique des morphotypes représenté par un seul isolat
(Groupe 08 a 14)

Isolat
fongiqu
e

Face de boite

Revers de boite

Isolat
fongiqu
e

Face de boite

Revers de boite
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Group
e 08 Groupe
09
TFs34
TRs31
Noir lisse Rose lisse Rose lisse
Group Groupe
e 10 11
KMs21 TCs34
Noir et blanche | Jaunatre lisse Jaunatre lisse
floconneuse
Group
el? Groupe
13
KFs21
TBs22 =
Noire et blanche | Marron lisse BI?nchatre Blanche lisse
floconneuse cotonneuse
Groupe | ¢
14
KMs31
3

Violet a blanche
cotonneuse

Centre blanc
epériphérie
violacé lisse
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111.2.2. Identification microscopique

Observation microscopique a été fait a I'aide d'un microscope optique au grossissement
x40 . Quatorze champignons ont été séléctionnes et représente chaque groupe ou morphotype

(Les figures 3 jusqu’a 16).
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Figure 03: Caractérisation macroscopique et microscopique de TBs33 (Aspergillus

niger) (Gx40). a : conidiophore , b :téte aspergillaire , ¢ : conidies

Figure 04: Caractérisation macroscopique et microscopique de KTs31 Aspergillus terreus.
(Gx40). : a:téte jeun, b : vésicule ,c : conidies ,d : téte aspergillaire

Figure 05 : Caractérisation macroscopique et microscopique de TBs21 Fusarium sp (Gx40) :
a :microconidie ,b : macroconidies
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Figure 06 :Caractérisation macroscopique et microscopique de TBs22 Verticillium sp
(Gx40).a:, b : Conidiophores, ¢ :spore.

Figure 07 :Caractérisation macroscopique et microscopique de KFs232 Aspergillus sp
(Gx40) : a: conidiophore, b :Téte aspergillaire , ¢ :amas.

Figure 08 : Caractérisation macroscopique et microscopique de TFs38 Penicillium sp (Gx40)
. a: conidies, b : phialides, ¢ : pinceau pénicillair
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Figure 09: Caractérisation macroscopire et microscopique de TFs34 Cladosporium sp
(Gx40) .:a bourgeonnement, b : conidie

Figure 10: Caractérisation macroscopique et
sp,(Gx40) : a : bourgeonnement , b : spore

Figure 11: Caractérisation macroscopique et microscopique de KMs21 Aspergillus sp (Gx40).
a : Conidiophores, b : Téte aspergillaire , c :conidies.
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Figurel2 :Caractérisation macroscopique et microscopique de KFs22 Aspergillus sp (G><40) ;
a :conidiophore , b : Téte aspergillaire ,c : conidie.

Figure 13:Caractérisation macroscopique et microscopique de TCs34 Penicillium sp

(Gx40)., : a :pinceau pénicillair, b : conidies, ¢ : phialides

Figure 14:Caractérisation macroscopique et microscopique de KFs21 Asperglllus sp

(Gx40). a:Téte aspergillaire ,b : conidiophore, ¢ :Conidies

1 R ol ST T e
Figure 15 :Caractérisation macroscopique et microscopiquede de TCs33 Pen|C|II|um
Sp(Gx40): a :pinceau pénicillair,b :conidies, ¢ : phialides
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Figure 16 : Caractérisation macroscopique et microscopique de TBs21 Fusarium sp. (Gx40),:
a :macroconidies : b :microconidies.

Le genre Aspergillus est caractérisé par la présence d’une téte aspergillaire, hyphe septé
(Vargaetal., 2011). Aspergillus niger sont des espéces les plus courantes et les plus facilement
identifiables de forme globuleuse a subglobuleuse continent des tétes conidiennes noire, radiées
et bisériées avec des métules deux fois plus longues que les phialides. Aspergilllus terreus
contient une téte aspergillaire en forme d’éventail, Conidiophore , hyalin assez long, se
terminant par une vésicule hémisphérique, Les phialides hyalins, paralleles, produisant des
conidies lisses globuleuses.

Le genre Penicillium sp. se distinguent par leur organisation en pinceau. Le thalle est
formé de filaments mycéliens septés et hyalins, porte des conidiophores lisses ou granuleux,

simples ou ramifiés qui se terminent par un pénicille.

Le genre Cladosporium est définié par des filaments mycéliens non cloisonnés
pigmentés. Conidiogeneése de type blastique acropéte, grands conidiophores bruns plus foncés
que les filaments mycéliens, on distingue plusieurs types de conidies; grandes conidies
rectangulaires parfois cloisonnées qui se reproduisent par bourgeonnement des petites conidies
et les petites conidies ovalaires cicatrices pigmentées aux extrémités des conidies (Sandoval-
Denis et al., 2015).

Le genre Fusarium est représenté par des hyphes, conidiophores, phialides,

macroconidies et microconidies qui sont septés et hyalins. En plus de ces éléments de base, des
chlamydospores (Leslie et al., 2006).
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Le genre Rhodotorula sp. est de forme ovoide a allongée, pouvant avoir un pseudo ou
un vrai mycélium et dont la taille moyenne est de 4 & 10 um sur 2 & 5um (Shinde et al., 2008).
Il se reproduit par bourgeonnement multilatéral (Hofer et al., 1969; Mares et al., 1982; Schroter
and Kopperschlager, 1996).

Le genre Verticillium sp. représenté par des phialides solitaires ou verticillés sur des
hyphes aériens ou rampants, portant des masses de spores apicalement.rampantes. Conidies
phialospores, hyalines, et cylindriques

LE NOMBRE DES SOUCHES
N

[EnY

Aspergilus sp  Peniciliumsp  Fusariumsp Cladosprium sp Verticilium sp Rhodoturola sp

Figure 17 : Figure indiquant le nombre de souche par genre

I11.3.Activités enzymatiques

L'activité enzymatique de dix souches fongiques sélectionnées pour chaque groupe a

été réalisé par des méthodes qualitatives pour la production des enzymes extracellulaires.

111.3.1.Activité chitinasique

Les resultats montrent que la majorité des souches testées que 90% ont la capacité de
produire la chitinase a cause de I’observation d’une bonne croissance des champignons sur le
milieu . Comme indiqué dans la Figure 18 :KMs21 Aspergilllus sp. est la seul souche qui n’a

pas produit de la chitinase (Tableau 13).

Tableau 13: Résultats de I'activité chitinasique des souches testées.

Isolats Réactions

B: KFs11 Aspergillus terreus +

C : KMs21 Aspergilllus sp. -

D : TFs34 Cladosporium sp. +
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E : TFs37 Penicillium sp. +
F :KFs24 Aspergillus sp +
G : TBs33 Aspergilllus niger +
H : TBs21 Fusarium sp. +
I :TCs34 Penicillium sp. +
J : TRs31 Rhodotorula sp. +
K : TCs33 Penicillium sp. +

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

Figure 18 : Activité Chitinasique des souches fongiques testées , A :Témoin.,B: KFs11 :Aspergillus
terreus., C :KMs21 :Aspergilllus sp., D :TFs34 Cladosporium sp., E :TFs37 Penicillium sp, F :KFs24

Aspergilllus sp., G :TBs33 Aspergilllus niger., H :TBs21 Fusarium sp., | : TCs34 Penicilliumsp ., J:
TRs31 Rhodotorula sp., K : TCs33 Penicillium sp.

La chitine est un composé des parois cellulaires des champignons filamenteux. Les
chitinases sont donc produites a différents stades de leur croissance. Ells sont impliquées dans
la séparation et la germination des spores. Chez les levures, les chitinases sont impliquées dans
le bourgeonnement des cellules filles et leur séparation ’avec les cellules méres . Les hyphes

mycéliens possédant une structure rigide, les chitinases permettent de remodeler la chitine des
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parois fongiques lors de la croissance et du développement, mais aussi lors de stress hydriques
(Gooday et al., 1992). Les champignons pathogenes utilisent leurs chitinases pour facilités leur
pénétration dans I'n6te ou pour exploiter les sucres et acides aminés issus de la dégradation des
cuticules. Le role des chitinases varie en fonction des organismes qui les produisent. Elles
Peuvent participer aux processus de nutrition, de croissance ou bien de défense. Plusieurs
souches fongiques sont productrices de chitinase parmi elles, nous trouvons les souches du

genre Aspergillus sp., Penicillium sp. Fusarium sp., Cladosporium sp., et Rhodotorula sp.
111.3.2.Activité amylolytique

Les résultats de l'activité amylolytique montrent que toutes les souches testées ont
réagi positivement et cela par I’apparition d’un halo claire autour des colonies aprées inodulation

des boites avec le réactif lugol qui indique dans le (Tableau 14),et la (Figure 19).

Tableau 15: Résultats de I’activité amylolytique des souches testés.

Isolats Réactions
B: KFs1l Aspergillus terreus +
C : KMs21 Aspergilllus sp. +
D : TFs34 Cladosporium sp. +
E : TFs37 Penicillium sp. +
F :KFs24 Aspergilllus sp. +
G : TBs33 Aspergilllus niger +
H : TBs21 Fusarium sp. +
I :TCs34 Penicillium sp. +
J : TRs31 Rhodotorula sp. +
K : TCs33 Penicillium sp. +

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative
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Figure 19 : Activité Amylolytique des souches fongiques testées.A :Témoin., B: KFs11 :Aspergillus
terreus., C :KMs21 :Aspergilllus sp ; D :TFs34 Cladosporium sp., E :TFs37 Penicillium sp, F :KFs24
Aspergilllus sp., G :TBs33 Aspergilllus niger., H :TBs21 Fusarium sp., | : TCs34 Penicilliumsp ., J:
TRs31 Rhodotorula sp., K : TCs33 Penicillium sp.

Les producteurs principaux de ’amylase d’origine fongique sont les moisissures des
genres Aspergillus et Rhizopus et Fusarium. En plus des moisissures, les levures comme
Sacchromyces cerevisiae et Rhodotorula participent également a la production de 1’amylase
(Bouix et Leveau, 1999).les résultats que nous avons obtenus ce sont similaires a ces derniers

car toutes les souches montrent des réactions positives pour le test amylase.

111.3.3.Activité pectique

Les résultats obtenus indique que la majorité des souches testés ont synthétisé I’enzyme
pectinase qui se traduit par une bonne croissance des colonie dans le milieu testé. Une
exception est constatée pour les souches KMs21 Aspergilllus sp. , et TRs31 Rhodotorula sp.
(Tableau 15), (Figure 20).
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Tableau 16 : Résultats de I’activité pectique des souches testées.

Isolats Réactions

B: KFs11 Aspergillus terreus +

C : KMs21 Aspergilllus sp. -

D : TFs34 Cladosporium sp. +
E : TFs37 Penicillium sp. +
F :KFs24 Aspergilllus sp. +
G : TBs33 Aspergilllus niger +
H : TBs21 Fusarium sp. +
I :TCs34 Penicillium sp. +

J : TRs31 Rhodotorula sp. -

K : TCs33 Penicillium sp. +

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

Figure 20 : Activité pectique des souches fongiques testées . A :Témoin., B: KFs11 :Aspergillus
terreus. ., C :KMs21 :Aspergilllus sp ; D :TFs34 Cladosporium sp., E :TFs37 Penicillium sp, F :KFs24
Aspergilllus sp., G :TBs33 Aspergilllus niger., H :TBs21 Fusarium sp., | : TCs34 Penicilliumsp ., J:
TRs31 Rhodotorula sp., K : TCs33 Penicillium sp.
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La pectinase est également une protéine sécrétée par divers champignons et pouvant
étre dénaturée par I'action néfaste d'une trop faible température ou d’acidités ou alcalinités
élevées. Les champignons isolés du sol produisent des pectinases telles que : Aspergillus niger
(Sidra et al., 2013), Aspergillus terreus (Pedrolli et al., 2008), Penicillium sp. (Yadav et al.,
2009),. Fusarium sp (Mutsui, Y., 1991) ,Cladosporium sp (Bosatos et al ., 2013).

111.3.4.Activité lipasique

Les résultats de I'activité lipasique montrent que 90 % des souches fongiques ont peu
synthétisé I’enzyme lipase et cela par la présence d’un halo claire ou une précipitation autour
des colonies (Figure 21), Une exception est constaté chez la souche KMs21 Aspergilllus sp.
(Tableau 16).

Tableau 17 : Résultats de 1’activité lipasique des souches testées.

Isolats Réactions
B: KFsl1l Aspergillus terreus +
C : KMs21 Aspergilllus sp. -
D : TFs34 Cladosporium sp. +
E : TFs37 Penicillium sp. +
F :KFs24 Aspergilllus sp. +
G : TBs33 Aspergilllus niger +
H : TBs21 Fusarium sp. +
I :TCs34 Penicillium sp. +
J : TRs31 Rhodotorula sp. +
K : TCs33 Penicillium sp. +

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative
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Figure2l: Activité lipasique des souches fongiques testées. A :Témoin., B: KFs11 :Aspergillus

terreus., C :KMs21 :Aspergilllus sp ; D :TFs34 Cladosporium sp., E :TFs37 Penicillium sp, F :KFs24
Aspergilllus sp., G :TBs33 Aspergilllus niger., H :TBs21 Fusarium sp., | : TCs34 Penicilliumsp ., J:

TRs31 Rhodotorula sp., K : TCs33 Penicillium sp

D'aprés Sharma et al. (2016), les champignons filamenteux sont des sources préférées
de lipases parmi le reste des microorganismes producteurs de lipase. Ces souches Aspergillus
niger, Rhizopus et Pénicillium, Geotrichum candidum sont des catalyseurs attractifs pour la
modification des lipides. Selon Toscano et al., (2011), qui ont réalisé des travaux sur 1’activité
lipasique des souches d’Aspergillus niger ont démentent une plus forte activité lipasique et
cela rentre une similarité avec les résultats que nous avons obtenu de la souche TBs33 d’A.
niger. et A. terreus.
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111.3.5. Activité estérasique

Les résultats de l'activité estérasique indiquent que toutes les

souches testées

(Tableau 17),a I’exception de la souche KMs21 Aspergilllus. sp ont peut synthétiser I’enzyme

estérase par la présence d’un halo claire ou une précipitation autour des colonies (Figure 22).

Tableau 18: Résultats de ’activité estérasique des souches testées.

Isolats Réactions
B: KFsl11 Aspergillus terreus +
C : KMs21 Aspergilllus sp. -
D : TFs34 Cladosporium sp. +
E : TFs37 Penicillium sp. +
F :KFs24 Aspergilllus sp. +
G : TBs33 Aspergilllus niger +
H : TBs21 Fusarium sp. +
I :TCs34 Penicillium sp. +
J : TRs31 Rhodotorula sp. +
K : TCs33 Penicillium sp. +

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative
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Figure 22 : Activité estérasique des souches fongiques testées. A :Témoin., B: KFs11 :Aspergillus
terreus., C :KMs21 :Aspergilllus sp ; D :TFs34 Cladosporium sp., E :TFs37 Penicillium sp, F :KFs24
Aspergilllus sp., G :TBs33 Aspergilllus niger., H :TBs21 Fusarium sp., | : TCs34 Penicilliumsp ., J:

TRs31 Rhodotorula sp., K : TCs33 Penicillium sp

Les estérases sont produites par un ensemble d'organismes, tels que les champignons
du sol Fusarium sp., Penicillium sp, Aspergillus sp., Sporotrichum sp. , Rhodotorula, Candida
sp., des plantes et des animaux (Ramnath et al., 2001). Cela corrobore avec les résultats que
nous avons obtenues et que la plupart des souches testées ont répondu positivement au test
d'estérase.

111.3.6Activité protéolytique

Les résultats de l'activité protéolytique indiquent que 60% des souches testées ont
réagi positivement par la présence d’un halo claire autour des colonies ou une décoloration du
milieu. Alors que les souches d’ Aspergilllus sp., Fusarium sp., et Rhodotorula sp. et
penicillium sp ont réagi négativent vis-a-vis ce test (Tableau 18) ,(Figure 23).
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Tableau 19: Résultats de 1’activité protéolytique des souches testées.

Isolats Réactions

B :KFs11 Aspergilllus terreus +

C :KMs21 Aspergilllus sp. -

D :TFs34 Cladosporium sp. +

E :TFs37 Penicillium sp. +

F :KFs24 Aspergilllus sp. -

G :TBs33 Aspergilllus niger +

H :TBs21 Fusarium sp. -

I :TCs34 Penicillium sp. +

J :TRs31 Rhodotorula sp. -

K :TCs33 Penicillium sp. +

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

Figure 23 : Activité protéolitique des souches fongiques testées. A :Témoin., B: KFs11 :Aspergillus

terreus., ., C :KMs21 :Aspergilllus sp ; D :TFs34 Cladosporium sp., E : TFs37 Penicillium sp, F :KFs24
Aspergilllus sp., G :TBs33 Aspergilllus niger., H :TBs21 Fusarium sp., | : TCs34 Penicilliumsp ., J:
TRs31 Rhodotorula sp., K : TCs33 Penicillium sp
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Les protéases peuvent étres produites par les moisissures, les levures et les bactéries.
Pour les moisissures, les protéases constituent les enzymes les plus importantes qui peuvent
étre produites par plusieurs genres fongiques tels que Aspergillus, Penicillium, Trichoderma,
Mucor, Rhizopus, Geotrichum, Fusarium, Rhizomucor, Endothia, etc. (Frazier, 1967; haq et ar.,
2003). Certaines levures produisent aussi des enzymes protéolytiques, il s’agit essentiellement
des genres Saccharomyces, Rhodotorula, Candida, Debaryomyces (Kresze, 1991; Boiron,
1996).Les résultats que nous avons obtenus ne sont pas similaire a 100% a ces dernier car
Aspergillus sp. et Fusarium sp. ont montré des réactions négatives vis-a-vis de test de protéase.

111.3.7.Activité phosphatasique

Les résultats de l'activité phosphatasique indiquent que 90% des souches testées ont
montré une réponse positive par la présence d’un halo claire aux tours des colonies ou une

décoloration du milieu (Tableau 19), (Figure 24).

Tableau 20: Résultats de ’activité phosphatasique des souches testées.

Isolats Réactions
B: KFs11 Aspergillus terreus +
C : KMs21 Aspergilllus sp -
D : TFs34 Cladosporium sp. +
E : TFs37 Penicillium sp. +
F :KFs24 Aspergilllus sp. +
G : TBs33 Aspergilllus niger +
H : TBs21 Fusarium sp. +
I :TCs34 Penicillium sp. +
J : TRs31 Rhodotorula sp. +
K : TCs33 Penicillium sp +

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative
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Figure 24 : Activité phosphatasique des souches fongiques sélectionnés. A :Témoin., B:

KFs11 :Aspergillus terreus., ., C :KMs21 :Aspergilllus sp ; D :TFs34 Cladosporium sp., E : TFs37
Penicillium sp, F :KFs24 Aspergilllus sp., G :TBs33 Aspergilllus niger., H :TBs21 Fusarium sp., | :
TCs34 Penicillium sp ., J : TRs31 Rhodotorula sp., K : TCs33 Penicillium sp

Selon Mohamed Mahmoud (2017), le phosphore (P) est considéré comme un macro
nutriment essentiel, et en fonction de sa disponibilité il pourrait limiter la croissance des plantes
en raison de ses propriétés structurelles, fonctionnelles et métaboliques. Il se trouve dans les
sols sous forme organique et inorganique. D'aprés Tarafdar et Marschner (1994), beaucoup de
champignons du sol produisent des phosphatases. Une forte corrélation avec nos résultats qui
montrent que toutes les souches du genre Penicillium sp.et la levure Rhodotorula sp.,
Cladosporium sp. et Fusarium sp. ont présenté une activité positive. La majorité des souches
du genre Aspergillus sp. on I'a capacité de solubilisation de phosphore, plus spécialement
Aspergillus niger TBs33 ont révélé leurs grande capacité a solubiliser le phosphore en milieu

PVK, par la décoloration compléte du milieu.
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Comparaison de ’aptitude enzymatique des genres fongiques testées

Les résultats montrent que toutes les souches de genre Penicillium ont une bonne
capacité métabolique a synthétiser des enzymes, suivi par la souche TFs34 de genre
Cladosporium, ensuite la souche TBs21 de genre Fusarium et Rhodotrula . Les souches de
genre Aspergilllus ont le plus faible aptitude enzymatiquepar rapport aux autres genres.

Figure 25 : Aptitude enzymatique des souches des genres testes.
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Conclusion générale

Conclusion

De nombreuses ¢tudes ont démontré le role et D’efficacité des champignons du sol
rhizosphériques dans la stabilité, le bon fonctionnement de I'écosystéme et la décomposition
des matieres organiques et leur stabilité, qui sont des partenaires puissants en

biotechnologiques.

Les enzymes d'intéréts biotechnologique comme 1‘amylase, la protéase, I'estirase, la
pectinas, la lipase et la phosphatase, sont des protéines ayant une activité biocatalytique, ce qui
peut accélérer le rythme de nombreuses réactions trés spécifiques envers leur substrat et ce
sont essentiels dans le processus de la vie, elles sont connues par leur importance dans le
maintien de la santé du sol. L’activité enzymatique dans le sol est principalement d’origine
microbienne qui jouent un réle clé dans le processus global de la décomposition de la matiere

organique dans les écosystémes.

Les résultats de I’isolement des champignons du sol rhizosphérique du palmier dattirer
de huit variétés des deux régions de Taghit et Kenadsa de la wilaya de Béchar montrent une
diversité fongique trés importante. Leurs caractérisations macroscopiques montrent le
dénombrement de 46 isolats regroupés en 14 groupes ou differents. Apres l'identification
microscopique, les isolats sont affiliés a 6 genres différents : Aspergilllus, Penicillium ,
Fusarium, Verticillium, Cladosporium, Rhodotorula. Le genre Aspergillus est le plus dominant
par rapport aux autres genres et d’apres la bibliographie, il exerce un rdle trés important en

biotechnologie. .

L’activité enzymatique des dix souches fongiques rhizosphériques sélectionnées ont la
capacité de produire les enzymes extracellulaires (Chitinase, phosphatase, amylase, lipase,

estérase, pectinase, protéase.).

Concernant l'activité amylolytique,toutes les souches testées ont produits l'enzyme
amylase. Les souches de Penicilium sp ( TFs3,TCs33,TCs34 ) et TBs33 d 'Aspergillus niger
et de KFsll d’Aspergilllus terreus et TFs34 de Cladosporium sp. ont syntheétisé toutes les
d’enzymes par contre, la souche KMs21 d’Aspergilllus sp. a produit I'enzyme amylase
seulment, alors que, la souche TBs21 de genre Fusarium a synthétisé tous ces enzymes a
I’exception de I'enzyme phosphatase. Enfin, on peut conclure que le sol rhizospherique du
palmier dattier de la wilaya de Bechar de deux régions est tres héberge une flore fongique qui

synthétisent des enzymes extracellulaires d'intérét biotechnologiques .
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Conclusion générale

Pour une meilleure exploitation des résultats obtenue. Nous proposons les perspectives suivent :

— Etude quantitatif des enzymes.

— Identification moléculaire des champignons isolés pour confirmer leur
affiliation a defférents genres

— Extraction des enzymes pour leur utilisation dans plusieurs domaines surtout
industriels
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Annexes

Annexe 1 :
la taxonomie de Phoenix dactyliferal .

appartient au domaine : Eukarya (Eucaroytes ), regne : Plantae (Plantes) , sous-régne :
Tracheobionta (Trachéophytes ), phylum : Spermatophytes, classe: Liliopsida
(Monocotylédones) , sous-classe : Arecidae, ordre : Arecales, famille : Arecaceae ou Palmae,
sous-famille : Coryphoideae, tribu : Phoeniceae, genre : Phoenix. (Cronquist .,1991)

Annexe A :

Composition des milieux de culture utilises pour un litre de milieu :
1/ Milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar) : (Jonsthon et Booth, 1983)
* Pomme de terre 200 g

* Glucose 20 g

sAgarl5g

* Eau distillée 10000 ml

* pH 6 autoclavage 20 min a 120°C

2/Milieu de production de chitinase :

* Pomme de terre 200 g

* Chitine 20 g

sAgarl5g

* Eau distillé 1000 ml

* pH 6 autoclavage 30 min a 100°C

Annexe B:

Milieu de culture GYP : (Maria et al., 2005)

* Glucose 1 g

* Extrait de levure 0,1g

* Peptone 0,5g

*Agarl6 g

* Eau distillée 1000 ml
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* pH 6 autoclavage 30 min a 100°C

Milieu de production d’amylase :

* Milieu minimum de GYP + 2 % d’amidon soluble

Milieu de production de protéase :

 Milieu GYP + 0,4 % de gélatine additionné de 0.2 g de bleu de bromophénol
Annexe C :

Milieu de culture M9 Agar : (Miller, 1974)

* Na2HPO4 6 ¢

* KH2PO43 g

*NaCl0,5 g

*NH4Cl 1 g

* Eau doublement distillée 1000 ml

*Agar20 g

* pH 6.8 autoclavage 30 min a 100°C

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

* Milieu minimum M9 agar + 10 g de pectine +1,2 d’extrait de levure additionné de 0.2
g bleu bromophénol

Annexe D :

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

* Peptone 10 g

*NaCl5¢g

* CaCI2 2H20 0,1 g

s Agarl6 g

* Eau distillée 1000 ml

* pH 6 autoclavage 30 min a 100°C

Milieu de production de Lipase :

* Milieu Pepton agr medium+ 10g de Tween 20 additionné de 2ml bleu bromophénol.
Milieu de production d’Estérase :

* Milieu Peptone agar medium + 10g de Tween 80 additionné de 2ml bleu bromophénol.

Annexe E :
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Milieu de production de phosphatase
Milieu de culture PVK : (Pikovskaya, 1948) :
* (NH2)2S04 0,5 g

* Extrait de levure 0,5 g

* Phosphate bicalcique 5 g
+KCLO0,2¢g

* MgSO4 7TH20 0,1 g

* Glucose 10 g

*Agarl7g

* MnsSO4 trace

* FeSO4 trace

* 0.2g de Bleu bromophénol

* Eau distillée 1000 ml

* pH 6.7 autoclavage 30 min a 100°C



