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Résumeé

Les sols salins constituent des environnements extrémes caractérisés par une forte
concentration en sels et des conditions physico-chimiques particuliéres. Malgré ces
contraintes, ils abritent une diversité microbienne capable de s’adapter au stress osmotique.
Le présent travail a pour objectif d’étudier la diversité fongique ainsi que leur capacité de

croissance a différents facteurs de température et NaCl.

Les moisissures étaient isolées sur milieux de culture PDA et Czapek Dox Agar
enrichis en NaCl (10 et 15%) incubés a 25°C, par culture directe de fragment de 4
¢chantillons du sol. Le genre des isolats fongiques obtenus était ensuite identifié sur la base
des observations microscopiques. Les résultats d’identification révélé la présence de 3 genres
Penicillium spp, Fusarium spp et Aspergillus spp. L’étude de croissance de ces isolats a
différentes températures et concentration en NaCl a révélé, la dépendance de croissance a
I’isolat. Cependant, quelques soit la concentration de NaCl, la température 25°C est identifié

comme optimale a la croissance.

En fin, cette étude met en évidence diversité fongique des sols salins de la Sebkha
d’Oran. Elle contribue également a une meilleure connaissance de la biodiversité fongique des

milieux hypersalés algériens.

Mots-clés : Sebkha d’Oran, sol salin, moisissures, croissance fongique, salinité, température,

halotolérance.



Abstract

Saline soils constitute extreme environments characterized by high salt
concentrations and specific physicochemical conditions. Despite these constraints, they harbor
a microbial diversity capable of adapting to osmotic stress. The present study aimed to
investigate the fungal diversity of saline soils and to evaluate the growth capacity of fungal

isolates under different temperature conditions and NaCl concentrations.

Molds were isolated on PDA and Czapek Dox Agar media supplemented with 10%
and 15% NaCl and incubated at 25°C through direct cultivation of soil fragments from four
soil samples. The fungal isolates were identified based on microscopic observations. The
identification results revealed the presence of three fungal genera: Penicillium spp, Fusarium

spp, and Aspergillus spp.

The growth study of these isolates at different temperatures and NaCl concentrations
showed that growth depended on the fungal isolate. However, regardless of the NaCl

concentration, 25°C was identified as the optimal temperature for growth.

In conclusion, this study highlights the fungal diversity present in the saline soils of
the Oran Sebkha and contributes to a better understanding of fungal biodiversity in Algerian

hypersaline environments.

Keywords: Oran Sebkha, saline soil, molds, fungal growth, salinity, temperature,

halotolerance.
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Introduction

La salinité des sols constitue I'un des principaux facteurs limitant le développement
des microorganismes. Les fortes concentrations en sels dissous imposent des contraintes
physiologiques importantes, notamment une pression osmotique élevée et une toxicité ionique
susceptible d'affecter les fonctions cellulaires. Toutefois, certains microorganismes ont
développé des mécanismes d'adaptation leur permettant de survivre et de se multiplier dans
ces environnements extrémes. Ces microorganismes, appelés halophiles ou halotolérants,
jouent un role essentiel dans le fonctionnement des écosystémes hypersalins (Ventosa et al.,

1998).

Parmi ces microorganismes, les moisissures ou champignons filamenteux constituent
une composante importante de la microflore des sols salins. Leur aptitude a coloniser des
milieux fortement salés repose sur plusieurs mécanismes d'adaptation, tels que la synthése de
solutés compatibles (glycérol, mannitol, proline), l'accumulation intracellulaire d'ions
potassium ainsi que la modification de la composition lipidique des membranes cellulaires.
Ces stratégies permettent le maintien de 1'équilibre osmotique et la protection des structures
cellulaires contre les effets néfastes des fortes concentrations en sodium et en chlorure

(Kushner, 1985)

Les environnements hypersalins naturels, tels que les sebkhas, représentent des
habitats privilégiés pour 1'étude de ces microorganismes. Une sebkha est une dépression
endoréique située dans les régions arides ou semi-arides, caractérisée par l'accumulation
d'eaux salées et de dépdts évaporitiques résultant d'une évaporation intense. Ces milieux
présentent des conditions physicochimiques extrémes qui favorisent le développement d'une

biodiversité microbienne spécifique adaptée a la salinité élevée (Moussa, 2007).

La Sebkha d'Oran constitue 1'une des plus importantes dépressions salées d'Algérie
occidentale, située a environ 15 km au sud de la ville d'Oran et a 12 km de la mer
Méditerranée, elle s'étend sur plusieurs communes de la wilaya d'Oran, notamment
Misserghin, El Kerma et Ain El Beida. Cette dépression endoréique fermée, localisée a une
altitude moyenne d'environ 110 m, présente une forme elliptique d'environ 40 km de longueur

et de 6 a 13 km de largeur (Moussa, 2007).

Plusieurs études menées sur les sols salins algériens ont révélé une importante
diversité¢ fongique dominée principalement par les genres Aspergillus et Penicillium. Une
¢tude réalisée au niveau de la Sebkha Ezzemoul (Ain M'lila) a permis l'isolement de vingt
souches appartenant aux genres Penicillium, Fusarium, Alternaria, Aspergillus, Geotrichum,
Cladosporium, Ulocladium et Absidia (Bouhemara et Bouhennache, 2019).
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Introduction

Au-dela de leur intérét écologique, les moisissures halophiles présentent un potentiel
biotechnologique considérable. Elles sont capables de produire diverses enzymes stables en
conditions de forte salinité, notamment des protéases, des lipases et des amylases, ainsi que
des métabolites secondaires présentant des activités antimicrobiennes, antioxydantes ou
encore pharmacologiques (Bouhemara et Bouhennache, 2019). Cependant, certaines espéces
appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium peuvent ¢également produire des
mycotoxines, telles que les aflatoxines et I'ochratoxine A, reconnues pour leurs effets néfastes

sur la santé humaine et animale (Bouhemara amplitude, 2015).

Dans ce travail, nous somme intéresser a I’étude d’une part a la biodiversité fongique
du sol salé collecté de la Sebkha d’Oran, et d’autre part a 1’étude de croissance de isolats

obtenus a différentes concentrations de NaCl et de température.

Pour atteindre nos objectifs, le présent mémoire s'articule autour de trois grandes

parties, précédées d'une introduction générale et suivies d'une conclusion.

o La premicre partie expose une synthése bibliographique structurée en deux chapitres.
Le premier aborde les généralités relatives au Sebkha, le second présente des

généralités sur les moisissures.

e La deuxieme partie décrit le matériel et les méthodes employés, en détaillant

'ensemble des protocoles expérimentaux mis en ceuvre.

o La troisieme partie est dédiée a la présentation et a la discussion des principaux

résultats obtenus.

Le manuscrit se clot par une conclusion générale assortie de perspectives, suivie des

références bibliographiques et des annexes.
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Chapitre 01 : Généralité sur les Sebkhas

1. Définition des Sebkhas, Chotts

Avant de procéder a la description de sebkha, il est indispensable de différencier

entre Sebkhas et des Chotts.

e Sebkha : dépression fermée a fond plat, saline (& base de sel ou de gypse) et sujette a
I’inondation en période de pluie (Joly, 1997). Par ailleurs, Foucault et Raoult (1984) a
défini Sebkha comme dépression temporairement occupée par un lac généralement salg,
ou s’accumulent des évaporites ; les eaux proviennent a la fois du ruissellement et des

nappes souterraines.

e Chott : couronne de végétation halophile entourant une Sebkha de grande dimension (a
I’échelle kilométrique) (Joly, 1997). Par ailleurs, Foucault et Raoult (1984) a défini Chott
comme terrain salé, ou parfois zone de paturage, qui borde une dépression correspondant a

un lac temporaire (Sebkha).

La Sebkha s’inscrit dans un systéme endoréique, c’est-a-dire une dépression fermée
dont le bassin versant joue un réle déterminant dans sa formation. Elle se présente sous une
forme allongée, pouvant s’étendre sur plusieurs dizaines a plusieurs centaines de metres, avec
une surface apparemment plane recouverte d’un tapis de cristallisation saline. Une végétation
halophile, de largeur et de densité variables, apparait immédiatement en périphérie. Durant la
saison seche, les revétements salins deviennent particulierement visibles : les efflorescences
salines couvrent de vastes superficies et se manifestent sous forme de petits cristaux d’une
blancheur éclatante. Les formes cubiques du chlorure de sodium y sont dominantes, et les

cristaux peuvent constituer un voile presque continu de fines poussieres (Coque, 1962).

En grattant ces pellicules salines, on met au jour un horizon a structure granuleuse,
épais de quelques centimetres, constitué de petits agrégats salins emprisonnant des particules

argileuses (Coque, 1962).

La salinité correspond a la présence, dans le sol, de quantités significatives de sels
solubles tels que le sodium, le magnésium, le calcium, le chlorure, le sulfate ou le nitrate

(Tabet, 1999).

Ces sels solubles génerent une diversité d’anions et de cations présents dans le sol,
pouvant se retrouver sous forme cristallisée, dissoute dans la solution du sol ou adsorbée a la

surface des colloides (Douaik, 2005).
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2. Origine des sols salés

Selon Cherbuy (1991), I’origine de la salinisation d’un milieu peut étre double. Elle
peut résulter d’une source naturelle de sels, qualifiée de salinisation primaire, ou étre
d’origine anthropique, généralement liée aux pratiques d’irrigation, et correspond alors a une

salinisation secondaire.

2.1. Salinisation primaire

La salinisation primaire résulte de la présence naturelle et durablement concentrée de
sels dans I’environnement. Elle provient d’un long processus de dégradation des roches
salines, auquel s’ajoutent les apports €oliens issus des mers et des océans (Stengel et al.,

2009).

2.2. Salinisation secondaire

La salinisation secondaire, liée aux pratiques d’irrigation, constitue une menace

particulierement sérieuse et difficile a évaluer avec précision (Stengel et al., 2009).

Ce type de salinisation se manifeste par une accumulation progressive de sels dans le

sol, entrainant des effets notables sur :

e Les propriétés chimiques.

o Les propriétés physiques (dispersion des argiles, instabilité structurale).

e Les propriétés biologiques, notamment en affectant le développement des plantes par une
augmentation de la pression osmotique (Cheverry et Robert, 1998).

2.3. Processus de genése des Sebkhas dans les zones arides

La Sebkha résulte d’une redistribution des sels préalablement accumulés dans les
formations rocheuses sédimentaires. Ces dépots saliferes affleurent préférentiellement sur les
points hauts ou sur les versants, ou ils se trouvent exposés en surface ou a faible profondeur

(Mekki, 2021).

Le processus de la formation de Sebkha se déroule de la maniére suivante :
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a. Mobilisation

Dans les massifs qui entourent ces plaines ou dépressions — parfois trés étendues —
se trouvent des domes ou des affleurements saliféres importants. Le climat y est marqué par
des averses peu fréquentes, mais souvent brutales et de trés courte durée, avec une intensité
trés €levée. Lorsque ces pluies tombent sur les massifs saliferes, elles décapent les surfaces et
mettent en mouvement des sédiments chargés en sels. L’eau, en stagnation rapide au contact

de ces formations, se charge alors fortement en sels.

b. Distribution

L’eau de pluie est naturellement entrainée vers les zones basses du paysage,
lesquelles se caractérisent trés souvent par des pentes faibles et un réseau hydrographique

jeune ou quasi inexistant, ne présentant pas d’exutoires pour les eaux de ruissellement.

c¢. Evaporation
Les averses sont suivies de périodes séches caractérisées par une évapotranspiration
¢élevée, d’ou :
e [’¢évaporation de I’eau d’inondation,
e Et/ou I’ascension capillaire des eaux phréatiques proches de la surface du sol.

Ces deux processus entrainent une accumulation importante de sels dans les horizons

superficiels.

3. Facteurs intervenant dans les processus de genése des Sebkhas et Chotts
3.1. Facteur géologique

Au cours du temps, les formations salifeéres le plus souvent de nature gypso saline se
caractérisent par une plasticit¢é nettement supérieure a celle des formations voisines,
généralement plus rigides. Ainsi, lors des phases de plissement provoquées par d’importantes
forces de compression, ces formations salines subissent de véritables remontées verticales (a
I’échelle du temps géologique), soit directement vers la surface, soit en empruntant des failles

et des fractures (Hulin, 1983).
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3.2. Facteur topographique
a. Influence indirecte

L’influence indirecte de la topographie est déterminante, notamment par la
différenciation des climats locaux et des microclimats qu’elle engendre en fonction du relief,
de I’exposition et de la pente des terrains. Les variations climatiques ainsi induites d’une
station a une autre se répercutent inévitablement sur les modalités de la pédogenése (Lacost et

Salanon, 2001).

b. Influence directe

L’influence direct de la topographie est particuliérement importante, car elle agit
comme un facteur régulateur de 1’érosion, des migrations et du drainage le long d’une topo

séquence. Selon le modele, trois phénomenes interviennent a des degrés variables :

e Erosion : Elle domine au niveau de la coupe, en particulier au niveau des ruptures de

pente, ou elle freine I’évolution normale du sol par un décapage continu du profil.

e Migration oblique : Il s’agit du déplacement, sous I’effet de la pente, des ¢éléments
solubles et colloidaux a I’intérieur du sol. A cela s’ajoute souvent, en surface, le
colluvionnement, c’est a dire I’entrainement et 1’accumulation en bas de versant des

matériaux issus de 1’érosion des parties sommitales.

e Stagnation : Elle se manifeste dans les bas-fonds, souvent en lien avec la proximité de la

nappe phréatique, et conduit a la formation de sols engorgés (Lacost et Salanon, 2001).

3.3. Climat

L’aridité du climat constitue pratiquement une condition indispensable a la présence
de sols salés d’origine géologique : plus le climat est aride, plus I'intensité¢ de la salinité
augmente. Dans un contexte aride, le dessalement des sols n’est possible que s’il existe une
circulation de 1’eau du haut vers le bas, sans inondation ni remontée brutale de la nappe
phréatique. Les pluies torrentielles provoquent fréquemment une extension spectaculaire des

zones salées (Abdelguerfi, 2003 ; Faure,1987).
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4. Différents types de Sebkhas

Les différents types de Sebkhas dépendent de leur milieu de formation, mais elles
présentent toutes un point commun : ce sont des zones situées a proximité de la nappe
phréatique. La déflation se poursuit jusqu’a atteindre le niveau hydrostatique. Par capillarité,
I’eau de la nappe est aspirée en raison de son évaporation en surface. Ce processus conduit au
dépot successif de sels dissous — carbonates de calcium (CaCOs3), gypse (CaSOs:2H>0),
anhydrite (CaSOs4) et chlorure de sodium (NaCl) — qui précipitent pour former une crotite
d’évaporites imperméable, parfois tres épaisse. On distingue ainsi trois grands types de

Sebkhas, chacun associ¢ a des conditions spécifiques de formation (Warren, 2016).
4.1. Sebkha fluviolacustre

Les eaux souterraines issues de I’infiltration dans des bassins hydrographiques peu
profonds, ainsi que 1’évaporation par capillarité qui en résulte, expliquent la formation de
telles structures. En Algérie, la Sebkha d’Oran, constitue un exemple particulierement
remarquable de Sebkha fluviolacustre (Figure 01) (Mekki, 2021).

Figure 01 : Sebkha fluviolacustre d’Oran.

4.2. Sebkhas interdunaires
Comme leur nom 1’indique, ces formes correspondent aux dépressions laissées au
sein des champs de dunes par I’action de la déflation. Dans les plaines salines ou elles se
développent, la nappe phréatique est peu profonde, ce qui favorise la mise en place de séries

évaporitiques, notamment la précipitation du gypse (Figure 02) (Kinsman,1969).
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Figure 02 : Sebkha interdunaire, dans la région de Kenadsa.

4.3. Sebkha marine ou cotiére

Elle située dans la zone supratidale, c’est-a-dire au-dela de la limite des hautes mers,
cette Sebkha est soumise a des inondations provoquées par les tempétes ou par les grandes
marées d’équinoxe. L’influence marine s’y manifeste également par la présence de tapis

algaires et de stromatolites (Kinsman, 1969).

5. Caractére physico-chimique des sols salés

La formation des sols salés est étroitement liée a la présence de 1’ion sodium (Na”),
qu’il se présente sous forme saline — notamment NaCl ou NaxSOs — ou sous forme

¢changeable (Youcfi, 2011).

Les sols touchés par la salinité se caractérisent soit par des concentrations ¢élevées en
sels solubles (sols salins), soit par un exces de sodium adsorbé (sols sodiques ou alcalins), soit

par la combinaison des deux (sols alcalino-salins) (Tableau 01) (Youcfi, 2011).

L’exceés de sels dans un sol modifie ses propriétés physiques et chimiques. Cette
altération des conditions édaphiques constitue un stress indirect pour la croissance des

microorganismes (Gregory, 2005).

Les cations des sels solubles influent les propriétés du sol, en particulier 1’ion
sodium. Lorsque ce dernier se trouve a 1’état échangeable, son action défavorable provoque la

dispersion des colloides du sol, entrainant ainsi :
e Une dégradation de la structure

e Une réduction de la perméabilité
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e Une faible stabilité structurale
e Une diminution de la disponibilité de I’eau pour la plante (Halitim, 1973).

L’exces de sels exerce également des effets sur le pH et sur le pourcentage de sodium
¢changeable (ESP) (Oustani, 2006). Le pH du sol varie en fonction de la nature des sels
présents : certains ont un effet acidifiant, comme le sulfate de calcium (CaSOs), le chlorure de
potassium (KCl) ou le sulfate de magnésium (MgSOQ4), tandis que d’autres ont un effet
alcalinisant, tels que le bicarbonate de sodium (NaHCO3), le carbonate de calcium (CaCO3)

ou le carbonate de sodium (NaxCO3) (Oustani, 2006).

Tableau 01 : Caractére des sols salés (Youcefi, 2011)

Parametre Salins Alcalins (Solonetz) Salins sodiques
(Solontchaks)
Sodium Neutres Echangeable Echangeable
pH Moins de 8,2 Plus de 8,2 8,5 ou moins
CE a 25°C 4Ms/cm 4Ms/cm Dépasse 4 dS/m

6. Diversité microbienne des sols salins

L’analyse menée sur vingt échantillons de sols hypersalés a permis d’identifier des
séquences appartenant a des Archaea méthanogenes, hyperthermophiles et surtout halophiles,
affilices a I'ordre des Halobacteriales. Chez les Bacteria, les séquences détectées étaient
majoritairement rattachées aux Actinobacteria (22,4-16,4 %), Bacteroidetes (21,6—-15,1 %),
Proteobacteria (16,7-15,4 %), Chloroflexi (8,35-5,2 %) et Planctomycetes (5,6-4,8 %),
représentant ensemble entre 64,8 % et 68,7 % du total des séquences bactériennes identifiées

dans les deux chotts ¢tudiés (EI Beida et Tinsilt).

D’autres groupes bactériens ont également ¢t¢ mis en évidence, notamment les

Acidobacteria, Aquificae, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Firmicutes,

Verrucomicrobia et Gemmatimonadetes.

7. Halophilisme et mécanisme d’adaptation

La différence d’osmolarité entre I’intérieur et I’extérieur d’une cellule provoque une
pression osmotique (choc hyperosmotique) au niveau de la membrane plasmique, entrainant

une perte d’eau et pouvant conduire a la plasmolyse. Pour éviter ce phénoméne et faire face
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au stress osmotique, les micro-organismes halophiles doivent maintenir un environnement
intracellulaire dont I’osmolarité est au moins équivalente a celle du milieu externe, voire

supérieure lorsque le maintien d’une pression de turgescence est nécessaire (Oren, 2006).

L’osmoadaptation désigne la capacité¢ des cellules a s’ajuster aux variations de
pression osmotique du milieu, tandis que I’osmorégulation ou halophilisme correspond a
I’ensemble des mécanismes permettant de préserver 1’équilibre osmotique cellulaire et

d’ajuster la pression interne en fonction du milieu extracellulaire (Galinski, 1995).

Comme le transport actif d’eau vers I’intérieur de la cellule serait trop colteux
énergétiquement, les halophiles utilisent une autre stratégie : 1’accumulation de petites
molécules dans leur cytoplasme (Roberts, 2005). Ces molécules, appelées osmolytes, peuvent
étre organiques ou inorganiques. Selon leur nature, deux stratégies d’adaptation sont

observées en milieux hypersalés :
e La stratégie « high salt-in », reposant sur ’accumulation de sels dans le cytoplasme ;

e La stratégie « low salt-in », basée sur la synthése et I’accumulation de solutés organiques

compatibles (Oren, 2008).

Comme montre la Figure 03, ’accumulation d’ions inorganiques dans le cytoplasme

permet aux cellules de maintenir des concentrations salines internes trés élevées (Oren, 2006).

Dans la majorité des cas, les ions principalement accumulés sont le potassium (K*) et
le chlorure (CI") (Oren, 2008). Toutefois, chez Haloanaerobium praevalens, une variabilité
importante a été observée : certaines cellules présentent des concentrations élevées de NaCl

plutot que de KCl (Oren et al., 1997).
Elle consiste a :

1. Extrusion de protons via transport d'électrons respiratoire.

Extrusion de protons induite par la lumicre de la bactériorhodopsine.
Formation d'ATP par I'ATP synthase, entrainée par le gradient de proton.
Moteur flagellaire entrainé par gradient de protons.

Antiport sodium / proton €lectrogénique.

Transport interne des acides aminés induit par le gradient de sodium.

Potassium uniport, entrainé par le potentiel membranaire.

® N kW

Pompe de chlorure entrainée par la lumiere, a médiation par I'halorhodopsine.

10



Chapitre 01 : Généralité sur les Sebkhas

9. Systeme de transport de chlorure indépendant de la lumiére, éventuellement associé au

transport de sodium vers I’intérieur.

Figure 03 : Transport cellulaire des ions et acides aminés chez les archées aérobies halophiles

(Salt in stratégie) (Oren, 2006).

Bien que cette stratégie soit moins cotliteuse €énergétiquement que la synthése de
solutés organiques, elle n’est pas universellement adoptée par 1’ensemble des
micro-organismes halophiles (Roberts, 2005). Elle concerne principalement les archées
acérobies appartenant aux ordres de la classe des Halobacteria (familles Halobacteriales,
Haloferacales et Natrialbales), les bactéries du genre Salinibacter, ainsi que certaines bactéries

anaérobies de 1’ordre des Halanaerobiales (Oren, 2002 ; Oren, 2013).

Il faut noter également que la tolérance des microorganismes a des fortes
concentrations intracellulaires de KCl, nécessite un systeéme protéomique globalement acide et
moins hydrophobe que celui des organismes non halophiles. En effet, les protéines halophiles
se caractérisent par une abondance de résidus acides — aspartate (Asp) et glutamate (Glu) —
et une faible proportion de résidus basiques tels que lysine (Lys) et arginine (Arg), ainsi qu’un
nombre réduit de résidus hydrophobes comme méthionine (Met), leucine (Leu), isoleucine
(Ile) et de cystéines (Cys). Cette composition confére aux protéines une flexibilité accrue en

milieux hypersalins (Paul et a/., 2008).

Les analyses génomiques et protéomiques réalisées chez les archées halophiles ont
montré qu’elles présentent une proportion nettement plus élevée d’acides aminés acides que
basiques, caractéristique essentielle au maintien de I’activité enzymatique en conditions de

forte salinité (Joo et Kim, 2005 ; DasSarma, 2006).

11
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1. Généralités sur les moisissures

Les moisissures sont des eucaryotes possédant de trés petits noyaux. Il s’agit de
champignons filamenteux hétérotrophes dépourvus de chlorophylle et de pigments
assimilateurs, dont la paroi cellulaire est constituée de chitine plutot que de cellulose. Leur

principal polysaccharide de réserve est le glycogeéne (Indge, 2004 ; Nicklin et al., 2000).

Ces organismes appartiennent aux thallophytes ; ils ne possédent donc ni racines, ni
tiges, ni feuilles, et se caractérisent par la formation de filaments (hyphes), libres ou
entrelacés, formant un ensemble appelé mycélium (Figure 04). Celui-ci peut étre
coenocytique (non cloisonné, ¢’est-a-dire constitué d’hyphes résultant de divisions nucléaires
répétées sans divisions cellulaires associées) ou septé (cloisonné) (Geneves, 1990 ; Geneves,

1992 ; Bouchet et al., 1999 ; Boiron, 2005).

Hypha ‘ FJ \_\

Hypha Septum

Figure 04 : Structure de I’hyphe chez la moisissure : (a) mycélium non septé, (b) mycélium

septé (Botton et al., 1990).

Les cloisons, appelées septa, comportent des perforations qui assurent la
communication entre les cellules. Les caractéristiques morphologiques de ces
microorganismes dépendent de leur substrat nutritif. La colonisation du substrat se réalise par

I’extension et la ramification des hyphes (Aurélie, 2013).

2. Classification

La classification des champignons filamenteux demeure en constante évolution.
Pendant longtemps, elle s’est appuyée sur celle proposée par Hawksworth, Sutton et

Ainsworth (1995), fondée sur des caractéres morphologiques simples et largement utilisée,

12



Chapitre 02 : Généralité sur les moisissures

mais nécessitant par la suite une réorganisation taxinomique. Une classification plus récente,
proposée par Know Chung et Benet (1992), puis actualisée par Sutton et al. (1998) ainsi que
par de Hoog et Guarro (2000), constitue aujourd’hui la référence. On distingue quatre grandes

divisions selon les modalités de la reproduction sexuée :

Les Chytridiomycotina, les Zygomycotina, les Ascomycotina et les Basidiomycotina.
En revanche, lorsque la reproduction sexuée n’est pas connue, les champignons sont
regroupés dans la division des Deuteromycotina, également appelés champignons imparfaits

(Ounadjela, 2016).

3. Développement des moisissures

Le développement des moisissures se déroule en deux étapes principales : une phase

végétative et une phase reproductive (Davidson et al., 1996).

3.1. Phase végétative

Les champignons filamenteux sont des organismes hétérotrophes dépourvus de
chlorophylle. Ne possédant pas de tissus différenciés, ils sont dépourvus de racines, de tiges,
de feuilles et de systéme vasculaire. Leur corps somatique, ou végétatif, est désigné sous le
terme de thalle. Les thalles fongiques présentent généralement une structure filamenteuse et

multicellulaire (Nasraoui, 2015).

Le thalle est constitué¢ de filaments appelés hyphes. Comme montre la Figure 05, les
hyphes renferment les organites classiques d’une cellule, tels que le noyau, les mitochondries,

le cytoplasme et les vésicules (Sarah, 2011).

L’ensemble des hyphes forme un réseau désigné sous le nom de mycélium (Ghorri, 2015).

13
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cloison

parol
cellulaire

Figure 05 : Structure d’un hyphe et son développement vers la formation d’un mycélium

(Chabasse et al., 2002).

Quant a la paroi des champignons filamenteux est constituée de glycoprotéines, qui

interviennent dans les mécanismes d’adhérence, ainsi que de Mann protéines formant une
9

matrice autour de la paroi (Figure 06). Elle est principalement composée de polysaccharides,

dont la chitine, polymeére linéaire de N-acétylglucosamine, dont les sous-unités sont reliées

par des liaisons B-1,4-glycosidiques, et les glucanes, polymeres de D-glucoses liés par des

liaisons B (Aurélie, 2013).

Ces deux polysaccharides assurent la protection des moisissures contre les agressions

du milieu extérieur. La chitine contribue en outre a la rigidité de la paroi cellulaire (Nwe et

Stevens, 2008).

.’
00¢ e m

‘l.— ,-‘\“-
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Figure 06 : Schématisation de la structure de la paroi fongique (Nwe et Stevens, 2008).
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3.2. Phase reproductive

Les champignons filamenteux assurent leur reproduction par la formation de spores.
Leur cycle de propagation repose sur deux types de spores : celles impliquées dans la
reproduction sexuée (stade parfait) et celles intervenant dans la multiplication asexuée (stade

imparfait) (Linas et al., 1998).

a. Reproduction asexuée

La reproduction asexuée se caractérise par la dispersion de spores asexuées,
permettant aux moisissures de se propager et de coloniser de nouveaux substrats. Ce mode de

reproduction est désigné sous le terme de sporulation (Adams et al., 1998).

La reproduction asexuée des champignons filamenteux peut prendre différentes
formes et produire divers types de spores. Certaines résultent de la fragmentation d’un
fragment de mycélium parental (arthrospores), d’autres sont générées de maniére endogéne a
I’intérieur du sporocyste (sporocystiospores), tandis que d’autres encore apparaissent de fagon
exogene et continue a I’extrémité de structures spécialisées appelées phialides (conidiospores)

(Figure 07) (Aurélie, 2013).

Les spores jouent un rdle essentiel dans la contamination de nouveaux milieux, que
. y s ,: 4 1 . .
ce soit par I’air, I’eau ou par I’intermédiaire d’insectes lorsque le substrat initial est épuisé

(Fréalle et al., 2017).

En présence de conditions favorables — telles qu’un substrat adéquat, une
température et une humidité optimales — les spores germent. Les logettes produisent alors un
tube germinatif qui évolue en mycélium, ou se différencient en conidiophores a partir

desquels de nouvelles spores sont générées (Linas et al., 1998).
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L

B \)Q Sporocyste

I

Spores

Fragmentation Production endogéne Production exogeéne
Arthrospores Sporocystiospores Conidiospores

Figure 07 : Les différents modes de sporulation et les différents types de spores associées

(Barnett et Hunter, 1998).

b. Reproduction sexuée

Comme montre la figure 08, la reproduction sexuée des champignons suit un cycle

en trois étapes : la plasmogamie, la caryogamie et la méiose (Ghorri, 2015).

La plasmogamie correspond a la fusion de deux cellules haploides, donnant
naissance a une cellule dicaryotique contenant deux noyaux haploides distincts. Ces noyaux
fusionnent ensuite lors de la caryogamie, et la méiose transforme la cellule diploide issue de

cette fusion en quatre cellules haploides (Carlile et Watkinson, 1994).
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PLASMOGAMY
ANOTHER 7 (e
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ASEXUAL
REPRODUCTION

DICARYOHYPHA

SPORES

[ ] MYCELIUM

, @
CONIDIA SEXUAL
\ CYCLE

GERMINATION OF CONIDIA

MEIOSIS
ASCOSPORES

(SEX SPORES)

ASCUS COMPACT ASCUS
(ATF FUSIONING) (KARYOGAMY)

Figure 08 : Schématisation de la reproduction asexuée et sexuée d’une moisissure

(Ghorri 2015).

4. Mode de nutrition

La plupart des moisissures présentent des exigences é€levées en €éléments nutritifs

indispensables a leur croissance (Delphine, 2012).

Les éléments nutritifs essentiels a la croissance des champignons comprennent
principalement le carbone et 1’azote sous forme de composés organiques, ainsi que divers ions
minéraux tels que le potassium, le phosphore, le magnésium, le fer et le soufre (Aurélie,

2013).

Certaines especes, notamment celles des genres Aspergillus et Penicillium,
privilégient les sucres simples et se développent rapidement, ce qui leur vaut 1’appellation de

«sugar fungi » (Delphine, 2012).

Les acides aminés peuvent pénétrer directement dans la cellule sans transformation
préalable, tandis que des molécules plus complexes, comme 1’amidon, la cellulose ou les

protéines, nécessitent une digestion enzymatique avant d’étre assimilées (Aurélie, 2013).
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5. Moisissures halophiles

Le mot halophile est composé de deux parties "hals" qui veut dire le sel et "phil" qui
veut dire aime de ce fait les moisissures halophiles sont définit comme des microorganismes
qui vit et se multiplier seulement dans un milieu a forte concentration de sel (Edgerton et

Brimblecomz,1981).

Elles peuvent étre classées selon le degré de leurs besoins en sel (Shiladitya et al.,

2012 ; Pitt et Hocking, 2009).

e Non halophiles : Ne tolérent pas plus de 0,2 M de NaCl

e Halotolérants : Tolérent de 0,2 a 0,85 M de NaCl (2-5%)

e Halophiles modérés : Supportent des concentrations en NaCl allant de 0,85 jusqu'a
3,4 M (5 20%)

e Halophiles extrémes : Croissent dans l'intervalle de 3,4 a 5,1 (20-30%) de NaCl.

6. Biodiversité et taxonomie des champignons dans les habitats salins

Pendant longtemps, les environnements caractérisés par des conditions extrémes
¢taient considérés comme impropres a la vie. Toutefois, depuis le lancement de recherches
intensives sur ces milieux, un grand nombre de micro-organismes extrémophiles ont été

identifiés (Turk et a/.,2011).

La mycobiote des habitats salins naturels regroupe des champignons halotolérants et
halophiles, comprenant a la fois des especes déja connues et d’autres nouvelles ou rares.
Plusieurs travaux ont étudi¢ la diversité fongique dans divers environnements salins. Selon les
auteurs, des champignons halophiles et halotolérants ont été observés dans la mer Morte

(Buchaloet et al.,1998 ; Kis-Papo et a/.,3006) (Tableau 02).

Les sols désertiques (Gunde-Cimerman 2005), les estuaires et les lacs salés
(Kopytina,2019), les mangroves (Nayak et al., 2012), ainsi que dans les marais salants
solaires répartis sur différents continents (Gunde-Cimerman et a/.,2000 ; Nayak et a/., 2012 ;

Ali et al.,2018).

La majorité des champignons halophiles recensés appartiennent a la division des
Ascomycota, bien que des représentants des Basidiomycota aient également été signalés.

Parmi les Ascomycota, les ordres Capnodiales, Dothideales et Eurotiales regroupent les
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genres halophiles les plus significatifs. Plusieurs especes, telles que Aspergillus sydowii,
Aspergillus  versicolor, Aureobasidium pullulans, Hortaea werneckii, Penicillium
chrysogenum, Phaetotheca triangularis et Trimmatostroma salinum, ont été décrites comme
halophiles. Du co6t¢ des Basidiomycota, les ordres Trichonosporales, Sporidiales et
Wallemiales comprennent des especes halophiles telles que Wallemia ichthyophaga, Wallemia

sebi et Wallemia muriae (Gostincar et al., 2011 ; Calabon et al., 2021 ; Agrawal et al.,2024).

Le genre Penicillium est le plus dominant. De nombreuses especes de Penicillium ont
¢été signalées dans des habitats salins (zones hypersalées, sols salins, eaux marines salines,

lacs).

Pour la premiére fois, les genres Aspergillus et Penicillium ont été identifiés comme

dominants, tandis que Cladosporium était moins fréquent dans la mer Morte.

Des isolats fongiques halophiles provenant de marais salants artificiels de la province
de Pattani, en Thailande, appartiennent aux genres Aspergillus, Cladosporium, Curvularia,

Diaporthe, Ectophoma, Fusarium et Penicillium (Nayak et al.,2012 ; Wingfield et al., 2023).

Des variations de croissance en fonction des différentes concentrations en sel ont été
observées. Certaines especes d’Aspergillus sont des halophiles facultatifs, tandis que les

especes de Cladosporium et de Penicillium sont exclusivement des halophiles facultatifs.

En revanche, Aspergillus penicillioides et Aspergillus unguis sont considérés comme

des halophiles obligatoires (Yadav et a/.,2020).

L’identification de champignons halophiles dans différentes régions géographiques
confirme la présence de champignons appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium,

Alternaria et Cladosporium (Kopytina,2019).

Beaucoup d’entre eux présentent une xéro-tolérance et se développent bien dans des
conditions de faible activit¢ de [’eau. Selon les travaux d’autres auteurs, plusieurs
champignons halophiles obligatoires ont été signalés, notamment Gymnascella marismortui
(Buchaloet al.,1998), Wallemia ichthyophaga (Zalar et al.,200 5 ; Gunde-Cimerman et al.,
2009), Trichosporium sp. (El-Meleigy et al., 2010), ainsi que Aspergillus penicillioides et
Aspergillus unguis (Nazareth et al.,2012).

Les especes des genres Aspergillus et Penicillium prédominent dans les marais
salants de mangrove de Goa, en Inde. Elles présentent également une forte résistance aux ions

métalliques lourds tels que Pb*", Cu?*" et Cd*". La mer Morte constitue un environnement
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hypersalin extréme, avec une concentration d’environ 340 %o de sels dissous et une teneur en
ions divalents, tels que le magnésium et le calcium, supérieure a celle des ions monovalents.
Les especes Gymnascella marismortui, Penicillium westlingii et Ulocladium chlamydosporum

ont ¢té initialement rapportées comme représentantes de la mycobiote locale (Buchalo et

al.,1998).

Par la suite, des informations complémentaires ont été publiées concernant des
représentants des genres Aspergillus et Cladosporium, ainsi que Penicillium westlingii et G.

marismortui (Molitoris et al., 2000 ; Nazareth et al., 2012 ; Nazareth, 2014).

Tableau 02 : Diversit¢ de certains champignons adaptés aux milieux salins, quelques

champignons halophiles et leurs habitats (Yovchevska et al., 2025).

Source disolation Souche fongique halophile

Mer Morte e Gymnascella marismortuispecies.

e Penicillium westlingii.

e Ulocladium chlamydosporum.
Penicillium westlingii.

e G. marismortui.

Marais salant artificiel a évaporation e Penicillium imranianum.
solaire
Marais salants solaires e Penicillium imranianum.
Usine de production de sel solaire e Gracilis TISTR 3638 A.
e Flavus (TISTR 3637).
Estuaires et lacs salés o Genera Aspergillus and Penicillium.
Mangroves o Talaromyces.

o Genera Aspergillus and Penicillium.

Marais salant en République de Corée o Aspergillus reticulatus SK1-1.

Champignons marins e Ascocratera manglicola.

o Astrosphaeriella striatispora.

e Cryptovalsa halosarceicola.

e Linocarpon bipolaris and Rhizophila

marina.
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e FEutypella sp. MCCC.
Epicoccum nigrum JJY40.
o Gymnascella dankaliensis.
e Nigrospora oryzae and Chaetomium

globosum.

Milieux marins profonds e Diaporthe longicolla FS429.

e Phomopsis lithocarpus FS508.

o Penicillium fellutanum HDN14-323.
e Engyodontium album DFFSCS02.

Sédiment antarctique o Penicillium granulatum MCCC 3A00475.

7. Mécanismes d’adaptation aux fortes concentrations en sel

La survie des champignons halophiles dans des conditions de salinité élevée repose

sur une diversité de mécanismes d’adaptation opérant a différents niveaux :

7.1. Mécanismes cellulaires

L’épaississement de la paroi cellulaire et mise en place de systémes de transport
spécialisés. Chez les champignons, la paroi et la membrane cellulaires sont les premieres
structures exposées a I’augmentation de la salinité du milieu. En réponse, ces organismes
mettent en ceuvre diverses modifications structurales de la paroi et de la membrane,
auxquelles s’ajoute la synthese de pigments et/ou d’hydrophobines, permettant de renforcer
leur tolérance aux environnements hypersalins (Hmad et Gargouri, 2024 ; Ayangbenro et
Babalola 2017 ; Dixit et al., 2015). Les modifications structurales induites par une
augmentation de la salinité du milieu incluent un épaississement de la paroi cellulaire ainsi

qu’une modification de la composition lipidique (Su et al., 2014)

La présence de pigments, tels que les mélanines et les caroténoides, protege les
champignons halophiles contre les rayons ultraviolets et les effets nocifs de I’exposition
solaire (Hernandez et al., 2000 ; Jain et al.,2021 ; Batista-Garcia 2017). A titre d’exemple, les
levures noires — champignons halophiles — produisent de la mélanine afin de se défendre

contre le stress environnemental (Petrovic, 2006).
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7.2. Mécanismes génétiques

La présence de génes liés au transport et enrichissement du génome en acides aminés
acides. Chez Hortaea werneckii et Wallemia ichthyophaga, cette adaptation se traduit par la
synthése de glycérol et d’autres solutés compatibles. Au niveau génétique, ce processus est
associ¢ a I’expression de I’enzyme clé de la synthése du glycérol, Gpdl, régulée par la voie de
signalisation HOG (High Osmolarity Glycerol). Cette voie est cruciale pour 1’adaptation aux
environnements a forte osmolarité. Ce mécanisme illustre le rdle central de la voie de
signalisation HOG chez Hortaea werneckii. L’interaction directe de HwHogl avec la
chromatine permet une régulation fine de 1’expression génétique en fonction des variations
d’osmolarité, garantissant ainsi une réponse adaptative rapide et efficace aux conditions

hypersalines (Vaupoti¢ et Plemenitas, 2007).

7.3. Mécanismes enzymatiques

L’activation de voies spécifiques telles que les oxydoréductases, la superoxyde
dismutase, ainsi que la voie de signalisation du glycérol a haute osmolarité (HOG). En effet,
Les conditions de stress perturbent les chaines de transport d’électrons dans les
mitochondries, entralnant un flux inverse d’électrons et une oxydation indésirable de
I’oxygene par le complexe I, ce qui conduit a la formation d’espéces réactives de I’oxygene

(ROS) (Tomanek, 2015).

Certaines études menées chez les plantes suggérent que 1’acquisition de la tolérance

au sel pourrait étre liée a une résistance accrue au stress oxydatif (Hernandez et a/., 2000).

Les recherches sur la réponse de Hortaea werneckii aux oxydants montrent que sa
capacité a dégrader le peroxyde d’hydrogeéne, sur une large gamme de salinités, est aussi
élevée, voire supérieure, a celle de Saccharomyces cerevisiae, qui subit un stress lorsqu’elle

est exposée a 3 % de sel (Petrovic, 2006).

De plus, les chaperonnes moléculaires Hsp70 et Hsp90 de H. werneckii sont
surexprimées en conditions de forte salinité et contribuent au controle des protéines

endommagées par le stress (Vaupoti¢ et Plemenitas, 2007).

22



Chapitre 02 : Généralité sur les moisissures

8. Applications des champignons filamenteux halophiles
8.1. En biotechnologie

Les champignons halophiles et halotolérants constituent des sources précieuses
d’enzymes présentant un fort potentiel d’utilisation en biotechnologie, en bioremédiation, en
médecine ou encore dans I’industrie des biocarburants. L’a-amylase de Aspergillus gracilis
TISTR 3638, isolée d’une usine de production de sel solaire, démontre une activité supérieure
dans des conditions de forte salinité par rapport aux amylases commerciales issues d’autres
champignons. Cette propriété la rend particulierement adaptée au traitement des eaux usées

industrielles contaminées par des ions métalliques (Ali et al., 2014).

8.2. En bioremédiation

Les champignons filamenteux présentent plusieurs avantages par rapport aux
bactéries et aux algues dans le cadre de la bioremédiation des eaux usées. Ils produisent en
effet un ensemble d’enzymes et de protéines de surface qui jouent un role déterminant dans
les processus de biodégradation ou de bio sorption des contaminants présents dans les

effluents (Negi et al., 2023).

Le potentiel de bioremédiation des champignons halotolérants et halophiles dans la
décoloration des colorants synthétiques a ét¢ démontré et continue d’étre étudié. Aspergillus
flavipes MA-25, un champignon halotolérant isolé, est capable de décolorer le colorant textile
Reactive Black 5. L’élimination complete de la concentration initiale de 0,2 g/L a été obtenue
apres 80 heures d’incubation. Le principal mécanisme par lequel ce champignon a éliminé le

colorant est la bioadsorption (Aydogan et Arslan, 2014).

8.3. Production de biocarburants

Une enzyme halotolérante a été produite par Aspergillus flavus (TISTR 3637), un
champignon obligatoirement halophile isolé d’une saline artificielle en Thailande. Les
champignons halotolérants, tels que A. flavus et A. penicillioides, sont particulierement
adaptés au prétraitement et a la saccharification de la biomasse dans des environnements
marins ou saumatres, car ils produisent des cellulases qui conservent une activité élevée

méme en présence de fortes concentrations salines (Zhao, 2020).
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8.4. En médicine

Plusieurs études ont montré que des champignons isolés des sédiments marins
profonds produisent des molécules a activité anticancéreuse. Par exemple, Diaporthe
longicolla FS429 synthétise la longihalazine B, qui présente une activité antiproliférative
contre les cellules de glioblastome (lignée SF-268) (Liu et al., 2020).

De son coté, Cladosporium cladosporioides HDN14-342 produits des polykétides — les
clindanones A et B ainsi que les cladosporols F et G — qui exercent une activité cytotoxique

sur des cellules cancéreuses humaines de type cervical, leucémique et colique (Zhang et al.,

2016).

8.5. Dans I’industrie pharmaceutique

Au cours de la derniére décennie, de nouvelles avancées ont permis de mieux
comprendre le nombre de souches de Talaromyces isolées des mangroves capables de
produire des composés bioactifs. L’industrie pharmaceutique peut exploiter ces souches de
Talaromyces comme 1’une des « bio-usines » les plus prometteuses afin d’élargir le spectre

des composés bioactifs déja disponibles (Nicoletti, 2018).

8.6. Activité antimicrobienne

Les especes halophiles du genre Penicillium sont connues pour produire a la fois des
composés antibactériens et des substances antifongiques. Les extraits de mycélium de
Penicillium lusitanum ont montré un effet inhibiteur sur Candida albicans, ce qui suggere leur

utilit¢ potentielle dans le traitement de la candidose (Gongalves et al., 2021).
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Le présent travail a ¢été réalisé au laboratoire pédagogique de microbiologie du
département de biologie de 1’Université Belhadj Bouchaib. Il porte sur 1’étude de la
croissance des moisissures isolées a partir de sols salins prélevés dans une zone de sebkha

située a proximité de Misserghin (Figure 09), dans la région de Ain Témouchent.

1. Zone d’étude

La Grande Sebkha du bassin d’Oran, située a 20 km au sud de la ville d’Oran,
s’étend sur 310 km? selon une ellipse orientée NE-SW (42 km sur 10,5 km). Recouverte
d’eaux saumatres une grande partie de I’année (résidu sec pouvant atteindre 100 g/1), elle est
dépourvue de végétation. Cette zone, appartenant au bassin néogéne du Bas Chélif, est
délimitée par les montagnes littorales au nord, la sebkha elle-méme au sud, la plaine de

Melata a ’ouest et celle de Habra a I’est.

35.476981,-1.019240

35°28'37.1°N
1°01'09.3'W

35.476981, -1.019240

P‘ \
[ Emegistrer < Partager JEEN

Apropos

Figure 09 : Localisation géographique (Google Maps) et Photo prises en mois de février

2026) du site de prélevement du sol de sebkha d’Oran a proximité de Misserghin.

2. Prélévement des échantillons

Le prélévement des échantillons été effectué le 03 février 2026 a partir de du Nord de
Sebkha d’Oran coté Misserghin (35.476981, -1.019240). Au total quatre échantillons ont été

prélevé a différentes distances localisées aux coordonnées :

o Lesitel:35.476892, -1.019564.
o Lesite2:35.476640, -1.019532.
o Lesite3:35.476580, -1.019383.
o Lesite4:35.477061, -1.019739.
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Les quatre échantillons de sol ont été prélevés de maniere aseptique puis transportés

au laboratoire dans des conditions appropriées de température 4°C.

3. Isolement des moisissures halophiles

L’isolement des moisissures (Figure 10) a été réalisé par ensemencement direct des

fragments de sol sur milieux de cultures coulées dans des boites de Petri.

Une petite quantité de chaque échantillon de sol a été¢ déposée a la surface des milieux
de culture préparés (PDA et Czapek Dox Agar contenant différentes concentrations en NaCl :

10 % et 15 %).

LY

Figure 10 : Isolement des moisissures par ensemencement.

Les boites de Pétri ont ét¢ incubées a 25 °C pendant une durée de 5 jours. Cette

période était allongée pour avoir le maximum des colonies.

Apres incubation, les colonies fongiques apparues ont été repérées et sélectionnées
en fonction de leurs caractéristiques morphologiques telles que la couleur, la texture et la

forme (Tableau 03).

Tableau 03 : Données morphologiques et conditions d’isolement des colonies fongiques

sélectionnées.
Echantillon Milieu NACL% Colonie Code
1 CDA 15% A C2A
CDA 15% A C2A1
2 CDA 10% A C5A
B C5B
C C5C
PDA 10% A P5A
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P5B

P5C

3 CDA

15%

C6A

C6B

Co6C

CDA

10%

C6A1

Co6Cl

PDA

10%

P6A

P6B

4 CDA

10%

C9A

C9B

CcoC

PDA

10%

P9A

P9B

QIE| > QE| > T > Q> QE > QW

PoC

4. Purification des isolats fongiques

Les colonies distinctes obtenues ont été repiquées sur milieu PDA afin d’obtenir des

cultures pures. Un fragment de chaque colonie a été prélevée a 1’aide d’une pipette Pasteur

stérile puis déposée au centre d’une boite de Pétri contenant du milieu PDA (Figure 11).

Les boites ont été incubées a 25 °C pendant 4 jours.

Figure 11 : Purification des isolats fongique.

5. Identification des isolats fongiques

L’identification des moisissures était basée sur observation microscopique. Les

genres sont déterminés par les caractéres culturaux et microscopiques en se référant au

manuel de Barnett et Hunter (1972).
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Les frottis étaient préparés a 1’aide de la technique du ruban adhésif (scotch), suivie

d’une coloration au Lactophenol cotton blue.

Une goutte d’huile d’immersion a été ajoutée, puis I’observation a été réalisée au
microscope optique au grossissement x40 puis x100. Cette analyse a permis d’observer les
structures morphologiques caractéristiques des moisissures, notamment les hyphes, les

conidiophores et les spores, en vue de leur identification.

6. Etude de I’effet de la salinité et de la température sur la croissance fongique

L'effet conjugué de la salinité et de la température sur la croissance des moisissures
halophiles a été étudié sur milieu PDA additionné de différentes concentrations en NaCl (5 %,
10 %, 15 % et 20 %), puis étant incubées a différentes températures (15 °C, 20 °C, 25 °C et 30
°C).

La procédure consiste a ensemencer au centre des boites contenant ces milieux, un

fragment de colonies, puis a incuber a la température souhaitée.

La croissance radiale de 21 isolats de moisissures a été suivie pendant une période de

14 jours par la mesure du diametre des colonies.

7. Estimation de paramétres de croissance des isolats testés
Les parameétres de croissance de chaque isolat ont été estimés a 1’aide du modele de

Baranyi et Roberts (1993) représenté par les deux équations suivantes :

_ . [exp(p max 4)- 1]
y=¥0+ pmaxd — In(1+ o —— ) Eq.2

1

A=t + ( )ln[exp[—umaxt] + exp(— ymax A) — exp(— pmaxt — wmaxA)] Eq.3

WA

v : Rayon de la colonie (mm) ;

v o : le rayon initial de la colonie (mm) ;

v max : Rayon maximal de la colonie (mm) ;

Umax : Taux maximum de croissance radial (mm / j) de la colonie ;
A : Temps de latence;

t : Temps en jours (j ).

L’ajustement des modeles a été réalisé a 1’aide de méthode de moindre au carreé.
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Résultats et Discussion

1. Isolement des moisissures halophiles

Les résultats de I’isolement des moisissures halophiles, sur milieux PDA et Czapek
Dox Agar supplémentés en NaCl (10% et 15%), a partir de sebkha d’Oran, ont montré une

diversité en genres fongiques.

2. Identification des moisissures

L’étude microscopique des 21 isolats fongiques a été réalisée a 1’aide d’un
microscope optique apres coloration au Lactophenol coton bleu. Elle a permis d’observer les
structures fongiques (hyphes, spores) et de faciliter 1’identification de certaines souches.

(Tableau 05).

Les caractéristiques macroscopiques montrent une variabilité d’un isolat a une autre.
Cette caractéristique est difficile a utilise pour 1’identification des moisissures car plusieurs
facteurs peuvent influencer la pigmentation, texture (état physiologique, lumicre...etc.)

(Tableau 05).

Cette ¢tude a porté sur les traits culturaux tels que 1'aspect, la couleur, la texture des
colonies, et la vitesse de croissance, en tenant compte également de la présence ou de

l'absence de pigmentation.

L'analyse microbiologique des sols salins représente une étape essentielle pour
¢lucider la dynamique des communautés fongiques au sein d'environnements extrémes. A cet
¢gard, 1'étude menée dans la sebkha d'Oran a révélé la présence de moisissures dans une

proportion significative des échantillons examinés (Tableau 04).

Tableau 04 : Répartition des isolats fongiques selon les milieux de culture.

Echantillon | Milieu NACL% Colonie Code Espéce

1 CDA 15% A C2A Penicillium
CDA 15% A C2A1 Aspergillus
2 A C5A Penicillium
CDA 10% B C5B Penicillium
C C5C Penicillium
A P5SA Aspergillus

PDA 10% B P5B Fusarium
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C P5C Penicillium
A Co6A Penicillium
CDA 15% B C6B Fusarium
C Cce6C Aspergillus
CDA 10% A C6A1 Penicillium
C Co6C1 Penicillium
A P6A Fusarium
B P6B Fusarium
A C9A Fusarium
CDA 10% B C9B Aspergillus
C CoC Fusarium
A P9A Penicillium
PDA 10% B P9B Penicillium
C POC Aspergillus
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Tableau 05 : Caractéristiques microscopiques des souches fongiques isolées.

Isolat Observation microscopique Description Aspect macroscopique Description
grossissement x100
Penicillium Mycélium septé accompagné Centre vert sporulé avec
C5B de conidiophores ramifiés mycélium blanc cotonneux
portant des chaines de conidies
sphériques
Aspergillus Conidiophore terminé par une Colonies brunétres,
Cce6C vésicule portant des phialides poudreuses a granuleuses,
et des chaines de conidies croissance rapide
sphériques
Fusarium. Des macroconidies fusiformes Colonies dispersées,
P6B et cloisonnées blanchatres a verdatres, de
petite taille
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L’analyse des genres fongiques isolés révele une dominance nette du genre
Penicillium spp qui représente 47,62 % des échantillons contaminés avec un total de 10
isolats. Le genre Fusarium spp représente 28,57 % des échantillons contaminés, soit 6 isolats.
En revanche, le genres Aspergillus spp présentent les fréquences les plus faibles, avec

respectivement 23,81% soit 5 isolats. (Figure 12).

W Penicillium spp

W Aspergillus spp

W Fusarium spp

Figure 12 : Répartition des genres fongiques isolés.

L’analyse microbiologique des quatre échantillons inoculés sur les milieux Czapek
Dox Agar (CDA) et Potato Dextrose Agar (PDA) enrichis en NaCl (10 % et 15 %), a permis
I’isolement de plusieurs colonies fongiques présentant une diversité morphologique

importante.

Les isolats obtenus sont dominés principalement par les genres Penicillium et
Aspergillus, connus pour leur capacité d’adaptation aux environnements hypersalins. Cette
dominance pourrait étre liée a leur forte tolérance au stress osmotique ainsi qu’a leur
croissance rapide sur les milieux nutritifs utilisés. Des résultats similaires ont été rapportés par
plusieurs études, qui ont montré que les genres Penicillium et Aspergillus représentent les
genres fongiques les plus fréquemment isolés dans les sols hypersalins de la sebkha d’Oran
(Al-Musallam et al., 2011 ; Jaouani et al., 2014 ; Gunde-Cimerman et Zalar, 2001 ; El-Said et
Saleem, 2008 ; Ismail et al., 2017). Selon ces auteurs, ces genres possedent une importante
plasticité physiologique leur permettant de survivre et de se développer dans des conditions de

forte salinité.
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Par ailleurs, les résultats obtenus montrent que la croissance fongique varie selon le
milieu de culture utilisé et la concentration en NaCl. Le milieu CDA, relativement pauvre en
¢léments nutritifs, a favorisé le développement des souches les plus tolérantes au sel, tandis
que le milieu PDA, riche en glucides et en nutriments, a permis une croissance plus abondante
des colonies. Selon plusieurs études, la composition du milieu de culture ainsi que les
conditions environnementales influencent fortement la diversité et la distribution des
champignons dans les environnements salins (Mandeel, 2006 ; Macia-Vicente et al., 2008).
Cette différence de croissance observée entre les deux milieux pourrait donc étre liée a la
disponibilité des nutriments et a la capacité¢ d’adaptation métabolique des différentes souches

isolées.

En outre, la présence simultanée de plusieurs genres fongiques dans un méme
¢chantillon met en évidence une diversité fongique importante au sein des sols étudiés. Cette
diversité refléte la capacité des moisissures a coloniser des milieux extrémes malgré les
contraintes osmotiques imposées par la salinité élevée. Des observations comparables ont été
rapportées par plusieurs auteurs travaillant sur les écosystémes hypersalins, qui décrivent ces

milieux comme des réservoirs riches en micro-organismes halotolérants (Guiraud et al., 1995

; Abdel-Hafez, 1982 ; Ismail et al., 2017).

3. Etude de la croissance de moisissures halophiles

Dans cette étude, le modele de Baranyi et Roberts (2004) a été appliquée (Figurel3).
Malgré la complexité¢ de ce modele, il donne une bonne qualité d’ajustement lors de
modélisation des croissances de moisissures, avec des valeurs de R? comprise entre 0.90 a 1.
En basant sur la méthode de moindre au carrée, les erreurs liées a 1’ajustement étaient
minimisées a des valeurs inferieures a 1 pour ’ensemble des cinétiques, qui montre un bon
ajustement des cinétiques. Comme montre la figure 13, les cinétiques obtenus ont montré une

hétérogénéité au sein de méme genres.
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Figure 13 : Cinétique de croissance de trois isolats de Penicillium spp. a diffetentes

concentration de NaCl incubé¢ a 20°C. a) isolat C6A, b) isolat P9A et c) isolat C5C.

Le Tableau 07 présente les résultats de I'estimation des paramétres de croissance des
isolats en fonction de différentes concentrations de NaCl et températures d'incubation. Les
résultats montrent que ces parametres varient selon les isolats étudiés, avec une variabilité
notable au sein d'un méme genre. Cette hétérogénéité est fréquemment rapportée chez les
champignons filamenteux par plusieurs auteurs. Elle peut s'expliquer par divers facteurs,
notamment la diversité génétique, comme l'ont montré Samson et al. (2010), ainsi que la
plasticité phénotypique, qui permet aux champignons d'ajuster leur métabolisme en réponse
aux conditions environnementales (Lagunes-Galvez et al., 2021). Cette variabilité¢ souligne
I'importance de I'é¢tude de ces isolats dans le cadre de la biodiversité et son application

biotechnologique.
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Tableau 07 : Moyenne de parametres de croissance de 1’ensemble des moisissures testés a

différentes concentrations de NaCl.

Paramétres Moyenne + écarte-type
0% 5% 10% 15% 20%
15°C DO (mm) 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Dmax (mm) 1,305 1,2+0,7 1,1+0,6 1,3+0,4 1,2+0,6
lag (1) (jour) 7,6+3,9 8,2+4,4 10,3+2,8 12,1+0,2 20+0,9
[max (jours™) 0,12+0,07 0,21£0,19 0,30+0,11 0,51+0,14 0,6+0,16
SCE 0,04+0,02 0,57+0,1 0,026+0,08 0,3+0,14 0,2+0,09
20°C DO (mm) 0 0 0 0 0
Dmax (mm) 1,74+0,17 1,74+0,36 1,61+0,85 1,35+0,84 1,5+0,53
lag (A) (jour) 4,22+1,32 4,34+1,54 5,34+2.48 8,05+1,76 12,35+2,93
[max (jours™) 1,85+0,079 1,66+0,025 0,710,019 0,5+0,082 0,20+0,07
SCE 0,001+0,0006 0,002+0,0009 | 0,037+0,0006 | 0,021+£0,0004 | 0,031+0,006
25°C D0 (mm) 0 0 0 0 0
Dmax (mm) 1,66+0,5 1,6+0,4 1,28+0,2 1,73+0,6 1,88+0,25
lag () (jour) 3,76+1,8 5,64+0,9 5,92+0,9 9,63+1,3 9,63+1,3
[tmax (jours™) 1,97+0,36 0,95+0,25 0,59+0,26 0,20+0,22 0,09+0,09
SCE 0,03+0,005 0,008+0,0005 0,40+0,003 | 0,008+0,006 0,05+0,02
30°C DO (mm) 0 0 0 0 0
Dmax (mm) 1,65+0,4 1,71£0,26 1,6+0,29 1,5+0,1 1,6+0,1
lag () (jour) 5,19+7 6,62+4 15,38+1 24,542,3 36,05+4
Imax Gours ™)) 0,46+0,05 0,38+0,07 0,1540,08 0,09+0,02 0,01+0,02
SCE 0,02+0,003 0,03+0,007 0,05+0,008 0,74+0,007 0,64-0,08

Les valeurs optimales du temps de latence (lag phase) et du taux de croissance (prec)

ont été obtenues sur le milieu PDA dépourvu de NaCl, avec des plages respectives de [3,76 —
7,6 jours] et [0,12 — 1,97 jours™']. L'estimation a par ailleurs révélé que la température
optimale de croissance pour les moisissures testées est de 25 °C sur milieu PDA sans NaCl.
Comme illustré dans le Tableau 07, c'est a cette température que les temps de latence les plus
courts ont été enregistrés pour I'ensemble des isolats, quelle que soit la concentration en NaCl

(Figure 14). De méme, les taux de croissance les plus élevés ont été observés a 25 °C. Les
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résultats de I'estimation ont clairement identifi¢ 25 °C comme température optimale de
croissance pour lI'ensemble des isolats, que le milieu PDA contienne ou non du NaCl. Cette
observation rejoint parfaitement les données rapportées par Samson et al. (2010). En effet, a
cette température, les enzymes du métabolisme fongique, telles que les protéases, les

amylases et les cellulases, présentent une activité maximale (Saez et al., 2018).

Les valeurs optimales du temps de latence (3,76 — 7,6 jours) et du taux de croissance
(0,12 — 1,97 jours™) ont été obtenues sur le milieu PDA dépourvu de NaCl. Ces plages de
valeurs concordent avec celles rapportées par Magan et Aldred (2007) pour le temps de
latence et par Pitt et Hocking (2009) pour le taux de croissance. L'absence de NaCl dans le
milieu semble favoriser une croissance plus rapide et un démarrage plus précoce, ce qui est
conforme aux attentes, le NaCl exercant une pression osmotique qui réduit l'activité de I'eau
(aw). Bien que les Penicillium soient généralement considérés comme des champignons

xérotolérants, ils préférent des aw élevées pour une croissance optimale (Hocking, 2008).

En revanche, quelle que soit la température d'incubation, plus de 80 % des isolats
n'ont pas montré de croissance a 20 % de NaCl. Enfin, une variabilité intra-genre a également

été constatée.

L'un des résultats les plus remarquables de cette étude est 1'incapacité de plus de 80
% des 1solats a se développer a 20 % de NaCl, et ce, quelle que soit la température
d'incubation. Cette observation mérite d'étre approfondie. Tout d'abord, une telle
concentration de NaCl correspond a une activité de 1'eau (aw) d'environ 0,85 a 0,88, valeur
proche de la limite de tolérance de nombreux champignons xérophiles (Pitt et Hocking, 2009).
Ensuite, seuls moins de 20 % des isolats ont montré une tolérance a cette concentration,
suggérant l'existence de mécanismes d'adaptation spécifiques, tels que l'accumulation de
solutés compatibles (glycérol, tréhalose) ou I'expression de transporteurs membranaires
particuliers (Grant, 2004). Par ailleurs, bien que certaines especes de Penicillium, comme P,
roqueforti et P. camemberti, soient connues pour tolérer de faibles aw, la majorité des especes
sont inhibées au-dela de 15 % de NaCl (Magan et Aldred, 2007). L'inhibition observée a 20 %
de NaCl souligne enfin le role majeur de ce paramétre dans le controle de la croissance
fongique, en particulier dans les industries agroalimentaires ou il est largement utilisé comme

conservateur.
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Figure 14 : Cinétique de croissance de 1'isolat Penicillium spp. C6A sur milieu PDA a 5 %,

incubé a différentes températures, dont 20 °C.

La microbiologie prédictive consiste en 1’application de modeles mathématiques
pour prédire la présence des agents pathogenes dans les aliments (Dantigny et al., 2005 ;
Lahlali et al., 2005). Son application dans le cas des champignons filamenteux n’est pas tres
réputée contrairement a son application pour les bactéries (Gibson et Hocking, 1997). Ceci est
peut-&tre expliqué par les complexités inhérentes liées a la quantification de la croissance
fongique (Gibson et Hocking, 1997). En effet, les champignons ne sont pas unicellulaires. Ils
forment un mycélium dont le poids, sauf au stade précoce de la croissance, n’augmente pas de
facon exponentielle. De plus, il n’est pas possible de diviser le mycélium en cellules
individuelles. Par conséquent, la méthode de quantification par CFU (Colony Forming Unit)

ne peut étre utiliser que pour dénombrer les spores (Vindelov et Arneborg, 2002).

En générale, les modeles cinétiques utilisés sont ceux qui sont basés sur la mesure du
diametre de la colonie, une technique simple pour obtenir des données. La croissance des
moisissures sur des substrats solides, dans des conditions optimales et en absence de facteurs
limitants, suit généralement un modele constitué d’une phase de latence et d’une phase de
croissance linéaire. Sous des conditions défavorables, une phase stationnaire peut apparaitre

lorsque les champignons arrétent de croitre (Gibson et al., 1994).
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Figure 15 : Diametres des colonies de l'isolat Penicillium C6A incubé a 20 °C sur différents

milieux additionnés de NaCl (5% a 20%).
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Conclusion

Les écosystémes salins sont des milieux extrémes, caractérisés par de fortes
concentrations en sels, une disponibilité limitée en eau et des contraintes physico-chimiques
importantes. Malgré ces conditions défavorables, ils abritent une biodiversit¢ microbienne
notable, composée d’organismes développant des stratégies d’adaptation leur permettant de
survivre et de se multiplier. La Sebkha d’Oran, 1’un des principaux sites salins de 1’ouest

algérien, constitue un réservoir naturel d’une microflore encore peu explorée.

Ce travail s’est concentré sur 1’étude de la croissance de moisissures isolées des sols
salins de la Sebkha d’Oran. Les principaux résultats ont révélé une diversité de moisissures
filamenteuse identifiés comme Penicillium, Aspergillus et Fusarium. Cette diversité s’étendre
¢galement aux capacités de croissance des isolats de mémes genres a différentes

concentrations en NaCl et températures d’incubation.

Les résultats soulignent par ailleurs I’importance écologique des communautés
fongiques des sols salins. Leur tolérance aux fortes salinités en fait aussi des candidates
intéressantes pour des applications biotechnologiques, telles que la production d’enzymes
industrielles, la bioremédiation ou la valorisation de ressources issues d’environnements

extrémes.

Enfin, cette étude enrichit les connaissances sur la biodiversit¢ fongique des sols
salins algériens, encore peu documentée, et confirme le role des sebkhas comme réservoirs de

micro-organismes spécialisés capables de s’adapter a des conditions de forte salinité.
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Annex

» Méthode générale de préparation

Les différents milieux ont été¢ préparés dans un volume final de 250 mL. Les
constituants du milieu ont ét¢ dissous dans environ 200 mL d'eau distillée, puis chauffés sous
agitation jusqu'a dissolution compléte. Le volume a ensuite été ajusté a 250 mL avec de 1'eau

distillée. Les milieux ont été stérilisés a l'autoclave a 121 °C pendant 20 min.

Pour les milieux PDA, un extrait de pomme de terre a été préparé a partir de 50 g de

pommes de terre bouillies pendant 30 min, puis filtré avant I'ajout des autres constituants.

» Composition des milieux PDA

Milieux Pommes de terre | Dextrose Agar NaCl | Volume final
) (® (® (® (mL)
PDA 50 5 5 0 250
PDA + 5 % NaCl 50 5 5 12,5 250
PDA + 10 % NaCl 50 5 5 25 250
PDA + 15 % NaCl 50 5 5 37,5 250
PDA + 20 % NaCl 50 5 5 50 250

» Composition des milieux CDA

Parameétres CDA+10 % NaCl | CDA+ 15 % NaCl
Saccharose (g) 7,5 7,5
Nitrate de sodium (NaNO3) (g) 0,5 0,5
Phosphate monopotassique (KH:PO4) (g) 0,25 0,25
Chlorure de potassium (KCl) (g) 0,125 0,125
Sulfate de magnésium (MgSQ.) (g) 0,125 0,125
Sulfate de fer (FeSQ4) (g) 0,0025 0,0025
Agar (g) 3,75 3,75
Chlorure de sodium (NaCl) (g) 25 37,5
Volume final (mL) 250 250
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