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Introduction

Avec plus de 70% de la planete immergée, les océans représentent un vaste réservoir encore peu
exploré dans le domaine fongique.

Les champignons microscopiques filamenteux ou micromycetes, sont des microorganismes
eucaryotes ubiquitaires, hétérotrophes dont leur rble principal est le recyclage de la matiere
organique. Les estimations du nombre d’espéces fongiques sur la planéte varient de 1,5 a plus de 5
millions (Lecellier, 2013), probablement moins de 10% des champignons ont été identifiés jusqu'a
présent, un pourcentage relativement faible des espéces décrites est associé aux espéces marins
(Anthony et al., 2019).

Les premiéres notions de champignons marins proviennent d’étude du XIXe siécle, qui a utilisé les
approches dépendantes de la microscopie et de la culture, comme la culture d’organismes sur des
milieux préparés, ou sur des échantillons prélevés du milieu marin, tel que le bois ( Kohlmeyer et
Kohlmeyer, 1979).

La présence de champignons dans le milieu marin est aujourd’hui, un fait reconnu par la
communauté scientifique. Néanmoins, des champignons ont été trouves dans presque tous les
habitats marins explorés de la surface de ’océan a des kilométres sous les sédiments océaniques.
Les sites conchylicoles correspondent a des écosystéemes particulierement riches en matiéres
organiques et pourraient €tre propice a I’implantation des moisissures et ainsi abriter une
microfonge non négligeable potentiellement toxinogene. De vaste programme de recherche ont eté
développés depuis le début de I'année 1990 par les chercheurs dans le but d’identifier la
biodiversité fongique marine le long du littoral et plus particulierement dans les zones aquacoles
afin d’expliquer et en deduire les phénomeénes de toxicité vis-a-vis des produits conchylicoles et de
leurs consommateurs, a savoir ’homme (Sallenave, 1999 ; Landreau, 2001 ; Grovel, 2002 ; Petit et
al., 2004).

Les plastiques sont devenus la forme de déchets la plus courante dans I’environnement, et
représentent une menace environnementale et mondiale majeure et croissante, avec un rapport de
déchets terrestres dans ’océan de 4,8 a 12,7 millions de tonnes métriques (Jambeck et al., 2015).
Malgré leur apparente importance écologique, les communautés fongiques marines associées aux
débris marins ont été¢ largement négligées, peu d’études ont jusqu'a présent ciblé les communautés
des champignons associé aux débris (Anthony et al., 2019).

Nous avons opté premiérement pour le port d’Alger, comme zone d’étude vu sa richesse en matiere
organique, par le déversement des eaux usées et les déchets hydrocarbonés parfois sans traitement
préalable, qui consiste une menace pour la santé publique lors de la consommation des produits de
la mer contaminés et deuxiemement pour la ferme aquacole Cultmare de Tipaza, comme zone de
référence.

L’objectif principal de ce travail est de recenser la flore fongique présente au niveau des différents
compartiments du port d’Alger (eau de mer, sédiments, organismes marins et débris), et la ferme
conchylicole, Cultmare de Tipaza mer (eau de moules et huitres).



Introduction

Un biotest basé sur la sensibilité des larves d’une crevette marine Artemia salina, a été développé
afin de déterminer les effets toxiques des métabolites produits par certaines souches fongiques
isolées de différents substrats du port d’Alger (eau de mer, sédiments, organismes marin et débris),
et la ferme conchylicole Cultmare de Tipaza (eau de mer, moules et huitres).

Nous avons suivi le travail par ’extraction et I’identification de certains métabolites primaires de
quelques souches fongiques énumérées dans la présente étude.

Le présent travail est réparti en trois chapitres :

Premier chapitre représente une synthése des rappels bibliographiques, divisée en trois parties : la
premiere abordera les connaissances sur les peuplements fongiques avec plus d’informations sur les
champignons marins, ainsi que, sur Artemia salina, comme modéle expérimentale. La deuxiéme
partie et la troisiéme concernera I’extraction et la purification des métabolites primaires.

Deuxiéme chapitre : Matériel et méthodes présentera d’une part les zones étudiées qui sont le port
d’Alger et la ferme conchylicole Cultmare de Tipaza, ainsi que, les méthodes de prélevements et les
techniques ayants permis d’isoler et d’identifier ’ensemble des souches indigenes de nos deux
zones d’études. Cette partie abordera également le test de toxicité sur Artemia salina ainsi que la
méthode d’extraction et d’identification des métabolites.

Troisieme chapitre : Résultats et discussions.

Ce mémoire se terminera par une conclusion et quelques recommandations pertinentes.
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.1 Champignons

Les champignons, également appelés fungi (latin) ou mycétes (Grec), sont lI'un des plus grands
biomes de la terre et jouent un role clé dans de nombreux écosystémes (Mueller et Schmit., 2007).
Ce sont des organismes eucaryotes uni ou pluricellulaires, englobent des especes macroscopiques
(macro-myceétes) et d’autres microscopiques (micromycetes) d’aspect filamenteux ou levuriforme
(Chabasse et al., 2002). Certaines espéeces ont la capacité d’adopter les deux formes (dimorphiques).

La définition complete des champignons fait appel aux caractéres suivants (Cf. Tableaul, Tableau

2-page suivante).

Tableau 1: Caracteristiques des champignons.

Forme Structure filamenteuse, hyphes ou filaments a paroi souvent
composeée de chitine, septés ou siphonnés.
Croissance des Croissance strictement apicale, puis ramification de I’hyphe
hyphes conduisant a la formation d’un mycélium ou thalle.
Chimio heéterotrophes.
Source de carbone et d’énergic : molécules carbonées
Meétabolisme organiques.
général Suivant les especes, peuvent lyser les polymeres complexes
grace a des enzymes extracellulaires : cellulose, amidon,
pectines, mais aussi des protéines et des lipides.
Mode de Sexuée ou asexuée par lintermédiaire des spores
reproduction (Cryptogames).
mode de Absorption en libérant dans un premier temps des enzymes
nutrition hydrolytiques dans le milieu extérieur.
L'air, l'eau, le sol ... vivent sous forme de saprophytes ou de
Habitats parasites.
naturels et Champignons pathogénes pour I'homme.
autres Matériaux alimentaires, aliments, etc. qui peuvent étre
contaminés par des moisissures productrices de toxines.
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Tableau 2: Modes de vie des champignons.

Symbiotiques

Parasites

Saprophytes

Vivent en association a
bénéfice réciproque
avec d’autres
organismes (Nicklin et
al., 2000).

extraient leurs nutriments
de la matiere vivante a la
dépendance d’un autre étre
vivant (hote) (Clavez et al.,
2009).

Se développent sur la matiere
organique inerte apres leur
dégradation
(Lutzoni et al., 2004).

1.1.1 Champignons parmi les Eucaryotes
La classification traditionnelle établit des groupes ou taxons en fonction d'un simple critére de
ressemblance globale (phénotype).

Avec l'avenement de la biologie moléculaire, la classification des organismes vivants a été revisée
et modifiée. On utilise maintenant de plus en plus une classification dite phylogénétique qui
regroupe les étres vivants sur la base d'homologies de leur ADN (génotype) (Cf. figure 1- tableau 3

- page suivante).

D'un point de vue phylogenétique les champignons sont classés parmi les Opistochontes,
groupes qu'ils partagent avec les animaux ( Baldauf, 1999 ; Baldauf et al, 1993). La caractéristique
principale des Opistochontes est la présence des cellules sexuées mobiles a un flagelle polaire, plus
I’utilisation du codon UGA pour la transcription du tryptophane. De plus, tous ces organismes
possedent du glycogene et de la chitine (Baldauf, 1999).
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Figure 1: Phylogeénie globale des champignons.

http: //www.univ-brest.fr/esiabscientifique/Mycologie/Classification
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Tableau 3: Classification des champignons (Castegnaro et Pfohl-Leskowicz, 2002).

Rége Divisions Caractéristiques
Fungi | Chytridiomycota - Especes aquatiques, leurs spores portent des
(chytridiomycetes ) flagelles.

- Englobe les mycétes les plus anciens.

- Champignons-algues.

(Oomycota) (Oomycétes) - Reproduction sexuée (généralement).

- Présence des cellules nageuses biflagellés ou
zoospores a ’intérieur des sporocystes.

Zygomycota (zygomycétes) | -  lls ont Spores non flagellés.

- Hyphes non cloisonnées.

- Production des asques portent les spores.

- Dispersion des spores a I’extérieur aprés

Ascomycota (Ascomycetes). I’ouverture des asques.

- Champignons imparfaits.

Deutéromycota. - Thalle bien développée, haploide ou
dicaryotique.

- Production des spores non motiles.

- Développement des spores a 1’extrémité des

Basidiomycota basides (cellules spécialisées).
(Basidiomycetes). - Dispersion par le vent.
Gloméromycota - Hyphes cloisonnés.
(Gloméromycétes) (Duhem, | -  Reproduction asexuée.
2007).

1.1.2 Caractéristiques morphologiques des champignons filamenteux
Tous les champignons sont des organismes eucaryotes, c¢’est-a-dire que leurs cellules possedent un
noyau typique (avec membrane nucléaire, chromatine ...).

Les champignons filamenteux sont composés d’un appareil végétatif appele thalle, il est composé
de filaments ou hyphes et I’ensemble des hyphes constituent un réseau appelé mycélium qui est
responsable de I’activité enzymatique et 1’émission des acides nécessaires pour la dégradation des
substrats, afin d’obtenir des élements nutritifs utilisés dans la nutrition de ’hyphe lui-méme, ¢’est
pour cette raison, la phase est nommée également phase de nutrition (Lecellier, 2013).

On distingue deux types de filaments :

e Filaments septés ou cloisonnés : Possedent des perforations assurant la communication entre
les cellules, et de diamétre régulier (3 a 5 um).

e Filaments non cloisonnés ou siphonnés
Les cellules ne sont pas séparées par une cloison transversale, de diameétre irrégulier (5 a 15um),
caractérisant les champignons inférieurs.

Les caractéristiqgues morphologiques de ces microorganismes sont liées a leur substrat nutritif. La

colonisation du substrat est réalisée par extension et ramification des hyphes. (Lecellier, 2013).
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1.1.3 Mode de reproduction des champignons

La reproduction des champignons est complexe, reflétant ainsi I’hétérogénéité de leur mode de vie,
elle peut étre sexuée ou asexuee (Cf. Tableau 4 ), bien que certains champignons alternent entre les
deux types de reproduction (Nester et al., 1998).
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Figure 2: Reproduction chez les champignons.

https://agronomie.info/fr/les-champignons-filamenteux/

Tableau 4: Reproduction sexuée et asexuée des champignons.

Reproduction asexuée Reproduction sexuée
v Appelée ana-morphe. v' Appelé téléomorphe.
v’ Phase de sporulation. v' Assurée par des gametes ou des spores
v' Assurée par les spores, elles sont formées a la suite d’une méiose.
produites soit dans des sporanges, soit a | v© La fécondation peut s’effectuer chez un
partir de cellules d’hyphes appelées méme individu ou entre deux individus
cellules conidiogeénes (Raven et al. 2000). différents (Strullu, 1991).

1.1.4 Champignons marins

Comparé a l'environnement continental, le milieu marin est un écosystéeme que les mycologues
étudient rarement. La premiere observation remonte au XIX siecle, ou il est signalé des
champignons liés au courant ou a la décomposition des algues (Jones, 2011).



Chapitre | SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUES

L’étude de Barghoorn et Linder (1994) est probablement celle qui a créé un nouvel intérét pour la
mycologie marine (kohImeyer et kohlmeyer, 1979 ; Jones, 2011). En examinant des échantillons de
bois immergés en continu dans I'eau de mer ou exposés aux marées dans les mangroves, ils ont
observés des champignons similaires a la morphologie des micromycétes terrestres mais adaptés
aux conditions marines (Barghoorn et Linder, 1944). Grace a ces travaux, le nombre de
champignons marins décrits a augmenté chaque année (Kohlmeyer et kohlmeyer, 1979).

La plupart des premiéres tentatives pour décrire les champignons marins et leur diversité se
concentre sur les especes associées aux plantes et aux algues qui forment des structures
macroscopiques reproductives remarquables, ainsi que sur celles qui conviennent a I’isolement sur
culture (kohlmeyer et kohlmeyer, 1979 ; Jones, 2011), cet échantillonnage ciblé (milieu marin),
principalement cotiére, a conduit a la perception du champignons marins appauvri par rapport aux
champignons terrestres largement limité aux substrats végetaux. Récemment, les recherches
environnementales basées sur ’ADN ont permis d’apercevoir des zones marines peux visibles et
incluant une diversité fongique dans un ensemble plus large d’habitats, y compris ceux des animaux
hoétes, la colonne d’eau et les sédiments. (Gutiérrez et al., 2011).

Selon kohlmeyer et kohlmeyer (1979), les champignons marins sont tous des champignons
récupérés plusieurs fois dans les habitats marins, parce que :

1) Ils sont capables de croitre et/ou de former des spores en milieu marin (sur le substrat).
2) lls sont formés des relations symbiotiques avec d'autres organismes marins.
3) Ills montrent qu'ils s'adaptent et évoluent au niveau génétiqgue ou a une activité
métabolique en milieu marin.
Afin d'étudier le role et l'influence des champignons dans le milieu marin, kohlmeyer et kohlmeyer
(1979) ont proposé deux concepts dans la définition de I'écologie, champignons marins obligatoires
et facultatifs (Cf. Tableau 5):

Tableau 5: Champignons marins obligatoires et facultatifs.

Champignons marins obligatoires Champignons marins facultatifs
- Se développent et sporulent | - Provenant des habitas terrestres et des
exclusivement dans les environnements milieux aquatiques d’eau douce.
marins et les estuaires. - Capables de se développer et de
sporuler dans les milieux marins.

1.1.4.1 Répartition géographique et biotope

L’écologie des champignons marins, leurs préférences pour les habitats et les facteurs qui
influencent et affectent leur croissance dans I’océan sont examinés. Notamment, 1’effet des habitats,
disponibilité des substrats pour la colonisation, répartition géographique, température, salinité, et
compétition d’inhibition.

D’autres incluant les ¢léments organiques dissous, la disponibilité de 1’oxygene, les polluants, la
pression hydrostatique, la spécificité de substrat, la température et I’amplitude des marées et peut-
étre méme la lumiere (Booth et Kenkel, 1986). La diversité des espéces de champignons marins est
donc contr6lée par un mélange de facteurs d’interaction.
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1.1.4.2 Relations biologiques
Les champignons marins vivent aux dépends de substrats organiques comme les terrestres (Liberra
et Lindequist, 1995), ils ont des interactions avec les algues marines, les plantes vasculaires, les
invertébrés, les poissons et les mammiferes (Stanley, 1992).
Les relations biologiques des champignons marins avec le monde vivant sont :

1.1.4.3 Saprotrophes
Ils sont responsables de la dégradation des substrats ligneux marins (Cellulose, hémicellulose et
lignine) (kohlmeyer et kohlmeyer, 1995). Ils contribuent a la dégradation des cadavres d’animaux
marins (Sridhar et Prasannarai, 2001).

1.1.4.4 Parasites
C'est le cas des champignons peu évolués qui ne peuvent se reproduire qu'en milieu aquatique,
parasites de végétaux, tels que les algues, ou les animaux, les poissons notamment.

1.1.4.5 Symbiotes
Elles forment un lichen avec les algues ou une mycophycobiose (relation d’intérét mutuel entre un
champignon et une macro algue) ( kohlmeyer et Kohlmeyer,1979).

1.1.4.6 Infection fongique des poissons d’élevage
L’infection fongique du poisson dépend de plusieurs facteurs, dont le stress, la température de I’eau
et 1’état physiologique des poissons. Les densités de poissons élevées, les manipulations, la
présence d’une maladie primaire et les températures élevées de I’eau favorisent la croissance des
champignons, la présence des hormones sexuelles favorise I’apparition d’infections fongiques
(Roberts, 1979).

Les plaques cotonneuses blanches, vue sur le corps des animaux malades, sont formé par les
filaments mycéliens de divers champignons. Le développement des champignons sur les poissons
est vraisemblablement un effet secondaire. En effet, les animaux affaiblis par un processus encore
mal défini, perdent leur résistance naturelle, déja réduite au moment du frai, et deviennent sensibles
aux différents éléments pathologiques presents dans I'environnement. Les mycoses semblent
irréversibles en milieu naturel. Les poissons sont condamnés a périr a plus ou moins longue
échéance, des l'apparition des premiéres atteintes myceéliennes. Les champignons mis en évidence
sur les poissons sont présents dans l'environnement (eau, sédiments, végétation) (Baudouy et
Tuffery, 1973).

Les effets toxicologiques chez les poissons dépendent du type de mycotoxine et de la relation dose-
exposition, a laquelle les poissons sont soumis. Dans les intoxications subchroniques, on observe
généralement un arrét de croissance, des altérations de 1’état général, des atteintes d’organes
spécifiques impliquant notamment le foie, une immunosuppression combinée a une sensibilité
accrue aux agents pathogénes opportunistes et, pour les aflatoxines, une incidence élevée des
tumeurs hépatiques. Toutefois, des variations importantes de la toxicité sont liées a divers facteurs,
en particulier ’espece et 1’age du poisson (Caruso, 2013).
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1.1.5 Meétabolites primaires

Depuis le dernier quart du 2 siecle, I'importance cruciale pour ’homme des acides gras
polyinsaturés est largement reconnue compte tenu des fonctions biologiques qui sont associées. Les
microorganismes cultivables a grande échelle représentent les meilleures pistes dans la recherche de
sources alternatives de lipides et d’acides gras valorisables en santé et nutrition. Parmi celles-ci, les
champignons.

Oéme

Les organismes aquatiques sont en effet notre principale source d’AG facilement accessible.
Cependant, I’effet combiné de la surpéche mondiale, entrainant irrémédiablement un déclin des
ressources halieutiques et d’une demande croissante en ces nutriments, liée a I’accroissement de la
population mondiale et a 1’¢largissement du champ des applications, risque de poser de sérieux
problémes, dans I’avenir, quant a 1’acces a cette ressource. Il s’est donc avéré indispensable de
trouver des sources alternatives. Le choix principal s’est porté sur les organismes pouvant étre
cultivés et notamment les microorganismes pour lesquels les AG pouvaient étre produits a I’échelle
industrielle (Belitz et Grosch, 1987).

Il est intéressant d’étudier les champignons marins d’une part, en tant que source de meétabolites
valorisables et d’autre part, en tant que source de contamination de la chaine alimentaire marine.
Les champignons sont des organismes faciles a cultiver, permettant une production de biomasse
importante et inépuisable qui, a priori, pourraient représenter une originalité en termes de lipides et
d’acides gras. Les acides gras seront examinés a la fois comme stockeurs d’énergie (lipides totaux
ou triglycérides) et comme eléments structuraux basiques (phospholipides) (Ruiz, 2007).

Les lipides sont des molécules organiques qui ont pour caractéristigue commune une hydrophobie
prononcée. L’insolubilité¢ dans 1’eau, contrairement aux solvants organiques, est le critére de base
permettant de regrouper des molécules tres diverses, d’un point de vue structural, dans la famille
des lipides. La majorité des lipides correspondent a des dérivés d’acides gras (AG) : on parle alors
des lipides acylés. Les lipides peuvent étre classés selon deux approches, soit en fonction des
caracteres de la chaine acyle, soit en fonction de leur polarité (Belitz et Grosch, 1987).

Les phospholipides (PL) sont les principaux constituants des membranes cellulaires, ils ont donc un
role fondamentalement structural.

Les champignons marins ont également intéressé les chercheurs pour leur fort potentiel de
production de métabolites secondaires originaux. En effet, de plus en plus de structures nouvelles
sont isolées et décrites a partir des champignons marins et pourraient représenter les molécules
thérapeutiques de demain (Bhadury et al., 2006).

.1.6 Métabolites secondaires (les mycotoxines)

1.1.6.1 Définition
La définition des mycotoxines la plus couramment admise par la communauté scientifique est celle
de Bennett (1987) :
« Les mycotoxines sont des substances naturelles produites par des champignons qui entrainent une
réponse toxique lorsqu’elles sont administré a faibles doses par une voie naturelle a I’homme et a
I’animal».
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Les mycotoxines sont des métabolites secondaires qui ne sont pas donc synthétisés tout au long du
cycle biologique des champignons, mais surviennent généralement en fin de croissance active,
lorsque I’ensemble de conditions est réuni. Elles peuvent ensuite étre extrais dans 1’environnement
externe. Elles n’appartiennent pas a une catégorie chimique définie. Par conséquent, elles
ressemblent & des molécules avec une grande diversité structurelle et ont de multiples effets
biologiques.

La mycotoxine produite par les moisissures ou mycotoxinogénése dépend d'un certain nombre de
facteurs intrinséques et extrinseques (Le Bars et Le Bars, 1988).

1.1.6.2 Facteurs intrinséques
Les facteurs intrinséques sont I’ensemble des facteurs qui sont directement liés a la souche elle-
méme, comme la vitesse de croissance, la capacité de dissémination, la dispersion des spores ou
encore la longévité des spores. Ce sont tous les facteurs qui constituent le potentiel infectieux
fongique influencant la synthése des toxines dans un milieu déterminé.

Contrairement aux métabolites primaires, la distribution des mycotoxines n’est pas universelle,
mais limitée a un nombre restreint d’espéces, parfois a une seule espece, voire une seule souche (Le
Bars et Le Bars, 1988). D’un autre co6té, la plupart des mycotoxines peuvent €tre produites par
plusieurs especes de champignons d'un méme genre, par exemple les aflatoxines sont produites par
trois especes proches d'Aspergillus (A.flavus, A.parasiticus et A.nomius). D'autres mycotoxines sont
produites par des champignons appartenant a des genres différents, on a la patuline comme exemple
qui est produite par un grand nombre d'especes appartenant aux genres Penicillium et Aspergillus
(Frisvad et Samson, 2004).

1.1.6.3 Facteurs extrinseques
Outre les facteurs directement liés a I’espéce, méme la souche et les facteurs externes sont
fortement impliqués dans la production des toxines. En effet, la production des toxines et la
croissance des moisissures dépends aux facteurs environnementaux ou la gamme de production est
généralement étroite avec celle de développement des champignons (Frisvad et Samson, 2004 ; Le
Bars et Le Bars, 1988).

a. Facteurs physiques

b. Activité de I’eau
L’activité de 1’eau (AW) optimale pour la plupart des especes fongiques est comprise entre 0,70 et
0,99.

L’AW requis pour la croissance d’une moisissure est inférieur a celui requis pour la
mycotoxinogénése. La présence d’une moisissure dans un aliment ne signifie donc pas
obligatoirement qu’on y retrouvera des toxines fongiques. Dans le cas des souches isolées de la
mer, la production toxinique maximal a été pour : 0,976 a 0,984 (Ruiz, (2007).

c. Température

La température est un facteur prédominant pour la croissance des micromycetes et donc de la
production des toxines, elle est étroitement liée a ’activité de I’eau. Identiquement a AW la
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température idéale pour la croissance fongique ne correspond pas a la température idéale pour les
toxines. Généralement, elle est supérieure a la température optimale de la toxinogénese.

Trois types de moisissures se distinguent suivant leur température optimale de croissance :
Les especes cryophiles (psychotrophiles)

Se développent a des températures relativement basses, inférieures a 5°C. C’est le cas de
Cladosporium herbarum.

Les especes mesophiles : Privilégient les températures allant de 5 a 35°C. La plupart des
moisissures sont mésophiles, avec des températures idéales de croissance allant de 20 a 25°C. C’est
notamment le cas de plusieurs espéces d’Aspergillus.

Les especes thermophiles : Dont la croissance est optimale a 35°C.

1.1.6.4 Facteurs chimiques
a) pH:

Les moisissures peuvent croitre dans une gamme de pH allant de 3 a 8, leur pH optimal de
croissance étant entre 5 et 6, I'intervalle de pH permettant une croissance fongique optimale est
plus étendu que celui permettant la synthése de toxine (Blackwell et al., 1994).

b) Composition gazeuse

La disposition O2\CO2 est une ressource sélective pour la croissance fongique. La majeure partie
des micromycetes est aérobie, elles ont besoin d’oxygéne pour se développer, mais certains peuvent
vivre en anaérobiose. La production des toxines fongiques est plus sensible a la variation de
composition gazeuse que la croissance fongique. Une concentration en O, inférieure a 1% et des
concentrations élevées de dioxyde de carbone CO,empéchent la synthése des toxines (Blackwell et
al., 1994).

.2 Modéle biologique Artemia salina

1.2.1 Définition d’Artemia

Est un petit crustacé aquatique, de forme allongée et dépourvu de carapace, il connait 15 mues
(Provasoli et D’agostino, 1959), sa coloration va du blanc latiaux au bleu vert jusqu’a rouge brique.
Distribuée dans les lacs salés, les lagunes des marais salants et les chotts. Dans les conditions
environnementales défavorables, 1’ Artémie se transformera en cystes, dont ils ont une résistivité
peut durer plusieurs mois et parfois des années. Lorsque les conditions environnementales
reviendront favorables, les cystes donnent naissance a des nauplii. (Amat, 1979)
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1.2.2 Classification d’Artemia

La classification systématique de I’Artemia jusqu’au niveau du genre est donnée par (Flossner,
1972).

Régne: Animal.
Embranchement: Arthropodes.
Classe : Crustacea.

Sous classe : Branchiopode.

Super Ordre: Anostraces.

Famille : Artemiidae. Figure 3: Morphologie de I’adulte d’Artémia.

Genre: Artemia |eaCh, (1819) https: //commons.wikimedia.org/wiki/File: Artemia salina .jpg

1.2.3 Reproduction d’Artemia
Les populations d’Artemia présentent deux types de reproduction :

e Sexuelle avec la présence de male et femelle chez I’espéce sexuée.
e Asexuée avec la présence exclusive de femelle chez la souche asexuée, ces femelles
disposent des individus diploides.
Les deux formes (sexuées ou asexuées) peuvent donner deux classes de descendance, selon les
conditions environnementales (sous la disponibilité optimale de nourriture, sel et oxygéne et selon
les especes (développement complet de I’embryon).

Les embryons de 1’utérus feminin forment des nauplies parfait a la naissance, aussi appelais «ceufs
d’été», ou dans des conditions défavorables (haute salinité ou des faibles niveaux d’oxygéne), ils
produisent des formes d’ceufs de résistance connus sous le nom «cystes », ou aussi appelés «des
ceufs d’hiver» (Curto, 2006).

La femelle adulte a un sac ovigere, en forme de cceur a l'arriére de ses derniers appendices. D’un
autre coté le male, quant a lui, posséde deux appendices symétriques en forme de chale a hauteur de
la téte, il s'en sert enlacer fermement la femelle et passe des jours accroché a elle. Il est
généralement plus petit que la femelle, nage plus rapidement, mange moins et il est moins coloré
(Khemakhem, 1988). (Cf. figure 4 - page suivante)
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Figure 4: Morphologie du male et de la femelle d’Artemia

http: //biblio.univ-antananarivo.mg/pdfs/razafindrasoalandrieH%20 UFP_Lic 12.pdf

Le cyste de ’Artemia est de taille de 200 a 300 pum, se caractérise en état sec, par une forme
biconcave. Mais aprés son hydratation, il se transforme a la forme sphérique. Avec une
granderésistance contre les conditions extrémes basses et hautes tempeératures, pH, rayons UV,
etc.) (Granvill et Treece, 2000).

[.2.3.1 Constitution des cystes
Le chorion : Sous forme de coque brune, se compose essentiellement de lipoprotéines qui
servent en fait de protection de ’embryon.
Cuticule membranaire : Elle empéche la pénétration des grosses molecules (CO,).

v

v

L’enveloppe embryonnaire : Membrane transparente, trés élastique, elle sépare I’embryon
et la cuticule membraneuse (Dhont et Vanstappen, 2003) (Cf. figure 5).

Coguille
de cyste

Embryon

Y > N R N R
v B IR
RSN e L
I L. Curicule embryonnaire
Membrane externe

Charlon

Figure 5: Schéma de la structure du cyste d'Artemia (Mousseux, 1995).
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1.2.3.2 Etapes d’éclosion de cyste d’Artemia
Le cyste passe par quelques étapes pour atteindre 1’état final de larve « nauplius » sont :

A- Dessiccation de coquille, aprés un peu plus de 15 heures d’hydratation (Granvill et Treece,
2000), et apparition partielle de «I’embryon». un ceil bien visible, est la caractéristique de
cette phase (Dhontet VVanstappen, 2003) (Cf. Figure 6).

B- Libération totale de la cuticule et apparition de «pré-nauplius», avec de petits mouvements
sont remarquables, par 1’utilisation des nouveaux appendices. (Dhont et Vanstappen, 2003).

C- Apres une période tres courte — quelque minute — on a une libération totale de la membrane,
et détachement de «nauplius», ce qui permet une nage immediate a lui. (Dhont et
Vanstappen, 2003)

Figure 6: Eclosion de cyste d’Artemia

https: //www.destin-tanganyika.com/

1.2.3.3 Nauplies

Les nauplies sont des Petits crustacés d’une taille qui ne dépasse pas 13 mm, vivent dans les
eaux douces et saumatres. lls ont une résistivité leur permet de subsister a des taux de salinité
extrémes (jusqu’a prés de 350 g /l). Vu leurs petites tailles, ils sont largement utilisées dans
I’alimentation des alevins, ils offrent de bons effets sur la croissance et la survie des larves
(Mabiala Ma Diambu, 2020).
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Figure 7: Cycle de vie d’Artemia salina.

www.destin-anganyika.com/
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1.2.4 Morphologie de I’adulte d’Artemia
L’Artemia est cléturé dans le groupe des Arthropodes primitifs, d’un corps allongé couvert par
une carapace. Habituellement, les femelles sont plus grandes que les males, nagent moins
lentement, mangent plus et elles sont plus colorées que les males. Avec une taille de 8 a 12 mm,
dans certains cas, elles peuvent dépasser 20 mm (Sorgeloos et al., 1986).

On distingue 3 parties principales dans le corps de 1’adulte d’Artemia ; la téte, le thorax et
I’abdomen.

Figure 8 : Artemia salina : A : Male adulte. B: Femelle adulte

http://e-biblio.univ-mosta.dz/handle/123456789/3068

1.2.5 Alimentation et respiration

[.2.5.1 Régime alimentaire
L’Artemia utilise la filtration de 1’ecau comme technique obligatoire pour capter les proies (qui ne
dépasse pas 60 um) suspendus dans 1’eau.

Le processus d’alimentation de cette espéce differe selon les stades de développement :

v Chez les nauplies, elle est assurée par la deuxiéme paire d’antennes.

v' Chez I’adulte, elle est assurée par les thoracopodes (11 paires d’appendices thoraciques
remplaces au fil des mues) (Tobias et al., 1980).

v' L’Artémies utilise la réglementation ionique par I’'usage des branchiers, et la sécrétion urinaire
avec une forte pression osmotiqgue comme mécanismes physiologiques pour 1’adaptation avec
ces milieux.

v/ On l'alimente avec sa nourriture naturelle la plus adaptée, c'est-a-dire le phytoplancton vivant,
composé d'algues microscopiques. Si le milieu est pauvre en nourriture, la croissance
d’Artemia sera lente et une forte mortalité sera observée (Kellog, 1906).

1.2.5.2 Respiration
L’Artemia pourvue un corps particulier, qui lui permet de survivre dans des conditions de milieux
extrémes, notamment les basses taux d’oxygene correspondant aux hyper salinité du milieu. Dans
ce dernier cas, des pigments respiratoires sont synthétisés afin d’obtenir la respiration (Van
Stappen, 1996).
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1.2.6 Ecologie

Dans le Tableau (6), les caractéres écologiques de I’Artemia sont enregistrés :

Tableau 6: Caracteres écologiques de 1’Artemia salina.

Facteurs Caractéristiques de I’espéce
écologiques
Composition - Espéce euryhaline :

ionique et salinité prolifére dans les milieux hyper salés a salinité supérieure a 100 g/kg

(Hedgpeth, 1959).

- Caractérisée par un climat tropical, sub-tropical et tempéré.

- peut vivre dans des eaux de salinité comprises entre 9 g/Kg
(Brisset et al., 1981) et 340 g/Kg (Post et Youssef, 1977).

- Trés importante sur la production des cystes.

Température - Espéce eurytherme :

- Peut vivre entre 6°C et 37°C et survivre pendant quelques jours a
40°C (Vos et Transutapanit, 1979).

- Son optimum de croissance est variable entre les souches, il est
compris entre 25°C et 30°C.

Oxygene - Espece euroxybionte :

- Peut vivre dans une gamme tres large d’oxygene dissous.

- Peut proliférer dans des milieux ou le taux de saturation d’oxygene
est de 150% (lors d’un « bloom » algal) ainsi qu’a un taux de 1%.
(milieux pauvres en oxygene dissous).

pH - Elle est rencontrée qu’en milieu neutre (pH= 7) ou alcalin (pH> 7)

ce parametre joue un réle capital lors de 1’éclosion (Sato, 1967).

- Des valeurs inférieures a 6 deviennent létales pour |’Artemia
(Brisset, 1984).

Dispersion - Principaux facteurs : le vent, les oiseaux et I’homme (Gabrionet

Mac Donald, 1980).

1.2.7 L’Artemia en aquaculture

En écloserie on fait pondre des géniteurs sélectionnés, puis on incube les ceufs qui donnent
naissance a des larves qu'il faut nourrir avec un aliment riche, de petite taille et vivant. Riche ; pour
obtenir des sujets en bonne santé, sans carences ; de petite taille ; car la bouche des larves est trés
petite ; vivant, car la larve, a la naissance, ne sait pas chasser et elle ne mange que ce qui passe
devant sa bouche.

Les nauplies d’Artemia représentent un maillon trophique indispensable pour nourrir plus de 80 %
des alevins des poissons et des larves de crustaces. cette importance est due a la disponibilité, a la
simplicité et a la valeur nutritionnelle par rapport a d’autre aliments (Ben Naceur et al., 2008).

Jusqu'a aujourd'hui, seule le nauplie d'Artemia possede toutes ces qualités et c'est pourquoi, sans
I'Artemia, l'aquaculture nouvelle n'existerait pas, le cyste d'Artemia est un produit stratégique. On
comprend dés lors, la forte demande exercée sur ces cystes et leur recherche dans toutes les
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étendues trés salées du monde entier. L'aquaculture utilise chaque année environ 200 000 milliards
de cystes, soit chaque année environ 50 000 cystes par homme vivant sur la terre.

L’Artemia reste tres demandé dans les projets et exploitations aquacoles (pisciculture,
conchyliculture ...), vu ses nombreuses caractéristiques :

e La demande exponentielle des investisseurs sur I’Artemia, lui donne un intérét économique et
d’un cout d’importation plus cher.

e Le Cycle de vie court avec une forte fecondité (bisexuel —ou stratégie parthénogénétique), peu
d’exigence et adaptation aux conditions environnementales en cas d’élevage de ce micro-
crustacé.

e La facilité de ’obtention des nauplies : ’incubation des cystes dans 1’eau de mer pendant 24
heures permet la libération des nauplies, et la facilité de conservation des cystes pendant
plusieurs années.

e Autres utilisations

Simplicité, rapidité d’utilisation et fiabilité des résultats des expériences biologiques (Parra et al.,
2001; Lachumy et al., 2010).

L’Artemia est trés sensible a la moindre trace d’élément toxique (métaux lourds, dioxine,
pesticides). L'Artemia est donc un modéle biologique idéal pour des tests de toxicité.

1.2.8 Artemia en ecotoxicologie

Le choix du modele animal en écotoxicologie devrait prendre en compte les aspects de sa biologie,
une large distribution géographique avec une haute adaptabilité aux conditions environnementales
défavorables, une culture au laboratoire relativement simple et un entretien facile, une résistance a
la manipulation, un cycle de vie court avec une grande production de progeéniture et surtout
l'existence d'une base d'informations sur I’espece cible.

De ce fait, l'utilisation d'Artemia en éco-toxicologie satisfait toutes ces exigences en rendant
réalisables un développement durable des essais biologiques a base d’Artemia.
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11.1 Présentation des zones d’étude

11.1.1 Présentation du port d’Alger

Le port d’Alger bénéficie d’une situation géographique particuliére dans le bassin Méditerranéen et
dans 1’Algérie (Cf. Figure 9), ce qui en fait, le premier port commercial En Algérie
(www.portalger.com.dz).

0

Figure 9: Carte du port d’Alger géoréferenciée en fonction des stations choisies.

https: //earth.google.com/

11.1.1.1 Situation géographique
Le port d’Alger est situé¢ dans la partie Nord-Ouest de la baie d’Alger, entre une latitude de 36° 50°
Nord et une longitude de 3° 2’ Est. Il s’étend sur une surface globale de 126 hectares.

[1.1.1.2 Ouvrage de protection
La structure de protection est constituée de 05 digues artificielles d’une longueur totale de 6 km,
leur profondeur moyenne est de 20 m sauf pour le quai de Kheir-Eddine, le fond marin peut
s’étendre sur 36 m.

- Au Nord : la jetée de Kheir-Eddine.

- Au Nord-Est : la jetée Nord enracinée dans 1’ilot de la marine et prolongée par la jetée Watier.
- AVTEst: lajetée de I’Agha.

- Au Sud-Est : la jetée Butavand et la jetée Mustapha.
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- Au Sud: La brise lame Est de Mustapha. (www.portalger.com.dz).

11.1.2 Présentation de I’entreprise conchylicole Cultmare de Tipaza

Cultmare de Tipaza (culture marine), est une entreprise Algérienne spécialisée dans 1’¢levage des
moules (Mytilus galloprovincialis) et des huitres (Crassostrea gigas) implantées au bord de la mer,
a Kouali, 3,6 km a ’EST de Tipaza, Cultmare de Tipaza dispose d’un terrain de 2000m? et d’une
concession maritime de 36 hectares dans laquelle sont installées, en Sub-surface, 20 filiéres

conchylicoles de 300 métres chacune (Cf. Figure 10). http: /Cultmare.com/.

Figure 10: Photo représentatif de I’implantation de la ferme Cultmare de Tipaza.

11.2 Choix des stations

Toutes les stations choisies au port selon les différents points de rejets ont été géoréférenciees par
GPS (Garmin) (Cf. Tableau7) pour cette présente étude.

https: //earth.google.com/

Tableau 7: Caracteristiques géographiques et physicochimiques des stations choisies

Stations | Latitude Longitude Parameétres physicochimiques
Ph Température | Oxygene

°C ppm
S23 36, 76708833 | 3,06275833 8,17 16 5,22
S 26 36, 76419500 | 3, 06744167 8,13 16,2 4,92
S22 36,76298833 | 3,06368000 8,08 16,2 4,09
S31-32 | 36,7580600 3,07071500 8,07 16,2 4,82
S 32-33 | 36,75777667 | 3,07180167 8,08 16,1 3,59
S 33-34 | 36,76161667 | 3,07184167 8,11 16,1 4,69
S35 36,75745000 | 3,0739033 8,11 16,1 4,69
S 36 36,75756333 | 3,07427167 8,06 16,3 4,88
S 37 36,75690167 | 3,07548833 8,06 16,3 2,21
Q12 36, 7748266 3,0626633 8,18 16 5,53
Cultmare | 36,59145500 | 2,51146500 8,23 16,4 13,37
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11.3 Echantillonnage et Prélevements
Les sorties en mer ont été effectuées le 3 et le 4 Mars 2020.

11.3.1 La premiére sortie

La premiére sortie a été effectuée au port d’Alger, on a choisi 12 stations, I’accés a ces derniers a
¢té effectué a l'aide d’une embarcation “’Sidi R’Ghiss Al 3676’°. Nous avons fait deux
prélévements par station, I’eau de mer et les sediments a une profondeur entre 8 et 14 m, comme
nous avons collectés les débris flottants sur la surface de I’eau de mer.

e Les prélévements d’eau de mer ont été réalisés, & 40 cm de la surface a ’aide des flacons
stériles de 200 ml, dont ces derniers s’ouvrent sous 1’ecau afin d’éviter toutes les
contaminations extérieures (Cf. Figure 11).

Figure 11: Prélévement d’eau de mer (de la présente étude)

e Les sédiments profonds marins (Sp) ont été prélevés a I’aide d’une benne et mis dans des
flacons stériles de 100ml (Cf. Figure 12).

Figure 12: Prélevement des sédiments profonds marins (de la présente étude)

e Les débris ont été récoltés en surface et mis dans des sachets en plastique (Cf. Figure 13).

{

Figure 13: Prélevement des débris (de la présente étude).
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En effet, les moules ou les oursins du port ont été récoltés sans précaution particuliere, ils ont
été mis dans des sachets en plastique. L’étude fongique ne concerne que la chair, qui pour sa
consommation pourrait représenter un risque pour la santé humaine, une décontamination de la
coquille est alors suffisante avant leur ouverture pour éviter les contaminations extérieures.

En paralléle, la mesure des paramétres physico-chimiques de chaque station était faite le long de
la sortie, en utilisant une valise multiparamétrique.

Un étiquetage est attribué a chaque échantillon, puis ’ensemble était stocké dans une glacicre a
4°C pendant le transport au Laboratoire de Biologie Cellulaire et Moléculaire (LBCM1) de
I’ENSSMAL et les analyses se fonts le plus tot possible.

11.3.2 Deuxieme sortie

La deuxiéme sortie a €té effectuée au niveau de la ferme d’élevage conchylicole Cultmare de
Tipaza. Deux types de préléevements ont été réalisés: le premier concerne les moules et les huitres
stockées dans les bassins alimentés d’un systéme de filtration, le second est celui de ’eau de mer du
bassin et du rivage. Ainsi que, la mesure des paramétres physicochimiques (Cf. Figure 14).

Les échantillons d'eau de mer ont été placés dans des flacons stériles. Les moules et les huftres ont
été récoltés sans précaution particuliére, ils ont été mises dans des sachets en plastique. L'ensemble
des échantillons a été stocké a 4°C pendant le transport jusqu’a analyse.

Figure 14: Bassin de filtration des moules et des huitres (de la présente étude).

11.4 Présentation de matériel biologique
11.4.1 Moules

11.4.1.1 Généralités
Les mollusques bivalves du genre Mytilus sont des organismes marins filtreurs, ils sont largement
distribués dans le monde entier (Gosling, 1984), vit solidement accrochées aux rochers ou aux
objets immergés, et ils ont une large gamme de tolérance au stress (Depledge et Fossi, 1994).
Elles sont reconnues mondialement comme des modé¢les d’intérét en toxicologie environnementale
(Rittschof et McClellan-Green, 2005), des bons bioaccumulateurs lors de la filtration de 1’eau de
mer pour la nutrition (Pruell et al., 1986).
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Mytilus galloprovincialisestune espece représentatif de mer Méditerranéenne (Skibinski et al.,
1983; Gosling, 1992) et elle fait I’objet d’un élevage intensive en Algérie (FAO, 2014).

C’est une espece gonochorique sans dimorphisme sexuel, la présence d’hermaphrodisme est tres
rare (1/1000) (Gosling, 1992). La femelle se caractérise d’une couleur orangedtre des gonades,
tandis que le méle a des gonades de couleur blanc crémeuse. La maturité sexuelle des moules
intervienne au bout d’un an. Les gonades représentent les organes sexuelles, dont ils comprenant les
gametes males ou femelles. (Lubey, 1959).

Figure 15: Mytillus galloprovicialis (la présente
étude)

11.4.1.2 Classification
Reégne : Animalia.
Embranchement : Mollusca.
Classe : Bivalvia.
Sous classe : Pteriomorphia.
Ordre : Mytiloda.
Famille : Mytilidae.
Genre : Mytillus .
Espéce : Mytillusgalloprovicialis.(Cf. Figure 15)

11.4.2 Huitres (Crassostrea gigas):

11.4.2.1 Généralités
Crassostrea gigas, appelée également huitre creuse japonaise (Thunberg, 1793), est un organisme
marin filtreur, de coquille solide, inéquivalent, extrémement rugueuse, trés cannelée, et laminée
(Hughes, 2008). elle se reproduisent naturellement, par voix sexuee (Soletchnik et al., 2018). Elle
traverse nombreuses phases de métamorphose pour devenir un naissain, ce dernier est élevé pendant
2 ans et demi environ afin de parvenir a la taille adulte (France naissain, 2020).

L’huitre creuse japonaise, préfere de vivre dans les couches inférieures des substrats solides,
attachée aux rochers, aux débris et aux coquilles a partir de la zone intertidale inférieure a
40m(FAO, 2020).
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Cette espéce afait 'objet d’élevage intensif en Algérie depuis ’année 2006, a raison de sa valeur
nutritionnelle et son importance économique (FAO, 2020), elle est utilisée aussi comme modéle
biologique pour des tests écotoxicologiques ( Zélie, 2020).

Figure 16: Crassostrea gigas (la presente étude)

11.4.2.2 Classification de I’huitre creuse Japonaise

Regne : Animalia

Embranchement : Mollusca

Sous embr : Echinozoa

Classe : Bivalvia

Ordre : Ostreida

Genre : Crassostrea

Espéce :Crassostreagigas (Thunberg, 1793) (Cf. Figure 16)
11.4.3 Oursins

11.4.3.1 Généralités

Les oursins sont des créatures de mer épineuses, leur caractéristique la plus apparente est la
présence des échinides. Leur taille est généralement variée entre 5 et 10 centimétres de diameétre
(Guille et al, 1986). La plupart des oursins sont omnivores, se nourrissent par 1’arrachement des
algues, des plantes, organismes en croQtants, perforants ou, sessiles, et petits invertébrés. La
respiration se fait au niveau de la peau (Ifremer, 2011). lls ont une reproduction sexuée. (Ifremer,
2012).

Ils existent deux grandes subdivisions des échinides ; régulieres et irrégulieres (Guille et al., 1986).
Ils sont trouvés dans toutes les mers depuis la zone coétiére jusqu'aux grandes profondeurs. Au
niveau des rochers, des herbiers ainsi que les fonds vaseux ou sableux. Ils supportent mal les
variations de salinité (Guille et al, 1986). Arbacia lixula et Paracentrotus lividus sont parmi les
oursins les plus connus en Méditerranéen (Sala et al., 1998).
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Les oursins ont fait I’objet d’'un grand nombre de travaux, qui portent sur la biologie, et la
dynamique des populations (Allain, 1975 ; Régis, 1978 ; Verlaque, 1984 ; Semroud et Kada, 1987 ;
Byrne, 1990 ; San Martin, 1995) et ils sont utilisées dans la biosurveillance marine, comme bio-
indicateur, vu leur capacité a concentrer les contaminants. (US EPA, 1988 )

Figure 17: Paracentrotus lividus (la présente étude).

11.4.3.2 Classification des oursins

Reégne : Animalia.
Sous régne : Bilateria.

Infra regne : Deuterostomia.

Embranchement : Echinodermata.

Sous embranchement : Echinozoa

Classe : Echinoidea

Ordre : Camarodonta

Genre : Paracentrotus

Espéce : Paracentrotuslividus(Lamark, 1816) (Cf. Figure 17).

1.5 Mise en culture des échantillons pour I’isolement des souches fongiques
Les différents échantillons ainsi récoltés ont été mis en culture sur milieux solide en boite de Pétrie
afin d’isoler les moisissures .Toutes les manipulations ont été réalisées dans des conditions strictes
d’asepsie.

11.5.1 Préparation des milieux de culture
Nous avons utilisé 5 milieux de culture dont la composition est décrite en Annexe 1 (Tableau 1) :

- PDA (Potato Dextro Agar).

- MEA (Malt Extrait de Levure Agar).
- RB (Rose Bengale).

- CYA (Czapek Dextrose Agar).

- GN25 (Glycérol Nitrate Agar).
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On utilisant I’eau de mer stérile (autoclavée 3 fois) pour se rapprocher des conditions du milieu
naturel pour la préparation des milieux de culture.

Les milieux de culture sont répartis dans des flacons de 200 ml et stérilisés par autoclavage a 120°C
pendant 15 min.

A leur sortie de 1’autoclave et avant leur coulage dans les boites de Pétrie, nous additionnons 3
gouttes (0,05ml) de tween80 comme agent tensioactif et 10 gouttes d’antibiotique a 50 mg
d’amoxicilline afin d’inhiber le développement bactérien.

I1.6 Mise en culture des échantillons
Avant d’entamer le travail, il est important de créer une zone stérile, par la flamme du bec Bunsen,
sur une paillasse soigneusement nettoyée.

Les techniques de mise en culture varient selon le type d’échantillon.

11.6.1 Eau de mer

5ml d’eau de mer sont étalés sur la surface du milieu Rose Bengale dans des boites de Pétrie de 90
mm, a I’aide d’une pipette Pasteur incurvée en rateau. On utilise 2 boites de Pétrie pour chaque
station.

11.6.2 Seédiment de profondeur (Sp)

La solution meére est préparée en melangeant 1g de Sp avec 49 ml d’eau de mer stérile, quelques
gouttes de tween80 sont ajoutées pour mettre toutes les spores en suspension selon les étapes
suivantes :

- Homogénéiser la solution mere par agitation du flacon de prélevement pendant 10 min sur un
agitateur magnétique. La suspension obtenue correspond & la solution mére (1" dilution)

- Procéder tout d’abord a la numérotation des tubes en les étiquetant respectivement pour les
différentes dilutions.

- Prélever a I’aide d’une pipette graduée, 1ml de la solution mere a 9 ml d’eau de mer stérile dans
un tube a essai, c’est la deuxiéme dilution décimale.

- Prélever 1ml de la suspension de la deuxieme dilution, avec une pipette Pasteur stérile et
transvaser dans un second tube a essai contenant 9ml d’eau de mer stérile, pour arriver a la
troisiéme dilution.

A T'aide d’une pipette stérile, 0.5ml de chaque dilution est étalée sur le milieu Rose Bengale avec 2
répétitions et une seule fois sur le milieu Cz. Les tubes ensemencés correspondent aux dilutions
décimales.

11.6.3 Débris

Chaque debris (bouchon, polyester, bois) flottant en surface est mis dans un flacon contenant 49 ml
d’eau de mer stérile, deux gouttes de tween80 sont ajoutées, I’ensemble est bien vortexé avec une
pipette stérile, 0.5 ml de chaque suspension est étalée sur le milieu Rose Bengale avec deux
répétitions, et une seule fois sur milieu Cz.
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11.6.4 Oursins, moules et huitres

Avant son ouverture (oursin, moule, huitre), la coquille a été soigneusement lavée et décontaminée
au moyen d'une gaze stérile imprégnée avec de 1’alcool a 70%, puis rincée a l'eau distillée stérile.
Les coquillages sont ensuite ouverts dans une atmospheére stérile et la chair a été récupérée. Cette
derniére, a été tout d’abord, lavée au moyen d'eau de mer stérile afin d'éliminer I'eau inter-valvaire
qui pourrait contenir des spores, puis les chairs ont été broyées dans de l'eau de mer stérile. Le
broyat a ensuite été centrifugé a 2500 (tours) min™ pendant 15 min et le surnageant a été ensemencé
sur la gélose comme pour les autres types de prélevements, comme pour les sédiments, le volume
étalé a été a 1 ml par boite.

Toutes les boites de Pétri ont été incubées a 25°C, pendant 7 jours, avec un suivi hebdomadaire.
Repiquage et purification des souches

Des observations quotidiennes qui ont été effectuées afin de poursuivre le développement radiales
des colonies fongiques, et enfin décrire 1’ensemble des caractéristiques culturelles et
morphologiques.

Pour obtenir des isolats purs, des observations quotidiennes ont été effectuées des I’apparition des
colonies fongiques filamenteuses.

Une mycoflore variée s’est développée, chaque isolat développé a été repiqué, le repiquage consiste
a prélever un fragment mycélien, a la marge du thalle de chaque colonie fongique
morphologiquement distincte a I’aide d’une anse de platine stérile et de le transférer au centre d’une
boite de Pétri de 9 cm @ contenant le milieu PDA plus un antibiotique : le chloramphénicol, a une
concentration de 50 mg/l, en vue d’éviter la prolifération bactérienne qui pourrait inhiber ou géner
celle des champignons, avec quelques gouttes de tween 80 pour mettre les spores en suspension.
Aprés cette opération, les boites sont entourées de parafilm et sont mises a incuber a une
température de 25°C pendant 7 jours et plus, jusqu’a I’envahissement total de la surface de la
gélose.

En cas de contamination par autres souches fongiques, la purification des souches est effectuée par
le repiquage successif des souches sur le méme milieu jusqu’a 1’obtention des souches pures (Cf.
Figure 18 -page 29).
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Figure 18: Schéma représentatif de dénombrement et d’isolement des micromyceétes.

1.7 Meéthode monosporique OSMAC: One Strain Many Componds
Cette méthode se fait parallelement avec la conservation des souches fongiques filamenteuses.

Une bouture de culture fongique était immergée au sein d'un tube d’Eppendorf contenant de 1’eau
de mer stérile mélangé avec le tween 80, puis le contenant a été agité au vortex pendant quelques
minutes. A partir de ce mélange a servi & inoculer en 3 points équidistant des boites de pétri de
90mm coulées avec les milieux suivants : (MEA, CYA, PDA, GN25) et incubées pendant 7 jours a
25°C, une bofite de CYA supplémentaire a été incubé a 37°C.

Afin de déterminer la température optimale et les caractéristiques de croissance des souches
concernées ; un suivi quotidien de développements des souches a été fait pendant 7 jours ; les
diametres des colonies ont été enregistrés. La texture de la colonie, le degré de sporulation, les
couleurs avers et invers des colonies, la production des pigments et des exsudats ont été notés.

11.8  Conservation
Le principe de la méthode de conservation des souches utilisées dans cette étude, est basé sur
I’émergence des boutures de culture fongique, au sein d’un tube Eppendorf contenant 1 ml d’eau de
mer stérile avec quelques gouttes de tween80. Les tubes Eppendorf sont fermés par du parafilm et
bien étiquetés. Ces derniers peuvent étre conserves a 4°C ou méme a température ambiante (37°C —
présente étude).
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Les souches fongiques filamenteuses répertoriées, lors de cette étude ont permis de constituer une
mycothéque a TENSSMAL.

11.9 Identification des micromycetes filamenteux
L’identification des champignons filamenteux est basée principalement sur I’observation des
caracteres macroscopiques et microscopiques, Sans oublié I’analyse moléculaire qui est importante
voir indispensable.

11.9.1 Observation macroscopique

Elle se fait apres la mise en culture des champignons, via I’ceil nu ou la loupe binoculaire. On
observe les aspects de ’appareil végétatiftels que la couleur du recto et verso (blanche -verte-
noire ...), la taille, I’aspect (duveteux, filamenteux, peurcux...), et le relief (plat, plissé..), aussi la
présence ou I’absence des pigments diffusant dans la gélose (Lecellier, 2013).

11.9.2 Observation microscopique

Elle se fait par 1’utilisation d’un microscope optique, en se basant sur la structure de I’appareil
végétatif (hyphes septés ou non). Les organes de fructification (mode et type de formation des
spores) et les spores (aspect et type). (Lecellier, 2013).

11.10 Fermentation en milieu liquide
Des flacons de 250 ml contenant 100 ml du milieu de culture Czpeck dox liquide (Cz) et le YEPD
liquide, ont été inoculées avec 5 disques de 6mm d’une culture agée de 7 jours puis incubés a 25°C,
pendant 14 jours (Tuomi et al., 2001 ) suivi d’une agitation vigoureuse quotidienne a l'aide d'un
agitateur magnétique.

Les jus de fermentation ont été soumis a plusieurs filtrations stérilisantes sur membrane de
filtration (0,45um), afin d’évaluer leurs toxicités sur les nauplies d’Artemia.

Figure 19: A- Fermentation des souches fongiques B- Filtration des extraits fongiques
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11.11 Test de toxicité aigué sur les larves d’A.salina
11.11.1 Protocole générale

11.11.1.1 Principe du test

Le test de toxicité aigué sur les larves d'A.salina consiste & mettre en contact un nombre donné de
larves avec une quantité connue de substance toxique et d'observer leur mortalité au bout de 24 h.
Ce test est le plus souvent réalisé sur des larves au stade Il et I1l. Les larves sont soumises a une
gamme de dilutions de l'agent potentiellement toxique en solution dans le milieu. Apres 24 h de
contact a l'obscurité, les larves survivantes sont comptées et le résultat obtenu permet le calcul de la
concentration létale 50 (CLsp), c'est-a-dire la concentration qui entraine la mort de la moitié des
larves de départ. (Sallenave, 1999).

11.11.2 Obtention des larves

11.11.2.1 Obtention des cystes
Les cystes d’Artemia utilisées dans notre étude sont procurée partir du Centre Nationale de
Recherche et développement de 1’Aquaculture « CNRDPA ». Il s’agit de cystes déshydratés
(lyophilisés) conditionnés en boite produite par INVE Aquaculture Nutrition (Cf. Figure 20).

Figure 20: Souche d’Artemia utilisée dans le test (de la présente étude)

11.11.2.2 Eclosion des cystes
Une quantité de 250mg de cystes d’Artemia a été introduit dans un bécher contenant 1 litre d’eau de
mer stérile et aérée pendant 24h. Les cystes d’Artemia sont maintenus en suspension et oxygénation
a ’aide d’une aération fournie par une pompe a air, le montage est illuminé par une lampe latérale,
on utilisant un thermostat pour maintenir la température de 1’eau a 28°C (Cf. Figure 21).
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Figure 21: Obtention des larves.

Aprés 20 a 24 heures (durée d’incubation) les nauplies éclosent, aprés 48h au début de 1’incubation,
toutes les larves avaient muées jusqu’au stade 2-3, ces derniers ont été démontrés dans plusieurs
articles qu’ils sont les deux stades les plus sensibles (Sanchez et al, 1996, 1997 ; Sorgeloos 1978 ;
Persoone et al, 1981), donc ils ont été utilisés dans notre test de toxicité.

Apres ce temps d’incubation, stoppez le bullage, laissez reposer le mélange pendant pas plus de 15
min, ce qui est pour but de séparer les ceufs non éclos des nauplies et des cystes vides. Cette
séparation est d’autant améliorée en éclairant une zone supérieure du bécher avec une lampe. Les
ceufs non éclos vont sédimenter au fond de bécher et les ceufs éclos vont se retrouver a la surface.
La lumiere permet de concentrer les nauplies sur une zone pour faciliter leur récolte a ’aide d’une
pipette.

11.11.3 Test préliminaire

A partir des 56 extraits fongiques récoltés, 18 souches ont été sélectionnées pour le test préliminaire
Le volume contenu dans chacun des puits est de 2,5ml. Pour chaque extrait fongique, 3 répétitions
sont réalisees.

Dans chaque puits sont additionnées 10 larves obtenues précédemment. Aprés 24 h dans I’obscurité,
a température ambiante, les nauplies morts sont comptés, (Cf. Figure 22).

Figure 22: Plaques multipuits pour le test de toxicité d’Artemia salina gardées en obscurité

11.11.3.1 Tests négatifs
En outre, des tests temoins négatifs sont représentés par I’eau de mer et deux témoins d’innocuité, le
milieu liquide non ensemencés YESD et CZ, ils ne doivent pas étre 1’origine d’aucune toxicité
(Sallenave, 1999).
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11.11.3.2 Test positif
Pour le test positif on a utilisé lauryl sulfate de sodium (LSS).

Le témoin positif a servi a I’étalonnage, ainsi a évaluer la sensibilité des larves d’Artemia salina
utilisées pour nos tests. Les concentrations testées sont les suivants : 2, 5, 10, 20, 40, 60,80 et 100

pg /ml.

Trois (3) séries de dilutions sont testées avec trois répliquat pour chaque concentration, 2 ml de
solution sont versés dans chaque puits contenant 10 nauplies, et incubé en obscurité. 24h apres, les
nauplies morts sont comptées.

La plague multipuits est placée sous une loupe binoculaire, ainsi que, la mortalité est enregistrée
dans chaque puit, en déterminant le nombre d’individus morts, (aucun mouvement des appendices
n’est observé aprés 10 secondes) (Cf. Figure 23).

Figure 23: Comptage des individus morts (de la présente étude)

11.11.4 Détermination des CLso des souches actives

Les souches actives sélectionnées par le premier test de dépistage, font ensuite I'objet d'une étude
plus approfondie (Cf. Figure 24). Pour la détermination de leur CLso, les jus ayant montré une forte
activité lors du premier test sont dilues aux 1/10 et 1/2.

Calcul de la CLsg

A partir de la courbe représentant le probit de pourcentage de mortalité en fonction du logarithme
de la concentration (courbe sigmoide), il a été possible de déterminer la CLso en calculant au
préalable la pente (a) et I’'ordonnée a 1’origine (b) de la portion droite centrale de cette courbe selon
I’équation (Sallenave, 1999) :

CL5(): 10 (50-a)/b
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Figure 24: Test des souches actives.

11.12 Extraction des métabolites a partir des filtrats fongiques

11.12.1 Extraction liquide-liquide

La méthode d’extraction liquide-liquide (ELL) permette le transfert d’un soluté initialement
contenu dans une phase liquide vers une autre phase liquide non miscible (Abe et al, 2010), cette
méthode est utilisée dans notre cas afin de purifier et concentrer les métabolites primaires et
secondaires libérés dans les jus de fermentation apres dix jours d’incubation a 25°C, de six souches
fongiques (Aspergillus, Penicillium, Mucor et Fusarium) suite aux résultats issus a partir de test de
toxicité aigué sur Artemia salina. Ces métabolites vont étre décréter par une méthode
chromatographique sur couches minces (Cf. Figure 25 - page suivante).

Le mélange binaire de solvants utilisés dans cette premiere étape, est composé de chloroforme,
méthanol plus le jus de fermentation, volume par volume 25 ml : 25 ml : 25 ml respectivement,
apres la formation de deux phases, la phase aqueuse est versée dans une ampoule a décompter et
disposer sur un évaporateur rotatif pour 1’évaporation sous vide des solvants organiques. Ensuite, la
récupération du contenu est effectuée dans 1ml de chloroforme et 0, 5 ml de méthanol (Folch et al.,
1957), pour la séparation sur CCM (Cf. Figure 26-page suivante).
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Figure 26: Evaporation des solvants par 1’évaporateur

11.12.2 Chromatographie sur couches minces (CCM)

La chromatographie sur couches minces constitue la méthode de base qui permet de caractériser et
de définir une biomolécules (Gibbons et Gray, 1998), et donc de vérifier les métabolites et les
identifiés. Elle a I’avantage d’étre rapide et peut traiter plusieurs échantillons en parallele. Elle se
fait sur une plaque de gel de silice par le dépot de 10 pl de I’échantillon et immergé au sein d’une
cuve chromatographique contenant la phase mobile composée d'un mélange d’éluant (Consden et
al., 1944). Aprés la migration et 1’évaporation des produits d’élution, les plaques ont été procédées
pour la révélation par I’utilisation des réactifs convenables qui font apparaitraient les substances
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recherchees sous forme de spots (taches colorées). L’identification des spots apparus se fait par le
calcul des rapports frontaux (RF) (Munier, 1968).

Rapport frontal (rétention frontale) :
RF= hauteur de la tache/ hauteur du front du solvant
O<RF<1

Les deux systemes révélateurs cités dans la littérature (Randerath, 1971) que nous avons utilisés
dans notre travail sont :

Systeme 1 : contenant un mélange de chloroforme et méthanol de volume (90 /10). Le révélateur
proposé est la rhodamine. (Taechowisan et al, 2005)

Systéme 2 : contenant du chloroforme, méthanol et ’eau de volume (65 /24/4) et le révélateur
proposé est la rhodamine. (Lepage, 1967)

Par la non disponibilité de la rhodamine au sein du laboratoire de notre école, nous avons utilisé
d’autres révélateurs : I’iode et I’acide phosphomolybdique.
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Résultats et discussions

I11.1 Les parametres physicochimiques

Les parametres physicochimiques de ’environnement, y compris la température, pH et oxygéne,
sont importants pour la survie, ’adaptation et la croissance des microorganismes (Jaitly, 1987 ;
Jones et Alias, 1997, Raghukuma, 2008). Dans notre étude, les prélevements ont été effectués en
printemps, pendant le mois de mars ou la température moyenne globale dans les différentes stations
du port d’Alger était de 16°C. Cette moyenne était basse, ceci est essentiellement lié, a la présence
d’un réseau d’assainissement au sein du port qui verse de ’eau plus froide que celle du port, a
laquelle s’ajoutent les conditions météologiques de la période d’échantillonnage (période
printemps) qui influence directement sur la couche superficielle de 1’eau. Selon (Griffin, 1981), les
champignons marins nécessitent des températures comprises entre 25°C et 30°C pour se produire.

Les niveaux de pH détectés dans les différentes stations sont légerement alcalins et varient
seulement de 8,06 a 8,18. L’activité fongique est largement influencée par le pH, les champignons
tolerent une gamme de pH allant de 4,5 a 8 (Botton et al., 1999 ; Bocard, 2006 ).

Par ailleurs, les valeurs de 1’oxygéne dissous (OD) varient de 2,21 ppm a 5,43 ppm avec une valeur
moyenne de 3.911 ppm. L’oxygene est considéré comme un ¢lément essentiel pour les
champignons aérobics, il y a une différence entre les valeurs d’OD par stations, tandis que les
valeurs de pH et la température sont plus au moins stables entre les stations (Cf. Tableau 1 - Annexe
4).

I11.2 Résultats globaux

Le criblage de la flore fongique du port d’Alger et de la ferme conchylicole Cultmare de Tipaza,
nous a permis d’isoler 314 souches de champignons filamenteux réparties sur 11 genres fongiques,
dont ils sont par ordre déecroissant : Aspergillus 66,56%, Penicillium 26,84%, Eurotium 1,92%,
Neurospora 1,28%, Mucor 0,96%, Emericella nidulans 0,64% et Alternaria,Cladosporium,
Acremonium, Nigrospora et Scedosporuim a 0,32% pour chacun , évoluant dans les
compartiments, eau de mer, sédiments, moules, oursins, huitres et débris. (Cf. Figure 27- page 41 ).

La détermination de la charge fongique est faite par comptage des colonies, le tableau 08-page 40
présente pour chagque genre, le nombre de souches isolées, en fonction des stations et des substrats.
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Tableau8: Répartition fongique globale dans les différents sites de prélevement

Emericella
nidulans
(Cellules de
Stations Matrices Aspergillus Eurotium Penicillium Hulle) Cladosporuim Alternaria Nigrospora Acremonium Neurospora Mucor Scedosporium Somme
EM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S23 Sp 5 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 7
EM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
26 Sp 7 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 10
EM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S31-32 Sp 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2
EM 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
S32 Sp 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16
EM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S32-33 Sp 3 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 6
EM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S33-34 Sp 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
EM 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
S35 SM 11 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 13
EM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S35-36 Sp 9 1 3 0 1 1 0 0 0 0 0 15
EM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
36 Sp 9 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 17
EM 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
S37 Sp 7 0 7 0 0 0 1 0 0 2 0 17
BM 22 EM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sp 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9
Q12 EM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(Suite)
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Tableau 8 : (suite)

Q12 Sp 3 0 8 0 0 0 0 0 4 0 0 15
Moules oM 9 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 14
Qursins oM 3 4 3 2 0 0 0 0 0 0 0 10
Corde D 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Bouchon D 35 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 40

Coquillage D 11 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 16
Polyester D 35 0 18 0 0 0 0 0 0 1 0 54

Bois D 12 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 24
Eau de

bassin C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eau du

rivage C 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Moules C 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15
Huitres C 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Somme
35 209 6 84 2 1 1 1 1 4 3 1 314

EM : eau de mer, Sp : sédiments profonds, D: débris, C : Cultmare de Tipaza OM : organismes marins.
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Figure 27: Répartition de la microfonge globale.

La fréquence des souches fongiques: Ioccurrence des souches fongiques a été calculée, selon
Dajoz (1983) en utilisant la formule :

Fo=Ta * 100 /TA.
Ou : Ta= nombre d’échantillons dans lesquels un taxon s’est produit.
TA= nombre total des échantillons.

Les valeurs ont été considérées selon la classification suivante: <10% (rares), 10-25% (de basse
fréquence), 25<35% (fréquentes), 35 < 50% (abondantes) et <50% (tres abondantes).
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Figure 28: Fréquences d’apparition des genres fongiques isolés du port d’Alger.

Les résultats représentés dans le Tableau 3 - Annexe 6 et la Figure (28) révélent qu’ Aspergillus
65,71%, est le genre fongique qui a la fréquence d’occurrence la plus ¢élevée, c’est un genre tres
abondant dans le port, il est enregistré dans 23 échantillons sur 35, le genre Penicillium a 45,71 %
est considéré aussi comme un genre abondant, il est isolé dans 16 échantillons sur 35, les isolats
restant : Eurotium sp (8, 57%) et Mucor sp (5,71%).Par contre, les isolats fongiques suivants :
Cladosporuim sp, Alternaria sp, Nigrospora sp, Acremonium sp, Neurospora sp, Scedosporium sp
et Emericella nidulans ont été déclarés tres peu fréquentes avec (2,85 %) pour chacun.
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Figure 29 : Repartition des souches fongiques en fonction des types de préléevements
EBC : Eau de bassin Cultmare de Tipaza ; OMC : Organismes marins Cultmare de Tipaza
OMP : Organismes marins du port ; DBP : Débris du port ; SM : Sédiments marins du profonds

EM : Eau de mer

Les résultats illustrés dans la Figure (29), constituent une représentation des différentes espéces
fongiques considérées sur les deux sites étudiées, le nombre de souches isolées en fonction des sites
et des types de prelevements. En terme quantitatif, une diversité importante a été déterminée vis-a-
vis des types et des sites de prélevements. En outre, le nombre des isolats fongiques a été plus
important aux niveaux des débris et de sédiments du port d’Alger. En terme qualitatif, on remarque
une forte population fongique énumérée dans les sédiments de profondeur, ce substrat présente une
richesse en communauté mycélienne, comparativement aux autres compartiments (eau de mer,
organismes marins et débris (Ruiz, 2007), les espéces fongiques observées au niveau des sédiments
et des débris avec abondance sont Aspergillus et Penicillium respectivement.

D’autre part, Cladosporuim sp, Alternaria sp, Nigrospora sp, Acremonium sp, Neurospora sp,
Mucor sp, ont été répertoriés uniquement dans les échantillons de sédiments de profondeur.

111.2.1 Eau du Bassin d’élevage
L’isolement de I’eau du bassin de la ferme conchylicole Cultmare de Tipaza, révéle la concentration
la plus faible en terme de diversité fongique, avec 1’abondance du genre Aspergillus. Cette faible
diversité est di certainement au systéme de filtration continu et la décontamination de 1’eau ainsi
que la stérilisation de 1’eau par les rayons UV, afin de bien conditionner les moules et les huitres
destinées a la commercialisation.
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Le nombre faible de souches fongiques recensé dans I’échantillon de 1’eau du bassin, est
probablement en relation avec filtration des bivalves récemment stockés dans le bassin.

111.2.2 Eau de mer

Les résultats obtenus au niveau de I’eau de mer du port d’Alger, ont révélé une tres faible
concentration de souches fongiques par rapport aux prélevements effectués par Oualtache et
Meziani (2017) durant le mois d’avril et mai. Il ressort que la microflore marine au niveau du port
d’Alger pendant cette période de I’année est plus €levée que celle du mois de mars (période
printaniére). Ce qui nous laisse penser a I’existence d’une relation entre le développement des
espéeces, la période et le nombre de prélevement, ainsi que, les conditions météologiques.

111.2.3 Sédiments

La diversité fongique apergue dans les sédiments profonds marins, est di au taux d’humidité du
milieu marin, a la pression hydrostatique €élevée et a la forte charge en matiéres organiques
(animaux morts, plantes, sols...) qui présentent une Véritable source alimentaire, riche en
nutriments pour la microfonge saprophyte permettant en conséquence, a une forte prolifération des
champignons. (Ruiz, 2007).

La répartition inégale de I’abondance des mycoflores entre les différentes stations du port d’Alger,
est liée essentiellement aux changements des taux de matiére organique, en revanche, a 1’état de
pollution des stations S36 et S37. (Cf. Figure 30)
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$23 $26 S$31-32 S$32-33 S35 S36 S37 BM 22 Q12

B Eau de mer M Sédiments

Figure 30 : Nombre de souches fongiques recensées dans chaque station de prélévement.

111.2.4 Organismes marins du port (moules et oursins)

La diversité fongique retrouvée dans les échantillons des organismes marins du port d’Alger
(moules et oursins), révelent I’existence de ces souches dans 1’eau de mer, en tant qu’organismes
filtreurs (les moules) par excellence, tamisent continuellement I’eau de mer pour en puiser le
microplancton marin (champignons, bactéries, micro algues, protozoaires ...) ou les particules qui
s’y retrouvent et dont elles se nourrissent (Matallah-Boutiba, 2009).
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111.2.5 Débris du port

C’est dans I’échantillon des débris du port d’Alger ou il y a le plus grand nombre de souches de
moisissures filamenteuses a pu étre déterminé, ou il a atteint 53 souches pour le polyester, 40
souche, pour le bouchon, 24 pour le bois et une seule souche pour la corde, suggérant une origine
terrestre des champignons issus des débris, suivi d’une adaptation, enfin une colonisation du milieu
marin.

I11.3 Inventaire fongique de différentes régions dans le monde

Le Tableau 9 (page 45) résume les résultats de quelques travaux sur la biodiversité fongique du
milieu marin dans les différents sites géographiques du monde.
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Tableau 9: Inventaire de la diversité fongique marin des différentes régions marines dans le monde

Microfonge
des
écosystemes
marins

Pen

Tri

Fus

Cla

Acr

Asp

Pae

Muc

Ver

Ulo

Sco

Sta

Dre

Dis

Alt

Tal

Dem

Hum

Gli

Dor

Cyl

Chr

Pho

Gli

Pul

Geo

Rhdg

Phi

Acr

Exo

Rhi

Eur

Neu | Nig

Sce

Shaumann
(1993),
Mer du

nord

Sarquis et
Cunha de
Oliveira
(1996),
Cotes du
Brésil De
Moura

Sallenave
(1999),
Loire cote
Nord
atlantique;
France

Ruiz
(2007),
Loire cbte
Nord
atlantique;
France

Matallah-
Boutiba et
al.
2008),
Eaux
Algérienne
(Méditerra
née)

(Suite)
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Tableau 9 : (suite)

Bendaoud (+ (O (+ (+|O |+ (O (+ (O (O (O |O |O |O |+ |O |O |O |O|O]|]O]|]O]|]O]O]|]O]O |]O |]O |O |O |O |O |O |O
(2013),
littoral
oriental
oranais

Maamar, |+ (0 |O |+|O |+ |O |O |O (O |O (O |O |O |+ ]|]O (O |O |O |O|O O |O O |O (O |O O |+ |O O |O |O O
(2015),
port d’Oran

Mezianiet |+ |O |+ [+ |+ |+ |+ |+ |O |O |O |+ |O |O |O |O |O |O (O |O |O |+ |+ |O |O |+ |+ |+ |+ |+ |+ |0 |O |O
Oueltache
(2017),
Port
d’Alger.

Tikour |+|0}|0 |+|0}0 (O |O |O |+ |+ |0 (O (O |+ |O (O |O |O |O|O|O|O|O|O|O|O|O|O]|O]|O]|O]|O |O
(2018),
Littoral
Ouest
Algérien
Stidia -
Kristel

Halassaet |+ |0 (O |+ |+ |+ (O |+ |O |O |O |O |O (O |O (O (O [O (O |O |O |O |O |O |O |O |O (O [+ |O |O |+ |+ |+
Ghouaizi
(2020),
(présent
étude)
Port
d’Alger et
la ferme
aquacole
Cultmare —
Tipaza.

Pen : Penicillium, Tri : Trichoderma, Fus : Fusarium, Cla: Cladosporium, Acr : Acrimonium, Asp : Aspergillus, Pae : Paecilomyces,Muc : Muorc, Ver: Verticillium,Ulo : Ulocladium,Sco :
Scopulariopsis, Sta : Stachybotrys, Dre : Drechslera, Dis : Dissitimurus., Alt: Alternaria, Tal : Talaromyces, Dem : Dematiées, Hum : humicola, Gli : Gliomatix, Dor : Doratomyces, Cyl :
Cylindrocadron,Chr : Chrysoporium, Pho : Phoma, Gli : Gliocladium, Geo: Geotrichum, Rho: Rhodotorula, Phi: Phialophora, Pul: Pullularia,Geo: Geotrichum, Rho: Rhodotorula, Exo:
Exophiala, Rhi: Rhizopu, Eur: Eurotium, Neu: Neurospora, Nig : Nigrospora, Sce: Scedospoium
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Suite a une comparaison des résultats des différentes études effectuées sur la diversité fongique
marine a travers différentes régions du monde, le Tableau 9 — page 46 présente la diversité
fongique de différentes zones cétiéres du monde, en particulier 1’ Algérie.

L’¢étude de Matallah-Boutiba (2008) a montré la présence des genres suivants : Penicillium
55,18%, Aspergillus 8,29%, Mucorales 6,63%, Trichoderma 5,80%, Cladosporium 3,73%,
Fusarium 2,07%, Pullularia 1,24%, Acremonium 0,82%, Alternaria 0,82 %, Verticillium 0,82%,
Gliocladium 0,41%, Geotrichum 0,41% et les non identifiés ou Mycéliums stériles 14,10%.

Par ailleurs, Maamer (2015)a recensé les genres suivants: Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Acremonium et Alternaria.

En outre, Oueltache et Meziani (2017) ont énuméré les souches suivantes : Aspergillus et
Geothricum (13,95% pour chacun), suivie des deux genres Cladosporium et Paecilomyces
(11,63% pour chacun), suivie du genre Phialophora (6,98 %) et les genres Acremonium,
Exophiala, Fusarium, Mucor (4,65% pour chacun). Les genres restants correspondent a 2,33%
(pour chacun) et incluent les genres suivants: Penicillium, Alternaria, Stachybotrys,
Chrysosporium et Rhizopus, ainsi que 11,63% des moisissures non identifiéees.

Finalement, Tikour (2018) a trouvé dans son étude les genres suivants : Penicillium spp.
(28,78%), Scopulariopsis brevicaulis (10,07%), Cladosporium sp.(4,32%), Alternaria sp.
(3,6%), Ulocladium sp. (1,44%) et un genre de moisissure non identifié (9,35%), Rhodotorula
sp. (9,35%) et de levures non identifiees (33,09 %).

Ces resultats révelent la richesse de la flore fongique au niveau de littoral Algérienne.

En outre, la comparaison nous a permis de connaitre la variété des genres fongiques recensés
ainsi que leur fréquence dans les différentes régions mondiales et en particulier en Algérie.

Cette diversité est probablement dd a :

1- La richesse du milieu en matiére organique, les méthodes de prélevement (Matériel
utilisés) ainsi que le choix du site.

2- Les conditions environnementales au cours de préléevement influencent énormément sur
la densité et la diversité fongique.

3- Le type de substratinfluencela prolifération d’une population microbienne variée.
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111.4 Description et illustration des différents genres fongiques
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Figure 31: Cladogramme de différentes especes d’Aspergillus isolées

Aspergillus est le genre majoritaire avec une fréquence de 65,71% de souches isolées, représenté
par 7 espéces : A.flavus, A.niger, A.terreus, Eurotium amstelodami, A.fumigatus, A.ochraceus,
A.melleus.

Parmi les especes fongiques appartenant au genre Aspergillus, il a été constaté que la grande
prévalence est la section Flavii avec 57% de I’ensemble des Aspergillus isolés suivi parles
sections circumdati et terrei (16, 30 %) pour chacun (Cf. Figure 31).

111.4.1 Identification des espéces d’Aspergillus isolées

I11.4.1.1 Criteres macroscopiques
L’identification des especes du genre Aspergillus a été réalisée aprés la culture monosporique
(méthode OSMAC) sur différents milieux de culture, en se référant aux ouvrages de (Domsch et
al., 2007). La détermination des especes se fait a partir des observations morphologiques a
savoir, la mesure des diamétres des colonies, la couleur du thalle mycélien, la couleur verso de la
boite de culture, la dégradation du milieu..etc. Les résultats sont regroupés dans les tableaux 10
et 11 (page 50, 51 respectivement).
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TableaulO: Caractéristiques microscopiques des souches d’Aspergillus

Codes

Espeéces

Milieux de
culture

Diamétres
(cm)

Descriptions

(023.007.03
022.23.09)

Aspergillus niger

CYAZ37°C

6,3

- Couleur blanche a violacé.

- Formation des sillons rayonnants
sur la colonie.

- Mycélium floconneux sur la
colonie.

- verso: de couleur brun pale.

CYA25°C

Contaminé

MEA 25°C

2,8

- La vitesse de croissance la moins
lente.
- Verso: couleur brun datte avec

un tapis épais blanc a creme,
mycélium floconneux.

PDA 25°C

3,43

- La couleur était d’abord blanche,
puis noire lors de production des
conidies.

- Revers : jaune pale.

(Bois
007MEA)

Aspergillus
fumigatus

CYA37°C

6,75

- La vitesse de croissance est plus
rapide.
- Revers paille

CYA 25°C

5,76

- Colonie de couleur rose a

blanche.

MEA 25°C

3,6

- Colonie en vert foncé, mycélium
blanc.

PDA 25°C

3,13

- Colonie de couleur grise verdatre,
conidies en forme de batonnet,
mycélium incolore.

GN25
25°C

0,93

- Colonie de couleur Gris verdatre.
- Verso: Pale.

(015
MEA)

Aspergillus
ochraceus

CYA37°C

3,86

- Creme a marron.
- Pale.

CYA 25°C

55

- Colonie de couleur Créme a
marron.

- Verso: Pale.

MEA 25°C

6,7

- Colonie de couleur créme,
mycélium blanc.
- Verso : couleur brun sale avec des

bords créme.

PDA 25°C

4.8

- Colonie de couleur
mycélium incolore.
- Verso : couleur jaune.

orange,

GN25
25°C

4,6

- Colonie blanche.
- Verso : non coloré.

(Q12 002)

Aspergillus
melleus

CYA37°C

4,13

- Mycélium blanc.
- Vert jaune olive.
-Avers : non coloré.
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Tableau 10 : (suite)

CYA 25°C 6,1 - Mycélium blanc.
-Jaune olive.
-Avers : non coloré.
MEA 25°C 5,65 - Colonie de couleur créme a marron.
-Verso : marron rosatre.
PDA 25°C 3,3 - Colonie de couleur beige a creme.
- Verso : marron.
GN25 4 - Colonie de couleur jaune olive a
25°C forge blanche.
- Verso : blanc créme.
(S35-36) | Aspergillus CYA 37°C 6,55 - Couleur chamois.
terreus - Verso de couleur créeme.
CYA25°C 5,8 - Couleur chamois.
MEA 25°C 5,2 - Croissance rapide.
- Colonie de couleur de couleur
blanc créme.
- Verso : créeme.
PDA 25°C 6,3 - Colonie de couleur chamois a
beige creme.
- Verso : creme.
GN25° 2,16 - Colonie de couleur de couleur
25°C blanche.
- Verso : blanc creme.
- Croissance lente.
(S34-33) | Eurotium CYA 37°C - - contaming.
CYA 25°C 2,56 - Colonie de couleur bleu vert,
centre jaune
- Verso: de couleur verte, frange
blanche
MEA 25°C 1,56 - D’abord blanche puis vert a
jaune.
Verso : de couleur creme.
PDA 25°C - - colonie bleu vert.
- Verso : de couleur vert.
GN25 1,83 - Colonie sauvage de couleur vert a
25°C jaune.
- Verso: vert.
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Tableau 11: Aspects macroscopiques des especes d’Aspergillus identifiés .

Milieux PDA MEA CYA GN25

Especes

A.niger

A.melleus

A.ochraceus

A.fumigatus

Eurotium

111.4.1.2 Critéres microscopiques
L’observation microscopique des souches intervient dans le processus d’identification, elle a été
effectuée sur différents grossissement Gx10, Gx40, et Gx100. Des mesures des différents

organes des champignons (conidiophores, métules, stipes, vésicules...) ont été effectuées
parallelement a I’observation.
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Tableau 12 : Caractéristiques microscopiques des souches d’Aspergillus

Souches Eurotium A.fumigatus A.niger A.terreus A .ochraceus A. melleus A flavus
fongiques
Code S 33-34 Bois 007 023 007 S535-36 015 Q12 007 36 (-1)
Stipe Lisse Court (904 pum) Lisse, hyalin Lisse, Rugueux Rugueux Rugueux
(conidiophore) (2590 pm) Lisse et incolore ou brunatre Incolore (1788 pum) (860 pm) hyalin
Trés long (392 (3pm)
pm)
Vésicule Ronde Subglobuleuse Globuleuse Globuleuse (173 Globuleuse Globuleuse Globuleuse
(115 pm) (74 pm) (27pm) pm) (110 pm) (98 um) Ou
Subglobuleuse
Phialides Directement Directement Insérées sur la | Portées par des | Portées par des Portées par Portées par
portée par la portées par la vésicule par | métules insérées métules des métules des métules
vésicule vésicule, des métules sur toute la Verdatre
dressée (bisériée) partie sup de la
vésicule
conidies Globuleuse ou Globuleuses Globuleuse, Globuleuse a Lisse ou Globuleuse Subsphériques
ovale Vertes, Echinulée subglobuleuse vigoureuse Lisse a ellipsoides
Lisse échinulées (5 um) Lisse (5 pm) hyalines (48 um)
Petites (30um) (48 um)
Téte Unisérié Unisérée, en Bisériée Bisériée en bisériée bisériée Bisériée
colonne radiée colonne évasée

111.4.2 Description des espéces

111.4.2.1 Aspergillus
Aspergillus est un champignon filamenteux englobe plus de 300. Ils sont a la fois des especes
saprophytes et pathogeénes opportunistes de plantes et animaux. Les Aspergillus sont comptés parmi
les champignons les plus abondants partout dans le monde. Ils ont une large gamme de température
de croissance (6 - 55°C) et peuvent se développer a une humidité relativement faible (Bleichrodt et
al., 2013).
Les especes d'Aspergillus sont utilisees dans l'industrie de la fermentation. Ils sont également
responsables de diverses pourritures (plantes et aliments), conséquence d'une possible accumulation
de mycotoxines (Hemalatha et al., 2016).

111.4.2.2 Classification des Aspergillus
Regne: Fungi.

Phylum: Ascomycota.

Classe: Euascomycetes (Eurotiomycetes).
Ordre: Eurotiales.
Famille: Trichomaceae.
Genre: Aspergillus.

111.4.2.2.1Aspergillus fumigatus
Les colonies de cette espéce sont compactes de couleur bleu-vert. Les conidies sont tres petites a
taille variée de 2 a 3 um de diametre (Cf. Figure 32). Elle est caractérisée microscopiquement par
ses tétes aspergillaires unisériées, en colonne compacte. Cette espéce est saprophyte, ubiquiste,
cosmopolite et thermotolérant, elle peut croitre dans une large gamme de température (jusqu’a 50

°C).
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A.fumigatus, reconnue par sa production de toxines (fumagilline, brévianamide, fumitrémorgine,
pseurotine, pyripyropéne, fumigatoxine), et ses capacités d’échappement au systéme immunitaire.
(https: //www.sfm-microbiologie.org).

Figure 32: Aspergillus fumigatus A et B colonies de ’espéce recto et verso C : Observation
microscopique au Gx40

111.4.2.2.2 Aspergillus niger

C’est une espece a croissance rapide, elle est plate, duveteuse, avec un mycélium blanc porte des
conidies sous forme de goupillon, de couleur noires(Cf. Figure 33- page suivante).Aspergillus niger
a une large gamme de température de croissance : (6°C - 47°C), I’optimum est entre 35-37°C, c’est
une espéce xérophyte (germination a ’AW de 0,77 a 35°C) et un pH varié de 4,0 a 6,5
(Nguyen,2007). Elle est largement reconnaissable dans le domaine biotechnologique gréace a ces
différents bénéfices et de son innocuité d’ou son intérét économique.

Figure 33: Aspergillus niger; A et B colonies de I’espéce avers et revers
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111.4.2.2.3Aspergillus flavus

Aspergillus flavus, largement connu par son pouvoir infectieux des humains. Sa menace la plus
grave est ’infection par les aflatoxines via les aliments. Elle est rencontré chez différentes substrats;
le sol, le compost, les fruits, les débris organiques, chez les animaux et les humains (Latge, 1999;
Sugui et al.,2014), peut se développer a des températures extrémes, jusqu’a 60°C (Bourgeois et
al.,1996).

- Champignons filamenteux, les colonies ont une couleur jaune verte (Cf. Figure 34).

- Activité de I’eau variée de (0,84-0, 99).

- Espéce thermophile, la température de croissance variée de 15°C- 44°C, optimale est de 35°C
(Gauthier, 2016).

- Productrice de mycotoxines (Aflatoxines B1, B2, G1 et G2) responsable de pathologie chez
I’homme (Sirinivasan et al., 2019).

$3" -y

Figure 34: Aspergillus flavus. A et B colonies de 1’espéce avers et revers C : Observation
microscopie Gx40.

111.4.2.2.4 Aspergillus ochraceus

Le thalle de cette espece est de couleur jaune a chamois clair. Les spores sont jaunes a marrons (Cf.
Figure 35). Largement utilisée pour la production des additifs alimentaire.

- Espece mésophile.

- A une vitesse de croissance moyenne.

-Température optimale de croissance 25°C.

- Elle est rencontrée chez les éponges. fréquemment présente dans les sols, les grains en stockage
vegétaux en décomposition (Abrell et al., 1996) et elle est trouvée chez les éponges (Sallenave,
1999).

- Espéce productrice de I’ochratoxine A.
(www.univbrest.fr/esiabscientifique/Mycologie/L es+fiches+pratiques/Aspergillus+ochraceus),
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Figure 35: Aspergillus ochraceus; A et B colonies de I’espéce avers et revers ; C et D : Observation
microscopique (conidiophore non développé et conidiophore mature, respectivement) Gx40.

111.4.2.2.5 Aspergillus terreus

C’est une moisissure saprotrophe, productrice des mycotoxines (putaline). Se trouve dans les sols,
les fruits et les débris organiques, animaux et humains (Cf. Figure 36) (Latge 1999; Sugui et al.
2014; Ashu et al. 2017).

y’
y/

Figure 36: Aspergillus terreus A et B colonies de I’espéce avers et revers C : Observation
microscopique Gx40.
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111.4.2.2.6 Aspergillus melleus
Egalement appelée; Aspergillus quercinus (Thom et Church, 1926)(Cf. Figure 37) (https:
[Iwww.gbif.org/species/5259905).C’est une espéce pathogéne pour I’étre humain (Habib et al., 2015)

\ —_—

Figure 37: Aspergillus melleus A et B colonies de 1’espéce avers et revers C : Observation
microscopique Gx40.

111.4.2.2.7Eurotium (cléistothéces)

C’est la forme parfaite d’Aspergillus glaucus, ce genre comprend une vingtaine d’espéces, dont
elles sont cosmopolites et thermopréférantes. Les colonies ont parfois une couleur verte-jaunatre et
d’autres brune rouge, selon I’espéce (Cf. Figure 38).

La caractéristique de ce genre est la présence des cléistothéces. Ces espéces contaminent les
substrats organiques ou inorganiques a faible teneur en eau, ou a forte concentration en sucre ou en
sel (http: //www.univbrest.fr/esiabscientifique/Mycologie/Les+fiches+pratiques/-A.+glaucus).

Quatre especes sont communément rencontrées: E. amstelodamii, E.chevalieri, E.herbariorum et E
rubrum.

Figure 38: Eurotium sp A et B colonies de 1’espéce avers et revers C : Observation microscopique
Gx40.

111.4.2.3 Penicillium
Les Penicillium sont des champignons filamenteux, décrites pour la 1°® fois par Link (1809). IIs
sont des saprophytes et se présentent dans tous les environnements (Ropars et al., 2020). La quasi-

totalité des Penicillium ont les deux modes de reproduction sexuée et asexuée.
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lIs ont des conidiophores plus ou moins ramifiees, ces derniers sont parfois
accompagnés d’une ou plusieurs branches, et parfois sont compoSés uniquement
de phialides, ca dépend de I’espéce. Les colonies de Penicillium ont une couleur
varié de verte a bleue-vertes, qui changent en fonction de différentes conditions
(croissance, facteurs environnementaux).

Les espéces de ce genre sont des saprophytes, ils peuvent induire des dommages sur les
fruits et les cultures. En outre, elles sont utilisées a des fins humaines tres diverses telles
que la production d’antibiotiques.

111.4.2.3.1Classification des Penicillium

Régne : Mycota.

Embranchement : Eumycota.
Sous-embranchement : Ascomycotina.
Classe : Eurotiomycetes.

Ordre : Eurotiales.

Famille : Trichomaceae.

Genre : Penicillium (Thom, 1906).

111.4.2.3.2 Penicillium roqueforti

La classification actuelle de P. roqueforti Thom est donc la suivante : Fungi, Ascomycota,
Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae, Eurotiales, Aspergillaceae, genrePenicillium
sensu stricto, subgenre Penicillium, section Roquefortorum, espece roqueforti (Houbraken et
Samson, 2011).

C'est un champignon saprophyte trés répandu dans la nature. On le retrouve tres frequemment dans
le sol et les déchets organiques en putréfaction comme le bois. Sa croissance se trouve favorisée
dans des climats humides et des températures modérées.

Penicillium roqueforti est une moisissure utilisée dans la fabrication de tous les fromages bleus, et
dans la production de Roquefort, elle est considérée également comme un agent d’altération des
aliments. Elle comporte 4 populations différentes génétiqguement et phénotypiquement (Caron,
2020).

La thalle de cette espece a I’aspect velours, un mycélium blanc, des conidies de couleur bleu-vert,
occasionnellement accompagnées de gouttelettes d’exsudat a I’aspect hyalin (Samson et al., 2010).
la température optimale de croissance est de 25°C et elle ne se développe pas au-dessus de 35°C
(Moreau, 1980). On la retrouve tres freqguemment dans le sol et les déchets (Cf. Figure 39 -page
suivante).
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Figure 39: Morphologie de Penicillium roqueforti sur différents milieux de culture A : PDA ; B :
MEA ; C: CYA ; D : GN25; E: Morphologie microscopique de conidiophore Gx40.

111.4.2.3.3 Penicillium chrysogenum
Egalement appelée ; P. griseoroseum, P. notatum, P. cyaneofulvum, P. camerunense et P.
harmonense (Pitt, 2000).

Cette espéce, a I’état adulte, est de couleur variée de bleu-vert a olive grisatre, jaune ou méme
rosatre jaune (Hoekstra et Samson, 1984; Cardinal, 2003; Ellis, 2007 Patterson, 2009). Les colonies
de Penicillium chrysogenum sont plates et de texture veloutée. Le mycélium peut avoir des exsudats
jaunes. Les conidiophores sont constitués d’un stipe lisse portant un pénicille terverticillé
produisant des colonnes irrégulieres de conidies ellipsoidales lisses et de couleur verte (Pitt, 1979)
(Cf. Figure 40).

Elle est ubiquiste, distribuée dans le monde entier, et elle est connu comme agent antibiotique, et le
principale producteur de pénicilline (Pitt, 1979).

Figure 40: Morphologie de Penicillium chrysogenum sur différents milieux de culture A : PDA ; B
: MEA ; C: CYA ; D : GN25; E: Morphologie microscopique de conidiophore (Gx40).

111.4.2.3.4 Penicilium coprobium

Est une espéce de champignon anamorphe du genre Penicillium qui produit du pyripyropene
A, de la roquefortine, de Tacide pénicillique et de la patuline (https:
[/www.mindat.org/taxon-2597633.html) (Cf. Figure 41- la page suivante).
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Figure 41 : Morphologie de Penicillium coprobium sur différents milieux de culture A : PDA ; B :
MEA ; C: CYA; D : GN25; E: Morphologie microscopique de conidiophore (Gx40).

111.4.2.4 Alternaria alternata
- Ce sont des micromycetes filamenteux, toxiques et pathogenes (Cf. Figure 42).
- Les conidiophores contiennent des conidies de forme elliptique.
-Reproduction asexuée.
- Peut se cultiver a une température de (2°C-32°C) avec un optimum de (25°C-28°C). Il a un pH
égal a 5, 4.
- Il a aussi, la capacité de supporté les conditions d’anoxie (Belgarbi-Dutron, 2012).
- Alternaria alternata a un rdle allergisant important (Dézfoulian et De La Brassinne, 2005).
-Rencontré dans les sols, plantes, textiles et cartons...etc..

Figure 42: Morphologie d’Alternaria alternata A : Observation macroscopique ;

B : Observation microscopique de la forme elliptique des conidies (Gx40).

111.4.2.5 Acremonium

- Ce sont des colonies de couleur orange marqueur. Les conidies unicellulaires, hyalines, et
cylindriques. (Cf. Figure 43).

-Température optimale de croissance : 20-25°C. Pas de développement en 37°C.

- Comprenne des espéces cosmopolites, rencontrés dans les sols, sur les matieres végétales mortes,
le foin et autres champignons. (https: //www.inspg.qc.ca/moisissures/fiches/acremonium-spp).

- Faible dispersion dans I’air.

- Parfois associé a la pathologie humaine.
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Classification
Régne : Fungi.

Phylum : Ascomycota.
Classe : Euascomycetes.
Ordre : Hypocreales.
Famille : Hypocreaceae.

Genre : Acremonium.

Figure 43: Morphologie d’Acremonium A et B: Observation macroscopique recto-verso ; C:
Observation microscopique de conidiophore (Gx40).

111.4.2.6 Mucor
Est un genre comprenne des especes saprophytes, ubiquistes et certaines ont des associations a
certains habitats.

Les colonies sont étendues, envahissantes (Botton et al., 1990), columelle de forme plus ou
moins globuleuse. Peut se développer dans une température de 5 a 35°C, optimale 20-25°C.
(Cf. Figure 44-page 61).

Regne : Fungi.

Sous division : Mucoromycotina.
Ordre : Mucorales.

Famille : Mucoraceae.

Genre: Mucor (Fresen, 1850).
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Figure 44: Morphologie de Mucor A et B: Observation macroscopique recto-verso ; C:
Observation microscopique de conidiophore (Gx40).

111.4.2.7 Scedosporium
Ce genre comprend 10 espéces, ce sont des champignons ubiquistes et saprophytes. Les colonies
sont cotonneuses de couleur grise. Les spores sont unicellulaires ovales ou calviformes, hyalins ou
brunes. Ces especes peuvent provoquer des infections séveéres a I’étre humain (mycoses, infections
osseuses...). https://www.sfm-microbiologie.org/2020/01/12/champignon-du-mois/#:~:
text=Advances%20in%20understanding%20and%20managing,in%20patients%20with%20cystic%
20fibrosis (Cf. Figure 45).

Classification :

Régne : Fungi.

Phylum: Ascomycota.
Classe : Sordariomyceétes.
Ordre : Microascales.
Famille : Microascaceae.

Figure 45: Morphologie de Scedosporium

A : Observation macroscopique ; B : Observation microscopique (Gx40).
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111.4.2.8 Nigrospora
Les especes de ce genre sont des champignons filamenteux. Les colonies ont une croissance rapide,
la couleur est dabord blanche, puis devient grise avec des zones noires a noircissant.
Microscopiquement, les hyphes sont hyalins cloisonnés, les conidiophores sont légerement
pigmentés. Les conidies sont noires, solitaires, unicellulaires, légerement aplaties. (Cf. Figure 46).

-Température optimale de croissance : 25°C.

-Habitats naturels: les sols, plantes en décomposition et les graines (https:
/[drfungus.org/knowledge-base/nigrospora-species/).

Classification :

Régne: Fungi.
Embranchement: Ascomycota.
Classe: Sordariomycetes.
Ordre: Trichosphaeriales.

Genre: Nigrospora.

Figure 46 : Morphologie de Nigrospora A et B: Observation macroscopique recto-verso ; C:
Observation microscopique (Gx40).

111.4.2.9 Neurospora
Champignons haploides multicellulaires de couleur orange, détecté pour la premiére fois en 1831
par Gauthier dans la mie de pain (Moreau-Froment, 1956). (Cf. Figure 47).
Les colonies de Neurospora ont I’apparence des rayures nerveuses trouvées sur ses Spores
sexuelles. Neurospora se développe a une vitesse prodigieuse - le mycélium avance a 4 mm par
heure - dans les conditions de culture optimales (température chaude, présence de sucres et
vitamines et simples nutriments (Selker, 2004).
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Classification :

Régne: Fungi
Embranchement: Ascomycota.
Classe: Sordariomycetes.
Ordre: Sordariales.

Genre: Neurospora(Shear et Dodge, 1927).

Figure 47: Morphologie de Neurospora A et B: Observation macroscopique recto-verso, C:
Observation microscopique (Gx40).

111.4.2.10 Cladosporium sp

C’est I'un des mycétes les plus communes, rencontrés dans le monde entier (Samson et al, 2004).
Le C. herbarum et le C.cladosporioides sont les espéces les plus représentatifs de ce genre (Samson
et al , 2004). Ce genre comprend plus de 40 espeéces (Patterson et al., 2009 ). lls sont généralement
rencontrés dans I’air et les maticres organiques en décomposition. Ce sont aussi des saprophytes et
des pathogénes. La température optimale de croissance est de 18-25°C et d’une Aw variée de 0,85 a
0,88. (Pieckova et Jesenska, 1999). Les colonies sont de couleur grise a maturité (Cf. Figure 48 —
page suivante) (https://www.inspg.gc.ca/moisissures/fiches/cladospoum-cladosporioides.

Calssification

Reégne: Fungi.
Embrenchement : Ascomycota.
Classe : Dothideomycetes.
Ordre : Capnodiales.

Famille : Davidiellaceae.
Genre : Cladosporium.
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Figure 48: Morphologie de Cladosporium. A et B: Observation macroscopique avers-envers

C: Observation microscopique (Gx40).

I11.5 Tests de toxicité
La toxicité des extraits ainsi obtenus apres filtration est évaluée par le test de toxicité sur les larves
d’Artemia décrit au chapitre matériel et méthodes.

111.5.1 Etalonnage du test et détermination du CLso du laurylsulfate de sodium

Chaque série de tests doit comporter, non seulement un témoin négatif (ici, ¢’est I’eau de mer), mais
aussi un témoin positif qui servira a I’étalonnage. La présence de ce témoin positif permet de
verifier la constance de la sensibilité des larves d’A.salina @ ce composé toxique de réeférence
(Sallenave, 1999).

Le témoin de référence défini par Personne (1980) pour I’étalonnage du test est laurylsulfate de
sodium (LSS), dont la CLsg pour les souches d’A.salina utilisees par cet auteur se situe entre 13,5 et
19,9 pg/ml. Nous avons donc Vérifié la sensibilité de la souche d’A.salina pour nos tests, pour cela,
une gamme étalon a été préparée avec le (LSS) avec les concentrations suivantes : 20, 40, 60, 80,
et 100 pg/ml.

Le test de (LSS) a été réalisé dans le but de déterminer la constance de sensibilité des larves
d’Artemia pour ce détergeant de référence (Personne, 1980). La détermination du CLso apres 24
heures a été obtenue a I’aide d’un logiciel XLSTAT qui nous a permis de démontrer la relation
existante entre la concentration et la mortalité selon le modéle de probits (Finney, 1952).

Les résultats des courbes d'étalonnage du test de laurylsulfate de sodium (LSS) sont réunis dans le
tableau 1(annexe 6) et représentés graphiquement par la Figure 1 (annexe 7).

Les CLsp moyennes obtenues sont entre (20,42 pg/ml et 27,54 pg /ml). Ces valeurs sont plus
élevées comparativement aux moyennes trouvées par Personne (1981) (Situées entre 13,5 - 19,9

pg/ml). Par contre, elles sont plus proches de celles constatées par Sallenave (1999) (c’est entre
23,8 et 33,3 ug/ml) et Matallah-Boutiba (2009) (entre 23,5 et 27ug/ml).

Les résultats enregistrés dépendent de I’origine, de la sensibilité du matériel biologique testé ainsi
qu’au protocole déterminé pour bien mener cette expérience. Et de 14, on peut suggérer deux causes
expliquant ces résultats:

1- La souche utilisée dans nos tests est plus sensible que celle utilisée par Sallenave et
Matallah-Boutiba et plus résistante que celle de Persoone. La sensibilité des nauplies
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d’Artemia différe considérablement d’une souche a I’autre suite a la différence des régions
géographiques (Hamidi et al., 2014) .

2- Les modifications de protocole de référence, notamment, en ce qui concerne les conditions
d’éclosion des cystes et les volumes des liquides utilisés durant le test.

111.5.2 Morphologie des nauplies d’Artemia apres le test de toxicité

Les observations microscopiques apres 24 heures d’exposition ont révélé, que la longueur des larves
d’Artemia a diminuée au fur et a mesure que la concentration de LSS a augmentée, des ultra
structures anormales de I’intestin ont été observées (Cf. Figure 49). Des résultats similaires par des
¢tudes antérieures ont montré I’inhibition de la croissance des crevettes de saumure lorsqu’elles
sont exposées a des composes toxiques (Castritsi-Catharios et al., 2013 ; Ekonomou et al., 2014), il
n’y a pas des données disponibles sur le mécanisme des voies biochimiques responsable de ce
phénomeéne du nanisme.

Le (LSS) est un composé organique et I'un des plus tensioactifs alkylsulfates anioniques
couramment utilisé dans une grande variété de produits industriels et ménagers. Les tensioactifs,
comme tous composés chimiques ont comme destination finale le milieu aquatique, devenant ainsi
une menace sérieuse pour I’environnement et par conséquent pour les organismes aquatiques (Lin et
Hawang, 1998).

A=20 pg/ml; B=40 pg/ml; C=60 pg/ml; D=80 pg/ml; E=100 pg/ml

Figure 49 : Morphologies des nauplies d’Artemia (A, B, C, D, E) aprés I’intoxication par lauryl
sulfate de sodium (LSS) a différentes concentrations.

111.5.3 Sélection des souches toxinogenes

L’¢tude des prélévements en provenance du port d’Alger et de la zone conchylicole Cultmare de
Tipaza, nous a permis de mettre en évidence la présence des souches de moisissures filamenteuses
dans cet environnement. Nous avons Vérifié, si ces souches fongiques peuvent étre toxigques pour la
flore marine et par conséquent vulnérable ainsi que néfaste pour la santé humaine.
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Les mycotoxines sont des substances généralement excrétées par les micromycétes. Pour cela, une
culture en milieu liquide a permis d’obtenir des extraits apres plusieurs filtrations. Les cultures en
milieu de fermentation (Cz et YEPD) sont réalisées a base d’eau de mer filtrée pour se rapprocher
des conditions du milieu marin.

Nous avons testé sur les larves d’A.salina des filtrats de 18 souches fongiques isolées de differents
substrats marins. Sur les 18 souches testées, seules 12 souches se sont montrées plus actives, mais a
différents degrés de toxicité. Les résultats globaux sont réunis dans le tableau (13) ci-dessous.

Tableau 13 : Résultats obtenus de I’étude préliminaire.

Codes Genres Nombre de Taux de
larves mortes mortalité %
Cz YESD | Cz YESD
021.07.03. CZ Aspergillus spl 10 8
10 9 100 87
10 9
01.07.03.B Aspergillus sp2 10 10
10 10 97 100
9 10
OP. 27. 03 .02 Aspergillus 10
niger 10 - 94 -
8
Q12 .006.23.09.20 Penicillium sp2 7 7
7 6 70 64
7 6
BOIS.BU.005 Aspergillus 10
fumagatus 9 - 87 -
7
AG 002 Penicillium spl 7 10
7 10 70 100
7 10
S35_36 Aspergillus 8 10
terreus 6 6 64 60
5 2
015. 23.09 Penicillium 7 4
roqueforti 8 8 77 57
8 5
14. SM.09/ Fus Fusarium sp2 6 10
5 10 60 100
7 10
010. E5.FUS Fusarium spl 4 3
4 2 44 27
5 3
066.26.09 Mucor sp 10 10
10 10 100 100
10 10
OP.J. 018.03 Aspergillus 7 8
terreus 8 8 75 80
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Le tableau 13 (page 67) montre que les genres Aspergillus et Penicillium sont ceux qui renferment
la plus forte proportion d’effets toxiques sur les larves d’4. Salina. Ces résultats prouvent que ces
derniers sont parmi les genres les plus toxinogénes par rapport aux autres filtrats des souches
testées.

111.5.4 Tests négatifs

Pour assurer que le milieu de culture n’était pas a I’origine d’aucune toxicité, des tests témoins
negatifs ont été réalises. Nous avons testé sur les larves d’Artemia I’eau de mer stérile et les deux
milieux liquides stériles non ensemencées (Cz et CYA) avec trois réplicas pour chaque témoin.

Les résultats du test de témoin négatif sont réunis dans le tableau (14).

Tableau 14 : Résultats du test de témoins négatifs.

EM CZ YEPD
0 10 0
0 10 0
0 10 0

De ce tableau, il ressort que le milieu Czapek liquide induit une mortalité des larves d’Artemia
salina a 100 %. Cela peut-étre expliqué par la présence du Cu et du Zn dans les éléments traces
(ZnSO4 et CuSO,) utilisés pour la préparation du milieu. On remarque une conformité entre nos
résultats et ceux de Zulkifli et al., (2014). L’objectif de leur étude était de déterminer le
comportement d’A. Salina vis-a-vis du test de toxicité des metaux lourds et des sels métalliques
inorganiques (CuSQO4, CdSO4 NiSO4 FeSO4). L’ordre du niveau de toxicité des métaux
sélectionnés pour les larves d’A .salina était de Cu< Cd< Zn<N!i.

Selon la littérature, le Cuivre (Cu) est tres toxique pour la plupart des especes aquatiques, en raison
de la liaison rapide du cuivre aux branchies qui provoque des dommages et interfere avec le
processus d’osmorégulation (Cardeilhac et Whitaker, 1988). Une quantité ¢élevée d’ions cuivriques
dans I’environnement aquatique peut entrainer une toxicité aux animaux aquatiques par les
dommages causés au niveau des branchies (Yanong, 2010)

Par contre, aucune mortalité n’a été observée dans les deux autres contréles négatifs, a savoir, 1’eau
de mer et le milieu YEPD.

I11.5.5 Etude des souches actives

L’¢tude approfondie des souches sélectionnées a permis de déterminer leurs CLso exprimées en
pourcentage d’extrait de fermentation et de les distinguées en trois grands groupes selon les limites
correspondent aux discontinuités des résultats :

Fortement actifs (CL50<30%), moyennement actifs (CL50<90%) et faiblement actifs (CL50>90%).
Pour la suite des tests, nous avons continué seulement avec les jus de fermentation du milieu YEPD
étant donné que les filtrats du milieu (Cz) ont provoqué la mort des nauplies d’Artemia dans les
tests négatifs.

68



Chapitre 111

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tableau 15: Résultats de I’étude des souches actives.

Code Genre Concentration Nombre de Nombre % ClLsg
mort total mortalité
T1T2T3

100

AG 002 Penicillium 100% 10 | 10 | 10 30 93 16,26
spl 50% 10 | 8 10 28 87

10% 8 | 10 8 26

100% 3 2 3 8 27

010.E5.Fus Fusarium sp2 50% 6 7 6 19 63 23,81
10% 10 | 10 | 10 30 100
Penicillium 100% 4 8 5 17 57

015-23-09 roqueforti 50% 9 | 10 1 20 67 10,97
10% 8 | 10| 10 28 57
100% 7 6 6 19 63

Q12.006.23.09.20 Penicillium 50% 6 5 6 17 57 15,22
Sp2 10% 8 8 9 25 83

Fusarium sp2 100% 10 | 10 | 10 30 100 15,36
14. SM. 09/Fus 50% 10 | 10 | 10 30 100
10% 9 6 7 22 73

Mucor sp 100% 10 [ 10 | 10 30 100 17,1
066 .26. 09 50% 10 [ 10 | 10 30 100
10% 8 9 10 27 90

Aspergillus 100% 10 | 10 | 10 30 100 24,24
OP.J018.03 terreus 50% 10 | 10 9 29 97
10% 10 | 10 | 10 30 100
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Figure 50: Resultats globaux de tests de toxicité sur Artemia salina.

Le tableau (15- page 69) fait apparaitre pour chaque genre, le nombre des souches actives testées
aux différentes concentrations, le taux de mortalité, les pourcentages globaux d’activité.

Les filtrats des souches testées ont donné des résultats différents pour chaque concentration soumise
a la crevette de saumure. Le pourcentage de mortalité déterminé sur la survie des larves croit en
fonction des concentrations.

Les résultats globaux illustrés dans la figure (50) et le tableau (15) montrent que les valeurs de CLso
obtenues a partir de I’essai des 7 filtrats fongiques utilisés sur les nauplies d’Artemia, étaient
inférieures a 30%, par ordre croissant : 14,19 % - 17,1% - 19,58% et 24,24 % pour Penicillium,
Mucor, Fusarium et Aspergillus, respectivement. Ces valeurs indiquent que nos extraits sont tous
fortement actifs, enfin, on peut en déduire qu’A.salina est un organisme sensible a un large spectre
de composés toxigues et plus la CLs est faible, plus la souche est toxique.

L’analyse des résultats des tests de toxicité sur STATISTICA a I’aide du test ANOVA, a démontrée
qu’il n’y avait aucune différence significative entre les CL5o des différents filtrats fongiques, parce
que tous les extraits testés sont avérés fortement actifs.

Les extraits des especes Penicillium roqueforti et Penicillium sp2 sont ceux qui ont donné les
moyennes de CLsg les plus faibles (10,96 pg/l) et (15,22 pug/ml), respectivement. Ce qui indique que
ce sont les souches les plus toxiques pour ce test. En outre, on a ’espéce Aspergillus terreus et
Fusarium spl qui sont les moins toxiques pour ce méme test, avec des CLso de 24,54 pg/ml et de
23,81 pg/ml, respectivement (Cf. Figure 50-page 70).

La lecture approfondie des résultats fait apparaitre que Penicillium, Aspergillus, Fusarium et les
mucorales sont des souches tres toxiques pour les larves d” A.salina.
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En effet, les genres Penicillium et Aspergillus sont parmi les souches les plus toxinogenes en
milieux terrestres (Tabuc, 2007).

Nos résultats sont en conformité avec ceux réalisés par Sallenave (1999) et Matallah-Boutiba
(2009) qui ont effectué des études sur la diversité fongique des moisissures marines et 1’évaluation
de leur toxicité sur la crevette de saumure (A.salina).

Quoique, le genre Fusarium aussi connu pour étre trés producteur de mycotoxines en milieu
terrestre, les souches testées de Sallenave (1999) et Matallah-Boutiba (2009) se sont révélées non
toxiques sur Artemia salina, par contre, nos deux souches testées, se sont révélées toxiques pour ce
méme test. Probablement, comme nous ’avons déja signalé lors de 1’étude du laurylsulfate de
sodium, les larves d’Artemia utilisée semblent différentes et plus sensibles que celles utilisées par
Sallenave (1999) et Matallah-Boutiba (2009).

Nous avons controlé les plaques aprés 48 et 72 heures, finalement, on a constaté qu’il y avait des
larves encore vivantes. Les nauplies d’A.salina sont connues pour rester en vie pendant 48 heures
sans nourriture en raison de I’enrichissement du joug-sac (Pelka et al, 2000). La survie des nauplies
observée apres 72 heures, dans la présente etude, pourrait étre, également expliquée par la présence
des métabolites non toxique dans les jus de fermentation.

111.6 Extraction des métabolites a partir des filtrats fongiques

111.6.1 Identification des métabolites primaires
La chromatographie sur couches minces est une méthode de criblage rapide des metabolites, elle
permet la séparation des métabolites des extraits de fermentation.

Le choix des souches étudiées s’est effectué sur 3 genres rencontrés déja dans le milieu marin
(Aspergillus, Penicillium et Fusarium). Ce dernier a été porté sur d’importantes variations de
croissance, de caractéristiques morphologiques des colonies mycéliennes (dégradation de la couleur
du milieu de culture et formation des zones d’inhibition), de production de pigments (suivant le
milieu de culture et la souche considérée), qui ont pu étre observées confirmant la présence de
métabolites. (Kerzaon, 2009).

1 ére révélation : La plaque CCM est placée dans une cuve contenant des cristaux d’iode. L’iode
possede une grande affinité pour les lipides insaturés. Des taches jaunes brunes apparaissent sur la
plaque CCM, qu’il faut marquer avec un crayon car la coloration s’estompe aprés la deuxiéme
révélation, il s’agit d’une coloration non spécifique. (Cf. Figure 52-page suivante).

71



Chapitre 111 RESULTATS ET DISCUSSIONS

Figure 51: Résultats des taches apparues apres la révélation par des cristaux d’iode

2éme révélation : La révélation par ’acide phosphomolybdique et le chauffage de plaque CCM a
I’étuve pendant quelques minutes & une température de 110°C, P’apparition des spots violines
révelent la présence des phospholipides (Ollivier et al., 2015) (Cf. Figure 53-page suivante).

Figure 52: La révélation par I’acide phosphomolybdique.
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Figure 53: Résultats de la chromatographie du systémel (chloroforme/méthanol : 90/10 : v /v).

Figure 54: Résultats de la chromatographie du systéme 2
(chloroforme/méthanol/eau : 65/24/4 : vl v V).

Les deux révélateurs utilisés nous ont permis aussi d’observer d’autres taches qui indiquent la
présence d’autres molécules lipidiques. Les différents RF obtenus sont résumés dans les tableaux
suivants : (16 et 17- page suivante)
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Tableau 16 : Résultats de ’extraction des métabolites primaires.

Code de ’extrait Genres Systeme de phase mobile
a/ Systéme éluant 1 : chloroforme/méthanol (90/10), révélateurs : iode + acide phosphomolybdique
14. SM.09C Fusarium |0,16 0,98
$35-36 (YEPD) Aspergillus 0,17 0,45 0,76 0,89 0,98
terreus
MPY Penicillium spl 0,16 0,190,40 0,25 0,47 0,9 0,97
015.23.09.MEA Penicillium 0, 110,34 0,91 0,27 0,38 0,54 0,60 0,98 0,45
YEPD roqueforti
035-36 (C2) Aspergillus 0,11 (2S) 0,24 0,34 0,61 0,90 0,98
terreus
Q12. 006.23. Penicillium sp2 0,23 0,48

b/ systéme éluant 2 : Chloroforme/méthanol/eau (65 : 24 : 4), Révélateurs : iode + acide
phosphomolybdique

BOI BU.005 Aspergillus (2S) 0,44 0,56 0,58 0,71 0, 72 0,92
fumigatus
AO Aspergillus 0,89 0,97
ochraceus
S35-36 (YEPD) | Aspergillus terreus 0,87 0,90 0,91 0,94 0,95
015.25.03 Aspergillus sp 0,91 0,61 0,750,81
S :spot

En absence des témoins de la littérature, il nous a été difficile de déterminer avec exactitude les
composants lipidiques contenus dans nos échantillons. Toutefois, on a constaté dans le systeme
éluant chloroforme /méthanol (90/10), ’apparition des taches de coloration violette (Cf. Figure 53,
page 73) aprés révélation par I’acide phosphomolybdique qui indique la présence de
phosphatidylcholine (RF=0,34) et phosphatidyléthanolomines (RF=0,60). (Cf. tableau 16) (Bris,
1982).
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Tableau 17: Résultats de la chromatographie par solvant : chloroforme /méthanol.

RF Souches Métabolites primaires
Penicillium roqueforti

0,34 Aspergillus terreus Phosphatidylcholine

0,60 Penicillium roqueforti phosphatidyléthanolamine

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau 16 (page 74), on remarque aussi ’apparition des spots
dans les mémes niveaux pour les deux extraits qui ont la méme nature. (Cf. Figure 53 et 54).

Nous avons remarqué que les composés avec (RF=0,9) sont des composés dominants dans les
différents extraits fongiques testes.

Conclusion : Les métabolites séparés par CCM sont sous forme de taches marron ou violettes
caracteéristiques des molécules lipidiques, apres révélation respectivement par la vapeur d’iode et
’acide phosphomolybdique.

Ces reésultats méritent d’étre repris et interprété, en utilisant les révélateurs adequats, afin de
déterminer et d’identifier les métabolites excrétés par ces souches fongiques isolées de différentes
matrices marines.
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A T’heure actuelle, un intérét particulier de la part des scientifiques dans le monde est porté aux
champignons évoluant en zone cotiere. Notre étude a été réalisée en faisant un inventaire des
micromyceétes marins dans le port d’Alger pour quatre types de préléevements, a savoir, I’eau de
mer, les sédiments profonds, les débris et les organismes marins (moules et oursins). Ainsi que
dans la ferme conchylicole, Cultmare de Tipaza pour deux types de prélévements, 1’ecau du
bassin d’¢levage et les bivalves (moules et huitres).

Onze (11) genres ont été répertoriés qui sont par ordre décroissant : Aspergillus (66,56%),
Penicilium (26,75%), Eurotium (1,91%), Neurospora (1,27%), Alternaria (0,32%), Mucor
(0,95%), Cladosporium (0,32%), Acremonium (0,32%), Nigrospora (0,32%), Scedosporuim
(0,32%). Ces résultats révelent que le genre Aspergillus est le plus dominant dans tous les
prélevements (66,56 %), il peut s’adapter facilement au milieu marin.

A la lumiére de nos résultats, les deux sites 37 et 36 contiennent une grande diversité fongique.
L’analyse de la fréquence d’isolement des champignons selon les sites et types de prélévements,
montre que les sédiments et les débris sont les plus riches en flore fongique comparativement
aux autres substrats.

En revanche, afin d’évaluer la toxicité de la flore fongique sur les organismes marins, un travail
complémentaire sur les crevettes de saumures (A.salina) a été effectué. Le test s’est révélé
fortement actif pour toutes les souches testées sur ce micro-crustacé avec une CLsp minimale de
(10,96 ug/l) pour l'espece Penicillium roqueforti. Cette toxicité a de graves conséquences sur
I’écosystéme, par ce qu’elle agit sur différentes espéces marines (poissons, décapodes, bivalves..
etc.) par lesquelles Artemia représente la nourriture de base (Oleinikova et Pleskacheskaya,
1979).

Par la suite, on a exploité les résultats du test de toxicité, qui ont permis de qualifier 7 souches
actives productrices des métabolites. Le fractionnement des extraits de fermentation des souches
par la méthode de chromatographie sur couches minces a démontré la présence de nombreux
métabolites primaires.

Le 1% systéme d’élution avec du Chloroforme/méthanol (90 : 10) a permis la migration de deux
molécules, il s’agit de phosphatidylcholine (Bris, 1982) qui a été détecté chez Penicillium
roqueforti et Aspergillus terreus, ainsi que la molécule de phosphatidyléthanolamine (Bris,
1982), détecté chez Penicillium roqueforti.

Par ailleurs, le 2°™ systéme d’élution avec du Chloroforme/méthanol/eau (65 : 24 : 4) a permis
¢galement la migration d’autres métabolites primaires de groupe des lécithines, que nous n’avons
pas pu identifier.

L’implantation des champignons dans le milieu marin pourrait étre une source de métabolites
disponibles pour les organismes marins, que certains prouvent avoir des effets négatifs sur ces
organismes ou les consommateurs (toxines), d’autre peuvent, par contre avoir un intérét nutritif
ou nutritionnel (lipides, acides gras, etc).
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Les metabolites peuvent en effet jouer un réle nutritif dans la chaine alimentaire mais également
étre valoriseés en nutrition humaine par biotechnologie.

Nous terminons notre travail avec quelques perspectives et recommandations:

>
>
>

Compléter I’identification des champignons filamenteux par des méthodes moléculaires.
Etendre 1’étude sur un grand nombre d’échantillons.

Compléter I’identification et la purification des métabolites par d’autres révélateurs ainsi
que d’autres méthodes d’analyses, telles que la méthode d’HPLC.

S’intéresser a I’extraction et 1’identification des métabolites secondaires.

Assurer et maintenir la biosurveillance de nos cotes durant toute I’année.

Sensibiliser au maximum le grand public aux problemes environnementaux pouvant
impacter les peuplements floristiques et faunistiques et affecter la santé de I’Homme.
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Annexe 01

Tableau 1 : Composants des milieux de culture utilisés.

Milieux Composants
Peptone : 5g.
Glucose : 10g.
K2HPO4: 1g.
Rose Bengale : 0,05g.
Rose Bengale Agar: 17 g.

(RB) :

Eau de mer filtrée : 1000 ml.
Le milieu est stérilisé a 120°C pendant 20 min.15 gouttes
d’antibiotique (Amoxiciline 1g) et 2 gouttes de tween 80.

Gélose a P’extrait
de Malt (MEA)

Extrait de malt : 20g.

Peptone : 1g.

Glucose : 20g.

Agar : 20g

Eau de mer filtrée: 1000 ml.

pH 5, stérilisation par autoclave a 120°C pendant 20 minutes. 15
gouttes d’antibiotique (Amoxiciline 1g) et 2 gouttes de tween 80.

PDA

On dilue de 21g de PDA poudre dans 1000ml I’eau de mer filtré.
Puis on ajoute 15g d'agar enpoudre avant une stérilisation par
autoclave a 120°C pendant 20 minutes. Ajouter 15 gouttes
d’antibiotique (Amoxiciline 1g) et 2 gouttes de tween 80.

Czapek
concentré (sels
minéraux)

Na NO3: 30g.

KCI :5g¢.

Mg SO4, 7H20: 5 g.

Fe SO4, 7H20: 0,1g.

Zn SO4: 0,1g.

Cu SO4: 0,05g.

Eau distillée : 1000 ml.

pH 5, stérilisation par autoclave a 120°C pendant 20 minutes.

Czapek

CZ concentré : 10ml.

K2HPOa4: 1g.

Saccharose : 30g.

Agar : 15¢.

Eau de mer filtrée et autoclavee : 1000 ml.

pH 5, stérilisation par autoclave a 120°C pendant 20 minutes.15
gouttes d’antibiotique (Amoxiciline 1g) et 2 gouttes de tween 80.

CYA

K2HPO4:1g.

CZ concentré : 10 ml.
Extrait de levure : 5 g.
Sucrose : 30g.
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Agar : 15¢.

Eau de mer filtrée et autoclavé: 990 ml.

pH= 5, stérilisation par autoclave a 120°C pendant 20 minutes.

15 gouttes d’antibiotique (Amoxiciline 1g) et 2gouttes de tween
80.

GN25 -

Glycérol250g.

Agar :15g .

Extrait de levure : 3,7g.

Sel minéraux du CZ : 750 ml.

Bouillon nutritif

Bouillon nutritif poudre : 2.3 g.

L’cau distillée : 100ml.

Mettre 2.3 g de bouillon nutritif dans un bécher, et compléter le
volume jusqu’a 100ml. Mettre le tout suragitateur magnétique
chauffant jusqu’a homogénéisation. Autoclavage a 121°C
pendant 20min.

Muller Hinton

Dissoudre 21g de Muller Hinton et 15g d’agar dans 1L d’eau
distillee. Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution
compléte, avec un pH = 7.4 £ 0.2 puis autoclavé pendant 20
minutes a 121°C.

Annexe 02: Produits chimiques et réactifs utilisés

1- CuSOq (Sulfate de cuivre de 1%).
2- H2S0a (Acide sulfurique).

3- HNO; (Acidenitrique).
4- Laurylsulfate de sodium.

5- Na;MoO, (Molybdate d’ammonium).
6- NasPO, (Phosphate de sodium).

7- Phénol a 5%.

8- NaOH (Hydroxyde de sodium).

9- Tween 80.
10- Vapeur d’iode.

Annexe 03: Milieux de fermentation

1. YEPD (Yeast Extrait Peptone Dextrose)

Peptone : 20g

Extrait de levure : 10g
Dextrose : 20g

Eau de mer filtrée : 1000 ml

Stérilisation par autoclave a 120°C pendant 20 minutes.
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2. CZB (Bouillon Czapek)

CZ concentré : 10ml

K2HPO4: 19

Saccharose : 30g
Eau de mer filtrée : 2000 ml
Stérilisation par autoclave & 120°C pendant 20 minutes.

Annexe 04

Tableau 1 : Parameétres physico-chimiques des stations du port d’Alger.

Stations pH Température (°C) Oxygene dissous (ppm)
S23 8,17 16 5,22
S26 8,13 16,2 4,92
S22 8,08 16,2 4,09

S31-32 8,07 16,02 4,82

$32-33 8,08 16,01 3,95

S33-34 8,11 16,1 4,69
S35 8,11 16,1 4,69
S36 8,06 16,3 3,88
S37 8,06 16,03 2,21
Q12 8,18 16 5,53

Annexe 05
Tableaul : Répartition globale des souches fongiques.

Les genres fongiques Nombre totale abondance % fréquence%o
Aspergillus 209 66,77 65,71
Eurotium 6 1,92 8,57
Penicillium 84 26,84 45,71
Cladosporuim 1 0,32 2,85
Alternaria 1 0,32 2,85
Nigrospora 1 0,32 2,85
Acremonium 1 0,32 2,85
Neurospora 4 1,28 2,85
Mucor 3 0,96 5,71
Scedosporium 1 0,32 2,85
Emericella nidulans 2 0,64 2,85
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Annexe 06

Tableau 1 : Poids sec des souches étudiées (100 ml).

Souches Poids d’extrait (mg)
CZB YEPD
003, A2, Q12 24,11 30
21, 07,03 30,21 26,8
$35-36,014 20,49 21,18
OP.027.03 28 26,96
010 C1 9,5 26,39
S36-1 MEA 38,27 34,92
S35, 36 012 20,90 32,81
MB 22 022 21,6 26,18
Bois 005.06 17,43 31,82
S36-1G 38,27 40
OP-1.J.018.03 36,57 37,34
14SM, 09/FUS 8.7 20,7
Q12, 006,28 26,84 32,8
010, E5, FUS 22,36 27.76
Annexe 07

Tableau 1 : Résultats des tests de toxicité (LSS vis-a-vis Artemia salina).

Concentration 20 40 60 80 100
M1 4 5 5 7 8
M2 5 5 6 8 5
M3 5 6 8 5 9

% mortalité 47 53 63 67 74

Tableau 2 : Donnés de calcul de CLsg

concentration Log % Probits
20 1,30103 47 4,92
40 1,60205999 53 5,06
60 1,77815125 63 5,33
80 1,90308999 67 5,44
100 2 74 5,64
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Annexe7 (Suite)

CLs0 y =1,016x + 3,532
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Figure 1: Courbe d’étalonnage du LSS.
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Résumé

L’¢tude de la biodiversité des micromycetes est une science embryonnaire, I’objectif de notre
travail est de déterminer et caractériser les micromycétes des différents substrats (eau de mer,
sédiments, organismes marins et débris) du port d’Alger et (eau de mer, moule, huitre) de la
ferme conchylicole Cultmare de Tipaza, par 1’étude de leurs caractéristiques morphologiques et
culturelles, ainsi de leur toxicité. Nous avons mis en évidence 314 souches de champignons
fongiques filamenteuses réparties en 11 genres dont ils sont par ordre décroissant : Aspergillus
66,56%, Penicillium 26,84%, Eurotium 1,92%, Neurospora 1,28%, Mucor 0,96%, Emericella
nidulans 0,64%, Alternaria, Cladosporium, Acremonium, Nigrospora et Scedosporuim 0,32%
(pour chacun).

Nous avons utilisé le test de toxicité aigue sur les larves d’Artemia salina, qui est un test sensible
et fiable, de faible cofit et de mise en ceuvre facile. Du fait de son large spectre de détection, c’est
un bon test de criblage de toxicité et en particulier, il est tres approprié a la détection des
métabolites. D’autant plus A.salina est aussi un organisme marin et les nauplies d’Artemia
représentent un maillon trophique indispensable pour nourrir les alevins en aquaculture.

Pour une étude plus approfondie, nous avons déterminé la concentration létale médiane (CLsp)
des extraits de culture préalablement sélectionnée comme étant potentiellement toxiques. Les
résultats font apparaitre que Penicillium, Aspergillus, Fusarium et les Mucorales sont des
souches trés toxiques pour les larves d’A.salina, puisque sur I’ensemble des tests les sept (7)
filtrats fongiques ont montré un effet positif sur les nauplius d’Artemia dont les valeurs de CLsg
obtenues étaient inférieures a 30% par ordre croissant, 14,19%, 17,1%, 19,58% et 24,24% pour
Penicillium, Mucor, Fusarium et Aspergillus, respectivement.

Pour une étude plus approfondie, nous avons déterminé la concentration létale médiane (CLsp)
des extraits de culture préalablement sélectionnée comme étant potentiellement toxiques. Les
résultats font apparaitre que Penicillium, Aspergillus, Fusarium et les Mucorales sont des
souches trés toxiques pour les larves d’A.salina, puisque sur I’ensemble des tests les sept (7)
filtrats fongiques ont montré un effet positif sur les nauplies d’Artemia dont les valeurs de CLsy
obtenues étaient inférieures a 30% par ordre croissant, 14,19%, 17,1%, 19,58% et 24,24% pour
Penicillium, Mucor, Fusarium et Aspergillus, respectivement.

La survie des nauplies observés aprés 72 heures dans cette étude pourrait également étre
expliquée par la présence des métabolites non toxiques. Afin de Vérifier cette hypothese, nous
avons essay¢ d’identification ces métabolites primaires par une extraction et une purification par
la méthode de chromatographie sur couches minces. Les résultats étaient satisfaisants avec la
présence de nombreuses molécules organiques telles que, phosphatidylcholine et phosphatidyl
éthanolamine qui peuvent étre bénéfiques pour la santé humaine.

Mots clés : Micromycétes, Port d'Alger , Cultmare de Tipaza, Méthode OSMAC, Artemia
salina, Test de toxicité, Extraction des métabolites,
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Abstract

The study of the biodiversity of micromycetes is an embryonic science. The objective of our
work is to determine and characterise the micromycetes of the different substrates (sea water,
sediments, marine organisms and debris) of the port of Algiers and (sea water, mussels, oysters)
of the shellfish farm Cultmare Tipaza, by studying their morphological and cultural
characteristics, as well as their toxicity. We have identified 314 strains of filamentous fungal
fungi divided into 11 genera of which they are in descending order: Aspergillus66.56%,
Penicillium 26.84%, Eurotium 1.92%, Neurospora 1.28%, Mucor 0.96%, Emericella nidulans
0.64%, Alternaria, Cladosporium, Acremonium, Nigrospora and Scedosporuim 0.32% (for
each).

We used the acute toxicity test on Artemia salina larvae, which is a sensitive and reliable test,
low cost and easy to use. Due to its broad detection spectrum it is a good toxicity screening test
and in particular it is very suitable for the detection of metabolites. All the more so as A.salina is
also a marine organism and Artemia nauplii represent an indispensable trophic link to feed fry in
aquaculture.

For more in-depth study, we determined the median lethal concentration (CLso) of the culture
extracts previously selected as potentially toxic. The results show that Penicillium, Aspergillus,
Fusarium and Mucorales are highly toxic strains for A.salina larvae, since in all the tests the
seven (7) fungal filtrates showed a positive effect on Artemia nauplius, whose LCso values
obtained were less than 30% in ascending order, 14.19%, 17.1%, 19.58% and 24.24% for
Penicillium, Mucor, Fusarium and Aspergillus, respectively.

For further investigation, we determined the median lethal concentration (LCso) of the culture
extracts previously selected as potentially toxic. The results show that Penicillium, Aspergillus,
Fusarium and Mucorales are highly toxic strains for A.salina larvae, since in all the tests the
seven (7) fungal filtrates showed a positive effect on brine shrimp,with LCs, values below 30%
in ascending order, 14.19%, 17.1%, 19.58% and 24.24% for Penicillium, Mucor, Fusarium and
Aspergillus, respectively.

The survival of the A.salina nauplii observed after 72 hours in this study could also be explained
by the presence of the non-toxic metabolites. In order to test this hypothesis, we tried to identify
these primary metabolites by extraction and purification by the thin layer chromatography
method. The results were satisfactory with the presence of numerous organic molecules such as,
phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine which can be beneficial to human health.

Key words: Micromycetes, port of Algies, Cultmare of Tipaza, OSMAC method, Artemia
salina, toxicity test, Metabolites extraction.
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