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RESUME

L'objectif de ce travail est d'inventorier les micromycétes des eaux marines du port d'Alger et
d'étudier leur capacité de dégradation du pétrole brut ainsi que la production de biomolécules.
Nous avons mis en évidence 43 souches d'aspect filamenteux et 95 souches d'aspect
levuriforme dont les genres majoritaires sont: Aspergillus, Geotrichum, Cladosporium,
Paecilomyces, Phialophora pour les moisissures et Saccharomyces, Candida, Rhodotorula
pour les levures. La majorité de ces espéces ont montré une production de biomolécules
tensio-actifs remarquable a élevées apres étre soumis au test E24, I'espéce Paecilomyces sp
(S23) a eu le plus grand indice estimé a 66,67 %. Cependant une collection de 6 souches
appartenant aux genres (Aspergillus et Paecilomyces) ont approuvés une croissance sur un
milieu minéral contenant 1% du pétrole brut, cette collection a été soumis a un biotest pour
évaluer la capacité de biodégradation a différents volumes du pétrole brut pendant une période
de 20 jours, les résultats présentent une dégradation significative pour la plus part des souches
testées en particulier I'espéce A. ochraceus (S4) qui a pu consommer la totalité du pétrole brut
des trois volumes. A la lumiére de ce travail, il ressort que I'eau de mer de la région étudiée
contient une grande diversité d’especes fongiques dont I'ensemble des souches peuvent étre
exploitées comme cibles intéressantes soit pour augmenter la solubilité des hydrocarbures soit
pour les dégrader.

Mots clés: Micromycetes, diversité, dégradation, biomolécules, pétrole brut
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INTRODUCTION

Dans le réegne du vivant, le champignon est un étre a part longtemps classé parmi les plantes
(Whittaker, 1969) comme étant un végétal dépourvu de chlorophylle. Aujourd'hui leur
nombre est estimé a 1.5 millions d’espéces de champignons vivant sur Terre (Hawksworth,
2001).

Ces especes jouent un role clé dans un grand nombre d’écosystemes (Mueller et Schmit,
2007). Elles sont indispensables au recyclage de la matiere organique en matiere minérale en
contribuant au maintien de I'équilibre biologique de la nature (Galagan et al., 2003) en
s’adaptant aux conditions les plus extrémes et prenant les formes les plus diverses
(sites.arte.tv/futuremag/fr).

La présence de ces dernicres dans le milieu marin est, aujourd’hui un fait reconnu par la
communauté scientifiqgue. De nombreuses moisissures ont été isolées du milieu marin, des
sédiments et des Mollusques bivalves et associées aux différents animaux et végétaux,
suggerant que les océans représentent un vaste réservoir fongique (Kohlmeyer, 1983; Gareth-
Jones, 1998 ; Vishwakiran et al., 2001; Pang et al., 2004 ; Lebaron, 2014).

Leurs extraordinaires qualités ont toujours poussées les scientifiques a les tester sur plusieurs
matrices afin de dévoiler leurs bénéfices et intéréts. Ces organismes jouent également un réle
majeur dans de nombreuses applications biotechnologiques qu’elles peuvent potentiellement

diriger (Schmit et Mueller, 2007 ; Bérdy, 2005).

Parmi les différents domaines d'application de ces espéces, nous nous intéressons a la
mycoremédiation qui consiste a utiliser des mécanismes biologiques naturels ou détournés
que possédent les champignons pour traiter des problémes environnementaux.

Des scientifiques tel que Paul Stamets, Mohamed Ijri, Marc Ducousso, Hauke Harm....etc,
ont utilis¢ des champignons pour décontaminer des sols, des eaux pollués....etc. Cette
méthode de décontamination est rentable ainsi qu'une biotechnologie respectueuse de
I'environnement (sites.arte.tv/futuremag/fr).

En 2005, le biologiste américain Paul Stamets a découvert qu’un simple pleurote pourrait
transformer le pétrole contenu dans les sols pollués en glucides via I’expérience de Belligham,
dans I'Etat de Washington aux Etats-Unis qui consiste a former quatre tas de matieres saturées
de diesel et de déchets pétroliers, I'un d’eux a été inoculé avec du mycélium. Six semaines
aprés, le monticule inoculé était devenu presque jaune, s’était couvert de pleurotes et un
Véritable biotope s’est mis en place tandis que les autres étaient restés intacts, cette
biodégradation a été confirmé par Mohamed Ijri (2016) un spécialiste de la mycoremédiation
de I’Institut de recherche en biologie végétale Au Canada.

Le chercheur Marc Ducousso a découvert qu'une association a la plante Tristaniopsis peut
rendre un champignon capable de vivre sur des sols ultra chargés en nickel, c'est le cas de la
symbiose mycorhizienne en Nouvelle Calédonie. Mais les résidus de métaux restent toujours
dans les plantes produites, « En revanche la dépollution des contaminations par les métaux
lourds reste problématique, car on ne peut pas dégrader un métal, un métal reste un
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metal.» dit M. Ijri a futurmag, donc ils sont tout simplement déplacés du milieu contaminé au
champignon (sites.arte.tv/futuremag/fr).

Hauke Harms (2005), professeur en microbiologie environnementale a Helmholtz s’est
intéressé a la dépollution des eaux polluées par les produits chimiques de l'industrie textile
(colorants) en Inde et au Bangladesh, il a prouvé que les champignons aquatiques peuvent
annihiler certains colorants chimiques, ce qu'été confirmé en 2008 par son college Dietmar
Schlosser.

L'intérét d'étudier ce genre d'approche est d'essayer de développer des méthodes alternatives
aux méthodes conventionnelles ce qui peut par la suite nous permettre de travailler plus
sainement avec la nature et avec des dégats moindres.

Nous avons opté pour le port d’Alger comme zone d'étude vu son état de pollution par les
hydrocarbures afin d'augmenter la probabilité de retrouver des souches fongiques qui
dégradent les substances cibles ce qui permet d'autre part de travailler sur les champignons
indigenes de ces eaux polluées qui sont naturellement adaptés a la biodégradation des
matieres organiques dans I'eau.

L’objectif principal de ce travail est de recenser la flore fongique présente au niveau de 1’eau
de mer du port d'Alger et tester la capacité des souches filamenteuses dénombrées & dégrader
les hydrocarbures (pétrole) en vue d'application en mycoremédiation des eaux polluées en
contribuant également a lutter contre le probleme de la pollution.

Ce mémoire abordera dans la partie introductive des connaissances de base qui servent a
mieux comprendre le regne fongique. Un rappel sur la pollution pétroliére en Algérie sera
également effectué, ainsi que sur I'approche de la bioremédiation (mycoremédiation).

La seconde partie de ce document; Matériel et Méthodes, présentera d’une part la zone
étudiée qui est le port d'Alger ainsi que la méthode de prélévement et les techniques ayant
permis d'isoler et d'identifier I'ensemble des souches indigenes de notre zone d'étude, cette
partie abordera également différents tests utilisés afin de vérifier le pouvoir de ces souches a
biodégrader le pétrole brut et a produire des biosurfactants.

Les résultats de cette étude seront présentés dans la partie résultats et discussion en
récapitulant les résultats obtenus sur I’étude de la diversité fongique qui ont permis la mise en
place d'une mycothéque propre a notre zone, ainsi que les résultats obtenus sur 1’étude de la
biodégradation du pétrole brut et la formation des biosurfactants.

Ce mémoire se terminera par une synthése des principaux résultats obtenus, qui seront
discutés ainsi par quelques recommandations pertinentes.
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1 Présentation du regne fongique

1.1 Caractéres généraux

Les mycetes désignent tout champignon macroscopique et microscopique (Tabuc, 2007),
représentant par ceci un groupe trés divers de point de vu morphologique, taxonomique et
écologique (Bérdy, 2005 ; Schmit et Mueller, 2007).

Ces organismes sont eucaryotes dont 1’appareil végétatif est un thalle (Le Calvez, 2009). Ils
sont ubiquitaires et tres répandus dans la nature (Lecellier, 2013) a cause de leur résistance a
des conditions environnementales tres défavorables et leur développement sur des milieux
simples.

Les micromyceétes sont des champignons microscopiques (Tabuc, 2007). Elles regroupent a la
fois les levures et les Moisissures (Redecker, 2002 ; Tabuc, 2007). Certaines especes
(dimorphiques) ont la capacité d'adopter les deux formes, tandis que d'autres sont restreintes a
I’une ou I’autre (Jennings et Lysek, 1996).

Il existe aussi une catégorie de champignons dit inclassables, 1l s’agit des champignons
atypiques, non cultivables tel que Pneumocystis jirovecii l'agent de la pneumocystose
humaine (ANOFEL, 2007).

Tableau 1: Quelques différenciations entre la forme mycélienne, la forme levuriénne et la
forme dimorphique

Représentée par des hyphes (filaments de 2 a 5 um de diameétre) isolés ou
agrégés (Redecker, 2002) qui constituent un réseau appelé mycélium
La forme permettant au champignon d'avoir une croissance radiale importante (Le
mycélienne | Calvez, 2009). Cette forme mycélienne facilite La colonisation, I’exploration
du milieu et la recherche des nutriments dans les trois dimensions via la
surface maximale de contact qu'elle assure (Carlile et Watkinson, 1994 ;
Jennings et Lysek, 1996).

Dans ce cas le thalle se réduit a un état unicellulaire (Redecker, 2002) ce qui
apporte un avantage pour la croissance dans les milieux ou la pression
osmotique est forte en diminuant la surface de 1’organisme (Le Calvez, 2009).
Certaines levures peuvent donner naissance a des pseudofilaments (ex: des
Candida).

La forme
levuriénne

Représenté par les especes qui peuvent se reproduire sous deux types
morphologiques différents (ex: Penicillium marneffei), I'alternance entre ces
La forme deux morphologies dépend des conditions environnementales (Bérdy, 2005):
dimorphique | La phase de levure: Cellules individuelles issus d'une reproduction asexuée

par bourgeonnement.
La phase mycélienne: champignon avec des hyphes abondants.
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Tous les champignons ont une paroi constituée de chitine et d'autres polysaccharides (Carlile
et Watkinson, 1994) qui assurent la rigidité et la protection contre les agressions extérieures
(Suarit et al., 1988). Elle inclue également de la glycoprotéine (Dufresne, 2014) qui fournit
de l'adhérence et de la manoprotéine qui constitue une sorte de matrice autour de la paroi
(Lecellier, 2013). Cependant sa composition chimique est sujette a des variations importantes
suivant l'espéce, le cycle cellulaire et les conditions de culture (Aguilar-Uscanga et Frangois,
2003).

1.2 Modes de vie et nutrition

Les champignons sont des organismes dépourvus de chlorophylles et/ou de plastes donc
hétérotrophes vis-a-vis du carbone , en utilisant celui de la matiére organique préformées
comme source d’énergie (Carlile et Watkinson, 1994 ; Nicklin et al., 2000 ; Redecker, 2002),
ils se nourrissent par absorption dont les grosses molécules comme la cellulose, 1’amidon, la
lignine et la kératine, sont préalablement dégradées a 1’extérieur de la cellule (prédigestion
externe) a cause de leur incapacité a penétrer mécaniquement a travers la paroi sachant que les
enzymes extracellulaires sont produites dans la nécessité et restent attachées a la paroi pour
éviter la concurrence trophique avec les autres organismes sur les produits de dégradation (Le

Calvez, 2009 ; Dufresne, 2014).
D’un point de vue écologique, les champignons ont adopté trois stratégies pour survivre :

1.2.1 Saprophytisme

Un champignon saprophyte peut se développer sur la matiére organique morte qu’il
décompose en remettent a la disposition des autres organismes des éléments minéraux
essentiels. 1l a la capacité de consommer la cellulose ainsi que la lignine (Lutzoni et al., 2004,
Pointing et al., 1992 ; Davet, 1997) et de participer également au cycle de 1’azote (Le Calvez,
2009), exemple : Ophiobolus australiensis (champignon marin saprophyte) (Kohlmeyer et
Kohlmeyer, 1979).

1.2.2 Parasitisme

Il est estimé que 20% des espéces de champignons sont capables de se développer dans les
cellules vivantes (Le Calvez, 2009). On trouvera des parasites obligatoires, facultatifs ou
opportunistes, ces espéces peuvent provoquer des maladies et méme entrainer la mort,
certains champignons peuvent étre phytopathogénes (l'anthracnoses, mildiou, oidium),
d'autres s'attaquent a I’homme et aux animaux en causant des mycoses comme les
Candidoses, les aspergilloses, la teigne, la pneumonie (Lutzoni et al., 2004).

1.2.3 Symbiose

C'est l'association entre deux especes hétérospécifiques, un champignon et un autre
organisme, chacun d'entre eux tire un bénéfice de cette association (Nicklin et al., 2000)
exemples:
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Mycorhize: Association entre le mycélium d’un champignon du sol et le systéme racinaire
d’une plante constituant la forme de symbiose la plus répandue sur terre (Jennings et Lysek,
1996) dont 90% des vegétaux contractent spontanément cette association (Smith et Read,
1997);

Lichen: Associations des champignons (essentiellement des Ascomycetes) avec des
cyanobactéries ou des algues vertes (Le Calvez, 2009);

Symbiose avec des animaux: ex: des champignons qui aident les termites & digérer la
cellulose.

Plusieurs de ces stratégies peuvent étre combinées chez certaines espéces de champignon
exemple de I'opportunisme des organismes saprophytes qui s’attaquent aux organismes dont
les défenses sont affaiblies (Rinaldi, 1989).

1.3 Croissance

Les moisissures ont une croissance polarisée représentée par l'allongement et /ou la
ramification des axes (Bartschi, 2009) par rapport aux levures qui peuvent avoir une
croissance unipolaire, bipolaire et méme multipolaire (www.microbiologie-medicale.fr).

Leur croissance est contrdlée par un ensemble de paramétres (Pfohl-Leszkowicz, 2000),
les micromycetes ont besoin du carbone, d’azote minéral ou organique, de divers minéraux et
certains oligoéléments et vitamines. Mais également d’une température (Laluce et al., 2002
; Aldiguier et al., 2004), d’un pH et d'un oxygéne adéquats (Alfenore et al., 2002 ; Voit, 2003
; Wang et al.,2007). Elles ont, en générale, un faible besoin en eau par rapport a d’autres
microorganismes (aw= 0.65) (Boiron, 1996).

1.3.1 Composeés carbonés

Ils sont d’une grande importance pour les champignons puisqu’ils fournissent le carbone
nécessaire pour labiosynthése des constituants cellulaires et I'énergie nécessaire a
leur fonctionnement. Pratiquement tous les composés organiques peuvent étre utilisés comme
source de carbone et d’énergie par les champignons. La plupart d’entre eux peuvent
métaboliser le glucose, le saccharose et d'autres sucres simples avec quelques polysaccharides
comme I’amidon et la cellulose... (Boiron, 1996 ; Nicklin et al., 2000).

1.3.2 Azote

L’azote est le deuxiéme constituant important et essentiel au fonctionnement cellulaire. Il
constitue en moyenne 12% du poids sec cellulaire (Scriban, 1993) et joue un role capital
puisqu’il rentre dans la composition de plusieurs molécules allant des plus simples comme les
acides aminés, les sucres aminés, les nucléotides, les coenzymes et les vitamines jusqu'aux
macromolécules telles que les protéines, les acides nucléiques et la chitine (Sanchez, 2008).
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La forme la plus utilisée par les champignons c'est I’ammoniaque (dont la présence réprime
I’utilisation des autres sources azotées), il est transformé en acide glutamique, en glutamine
ou en d’autres acides aminés par transamination (Boiron, 1996). Certaines espéces peuvent
utiliser le nitrate, d’autres ne peuvent croitre qu’en présence d’azote organique et aucune
moisissure ne peut fixer I’azote atmosphérique (Punt et al., 2002).

1.3.3 Oligo-éléments et les facteurs de croissance

Comme la plupart des microorganismes, les micromycétes ont besoin d’éléments nutritifs
pour assurer leur développement. Il s’agit de sels minéraux avec des concentrations plus au
moins différentes (Uchicoba et al., 2001), et d’oligoéléments nécessaires a de trés faibles
concentrations (Annexe 1) (Larpent et Sanglier, 1992). De plus, d’autres facteurs leur sont
essentiels, comme les vitamines (Annexe ) (Riviere, 1975 ; Botton et al., 1990), Ces facteurs
interviennent lors des réactions enzymatiques comme éléments constitutifs de coenzymes
variées.

1.3.4 Température

La température joue un rdle prépondérant dans la croissance des champignons, elle intervient
dans la sporulation et la germination des spores (Bourgeois, 1989). En générale, la
température optimale de croissance dépend de I'exigence de l'espece, elle varie entre 15 et
35°C pour les champignons mésophiles, supérieure a 37°C pour les thermophiles
(Chaetomium thermophilum 60°C) et inférieure a 10°C pour les psychrophiles (Cladosporium
herbarum -6°C) (Davet, 1996 ; Botton et al., 1999).

Les especes pathogénes (parasites) présentent un optimum de croissance a des températures
comprises entre 27°C et 45°C , mais plus précisément les champignons des mycoses
superficielles se développent a 27°C tandis que les champignons des mycoses profondes se
cultivent a 37°C (Cahier de formation bioforma, 2002), mais se développent également a
27°C par contre les champignons saprophytes se cultivent a 30°C, mais pas a 37°C (ou trés
lentement).

1.3.5 Oxygene

Les micromycetes sont des organismes aérobies pour la grande majorité, leur tolérance varie
généralement entre 2 a 21%. Les moisissures sont toutes aérobies (Nicklin et al., 2000) vu la
structure aerienne qu'elles possédent (Penicillium roqueforti 4%). Mais certaines levures
peuvent étre aéro-anaérobie et participer a des processus fermentaires (Byssochlamys fulva
0,2 %) (Carlile et Watkinson, 1994).

1.3.6 pH

Les champignons tolerent en général une gamme de pH allant de 4,5 a 8 (Botton et al., 1999),
les valeurs optimales étant comprises entre 55 et 7,5. Certains champignons appeles
acidophiles supportent des pH inférieurs a 4,5 arrivant jusqu’a un pH de 2, c’est le cas de
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I’espéce Aspergillus niger. En fait il n’existe pas, contrairement aux bactéries, de vrais
basophiles.

1.4 Reproduction

La reproduction des champignons est complexe, reflétant ainsi I'nétérogénéité de leur mode
de vie. Elle peut étre sexuée ou asexuée (Le Calvez, 2009), bien que certains champignons
alternent entre les deux types de reproduction (Nester et al.,1998), les champignon se
subdivisent en deux groupes:

Champignons parfaits: Champignons capables d'effectuer les deux modes de reproduction
(sexuée et asexuée).

Champignons imparfaits: Champignons dotés d'une reproduction asexuée et pour lesquels il
n'existe pas ou I'on ne connait pas de reproduction sexuée.

1.4.1 Reproduction asexuée

C'est un mode de reproduction commun a presque tous les champignons, il se fait sans fusion
de gameétes soit par bourgeonnement, fission binaire (Kreger-Van, 1984), fragmentation, ou
par formation de spores (Alexopoulos et al., 1996).

Bourgeonnement : C'est une division inégale du cytoplasme, produisant une cellule parent et
une cellule fille (blastospore), celle-ci étant plus petite que la cellule parent, ex:
Saccharomyces sp (Abedon, 1997);

Fission binaire (scissiparite) : C'est une division égale qui aboutit & deux cellules identiques,
ex: Shizosaccharomyces sp (Abedon, 1997);

Fragmentation: C'est la formation d'un fragment (arthroconidie ou arthrospore) issu d'un
clivage de la paroi cellulaire ou du septum, ex: Geotrichum sp;

Sporulation: Les spores se forment durant la phase asexuée du cycle de vie suite a une
mitose en donnant des mitospores qui -apres dispersion- se développent en de nouveaux

organismes, ex: Saccharomyces paradoxus (Solomon, 2007).

1.4.2 Reproduction sexuée

Le cycle sexuel des champignons se déroule en trois étapes : plasmogamie, caryogamie et
méiose (Jennings et Lysek, 1996), il est nécessaire d'avoir deux noyaux haploides, les
cytoplasmes des deux cellules doivent d'abord se fusionner pour donner un dicaryon,
la deuxieme étape consiste a la fusion des deux noyaux haploides en un noyau diploide, qui
subit par la suite une méiose. Cette derniere va convertir une cellule diploide en quatre
cellules haploides (Carlile et Watkinson, 1994). Ces événements sont suivis par la formation
de spores (les ascospores, les basidiospores, zygospores), dont le processus varie en fonction
des différentes classes de champignons (Deacon, 2005). Les spores produites peuvent avoir
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un réle dans la dispersion des champignons, mais peuvent également jouer un réle dans la
survie de I’organisme lorsque les conditions environnementales deviennent défavorables

(Madelin, 1994).

1.5 Organisation taxonomique

1.5.1 Historique

La classification des champignons est en perpétuelle évolution, pendant longtemps, elle s'est
appuyée sur celle de Hawksworth, Sutton et Ainsworth (Hawksworth et al., 1995) qui
établissent des groupes ou des taxons en fonction des simples critéres morphologiques de
ressemblance, cependant la grande majorité des especes décrites a ce jour reposent sur ce
concept (Guarro et al., 1999 ; Taylor, 2000).

Une autre classification a été proposée par Kwon Chung et Bennet (1992), révisée par Sutton
et al (1998) et actualisée par De Hoog et Guarooen (2000) en se basant cette fois-ci sur les
structures de reproduction sexuelles et asexuelles.

Les champignons peuvent étre également décrits selon leurs habitats et leurs localisations
géographiques suivant le concept écologique de 1I’espece (Taylor, 2000)

Cependant avec I'avénement de la biologie moléculaire notamment le développement de la
technique de PCR, la classification des organismes vivants a été complétement révisée en
entrainant de profondes modifications dans la classification des champignons.

Cette classification dite phylogénétique repose sur la comparaison entre les séquences d’ADN
de plusieurs individus afin de comparer les substitutions nucléotidiques (Le Calvez, 2009),
elle a permis également 1’étude des champignons a 1’échelle de la spore mais aussi sur de trés
petites quantités d’ADN, ce qui a permis d'autre part d’identifier les especes réticentes a la
culture (Taylor, 2000).

1.5.2 Classification phylogéneétique des mycétes

Actuellement les organismes fongiformes (Amoebozoa, Rhizaria, Hétérokontes) autrefois
rattachés aux champignons- sont distingués des vrais champignons (Eumycetes) qui sont
subdivisé en dix embranchements (www.univ-brest.fr) :

1.5.2.1 Les Dicaryomycetes
Cet embranchement regroupe a la fois les Basidiomycétes et les Ascomycetes dont les
Ascomycetes forment le groupe d'Eumycéete qui contient le plus grand nombre d'especes

(environ les deux tiers des especes de champignons decrites) et les Basidiomycétes regroupent
environ un tiers des espéces de champignons superieurs.
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1.5.2.2 Les Glomeromycota

Les Glomeromycota (glomeromyceétes) ont été définis par les phylogénies moléculaires. Cet
embranchement comprend deux ordres, les glomales et les geosiphonales, Il inclut
essentiellement des espéces qui vivent en association obligatoire avec des plantes ainsi qu'une
espéce vivant en association avec des cyanobactéries (Geosiphon pyriformis) (www.univ-
brest.fr).

1.5.2.3 Les Mucormyceétes

IIs représentent la majorité des espéces anciennement classées parmi les Zygomycétes, et
contient plus particulierement celles appartenant aux mucorales, aux endogonales et aux
mortierellales (www.univ-brest.fr).

1.5.2.4 Les Microsporidia

Le groupe des microsporidies compte environ 1100 espéces. Ce sont des parasites
intracellulaires de structure simple qui infectent de trés nombreux eucaryotes avec une
préférence pour les invertébrés. Les analyses de phylogénie moléculaire montrent qu'ils sont
proches de certains Mucormycotina ; les microsporidies seraient donc des champignons
zygomycetes intracellulaires qui auraient régressé (www.univ-brest.fr).

Les Chytridiomycota, Les Neocallimastigomycota, Les Blastocladiomycota, Les
Entomophthoromycotina, Les Zoopagomycotina, Les Kickxellomycotina sont souvent
regroupés sous l'appellation de champignons inférieurs (www.univ-brest.fr).

La phylogénie des Eumycetes

_[ Dikaryomycota

Glomeromycota

Microsporidia
gl o
Eumycota Mucoromycotina = T
Kickxellomycotina

Zoopagomycotina Fﬁ ?
- £ Selize ]

Entomophthoromycotina

AN
N
Blastocladiomycota \_""

L Neocallimastigomycota .

Figure 1: Classification phylogénétique des Eumycétes (www.univ-brest.fr).
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1.6 Milieux de culture en mycologie

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés en mycologie au fur des années pour la culture,
I’isolement et 1’identification des champignons dont le choix est intimement li¢ aux exigence
de espéce cultivée, cependant les milieux de culture sont plus ou moins sélectifs, permettant
I’isolement d’un grand nombre de moisissures .

L’isolement des moisissures nécessite ¢galement d’employer des antibiotiques (Annexe II)
comme inhibiteurs spécifiques dans les milieux de culture. En terme d'utilisation la
chloramphénicol et gentamicine sont les plus utilisés en mycologie (Botton et al., 1999).

Tous les milieux renferment du sucre ou des composés organiques, ils sont donc plus au
moins sensibles a la chaleur, leurs stérilisés se fait par autoclavage a des températures
comprises entre 105°C a 121°C pendant 15 a 30 minutes (www.biokar-diagnostics.fr).

1.7 Mycologie marine

L'histoire de la mycologie marine a commencé par trois faits majeurs (Benkada, 2006) qui
sont:

- La description des premieres especes de champignons isolées du milieu marin Phaeosphira
typharum et Spheria oceanica respectivement par Desmaziéres en 1849 et par Durieu de
Maisonneuve et Montagne en 1869;

- La découverte des botanistes francais Durieu de Maisonneuve et Montagne en 1869 du
premier champignon strictement marin Halottia posidoniae (Kohlmeyer et Kohlmeyer 1979);

- L’isolement d'une levure a partir de I'eau de mer par Fischer puis Brebeck en 1894 (Brisou,
1975).

- Cependant, cette discipline n’a pris son véritable essor qu’en 1944, suite a la publication par
Barghoorn et Linder d’un document de référence intitulé : « Marine fungi, their taxonomy and
biology » qui traite plusieurs espéces fongiques présentes sur le bois en milieu marin
(Kohlmeyer, 1983 ; Gareth-Jones, 1998 ; Vishwakiran et al., 2001). Cette découverte
déclencha une vaste campagne de collecte de spécimens dans toutes les régions du globe
(Pouchus et al, 2014).

Le nombre d'especes de champignons filamenteux marins est estimé par Kohlmeyer et
Kohlmeyer en 1979 a 500 espéces, Schaumann (1993) avance le nombre a 6000 espéces, alors
que Gareth-Jones (1997) le limite a 1500. A I’heure actuelle des centaines de micromycetes
estimeés a moins de 1500 espéces strictes ou facultatives ont été isolés et identifiés des océans
(Munn, 2004).

Toujours est-il que ces chiffres sont révisés par la decouverte réguliere de nouvelles especes,
et selon que les auteurs considérent ou non les levures et les Phycomycétes (champignons
caractérisés par un thalle a hyphes non cloisonnés) (Liberra et Lindequist, 1995). Cependant,
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la plupart des especes fongiques marines (comme celles des profondeurs ou celles qui
colonisent les algues tropicales) attendent encore d’étre décrites (Gareth-Jones, 1998).

1.7.1 Champignons marins

Le royaume fongique est rempli de capacités d'adaptation uniques qui permettent aux
champignons de coloniser une grande variété d'habitats, allant des habitats terrestres et d'eau
douce aux habitats marins (Vanessa Rédou et al,. 2005)

En 1959, Terry Walter Johnson et ses collegues proposérent une premiere définition des
champignons marins basée uniquement sur des criteres physiologiques : « Tout champignon
est considéré comme marin si la salinité lui est nécessaire pour obtenir un optimum de
croissance et de reproduction » (Jonhson et al,. 1959).

Cette définition fut reprise quelques années plus tard par Kohlmeyer, -selon lui- pour gu'un
champignon soit marin c'est quand il ne peut se développer et se reproduire qu’en milicu
marin, excluant ainsi toutes les souches qui se développent en milieu terrestre et dont les
spores se retrouvent en mer (J.Kohlmeyer, 1963). Puis, cette définition basée uniquement sur
des critéres physiologique lui semble trop restrictive, le méme auteur propose d’y intégrer des
criteres écologiques (Kohlmeyer et Kohlmeyer, 1979). Deux groupes de champignons furent
alors distingués :

- Champignons marins obligatoires qui se développent et sporulent uniquement dans les
environnements marins ou estuariens (Fenical et Jensen, 1997);

- Champignons marins facultatifs provenant des eaux douces ou du milieu terrestre et qui
sont capables de se développer et méme de sporuler en milieu marin (Fenical et Jensen, 1997),
d’aprés Khudyakova et al (2000), 98 % des espéces fongiques trouvées dans le milieu marin
sont des especes marines facultatives.

1.7.2 Relations biologiques des champignons marins

Les champignons marins comme leurs homologues terrestres (organismes hétérotrophes) se
développent suivant les mémes modes de vie via des interactions avec les algues marines, les
plantes vasculaires, les invertébrés, les poissons et les mammiferes (Stanley, 1992).

Saprotrophisme

les champignons saprophites marins vivent aux dépens des substrats organiques (Liberra et
Lindequist, 1995), en contribuant également a la dégradation des cadavres d'animaux marins
(Sridhar et Prasannarai, 2001).

Parasitisme

Les mycoses ont un impact important dans l'environnement marin et agissent comme un
facteur naturel limitant de plantes aquatiques, d’algues et d’animaux (intestins de poissons et
Crustacés). Elles provoquent de sérieuses infections chez les invertébrés marins, et affectent
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le développement des ceufs et des larves de Crustacés. Les champignons mitosporiques sont
les mycopathogénes marins les plus fréquents (Fusarium sp chez les Crustaces, Cladosporium
chez le poulpe, Phialospora sp induit des infections internes chez les poissons, Icthyphonus sp
induit des inflammations par enkystement des muscles de poissons) (Polglase et al., 1986).
D'autre, comme Schizochytrium aggregatum sont de plus des réservoirs naturels de virus
pathogenes qu'ils transmettent ainsi a leurs hétes (Solliec, 2004).

Symbiose

Ce mode de vie est représenté par la formationun des lichens (ex: Chadefaudia corallinarum
s’associe avec 1’algue Dermatoliton sp) ou des mycophycobioses démontrées par la relation
obligatoire et protectrice pour la macroalgue Praseola borealis et Turgidosculum
complicatum (Kohlmeyer et Kohlmeyer, 1979 ; Stanley, 1992 ; Hyde et al., 1998).

Les champignons marins representent un maillon important dans les chaines alimentaires de
I’écosystéme marin et sont eux-mémes une source de nourriture pour d’autres organismes
marins. Ils forment des structures communautaires sur les substrats vivants et morts dans la
mer (Hughes, 1975 ; Cuomo et al., 1995) Par ailleurs, la survie de ces micromycetes dans le
monde marin, face a la rude compétition avec d’autres organismes dépend entierement de la
production de métabolites secondaires (Liberra et Lindequist, 1995).

1.7.3 Reépartition geographique de la microfonge marine

La distribution de la microfonge marine dépend largement de la température, la salinité, la
teneur en éléments nutritifs, la pression hydrostatique et la concentration d’oxygéne
(Kohlmeyer, 1983 ; Cuomo et al., 1995 ; Hyde et al., 1998).

Les micromycétes marins sont présent dans toutes les mers et les océans et répartis sur les
littoraux, les plages sablonneuses, les mangroves, les eaux profondes et méme dans les
profondeurs abyssales a plus de -5000 m (Kohlmeyer, 1977 ; Brisou, 1975 ; Pang et al.,
2004). Cependant cette derniére reste de ce fait trés peu connue (Liberra et Lindequist, 1995 ;
Vishwakiran et al., 2001).

Ces organismes sont transportés et véhiculés par les courants marins sur des supports inertes
ou vivants, mais leurs répartition et fréquence restent plus constantes au niveau des sédiments,
sur le plancton cétier, dans les mollusques et les intestins de poissons (Brisou, 1975).

2 Le pétrole comme probléme et le champignon comme solution

2.1 Hydrocarbures

Les hydrocarbures (pétrole brut et gaz naturels) sont des molécules composées uniquement
d’atomes de carbone (C) et d’hydrogéne(H), ils ont pour formule brute ChHm (Franennec et
al., 1998), et se présentent sous forme liquide, gazeuse ou solide (Jarrige, 2013).
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Il existe différents types d'hydrocarbures, on distingue les hydrocarbures naturels comme le
Pétrole, du gaz naturels et du bitumes issus de la transformation de la matiere organique
présente dans les sediments et les hydrocarbures de synthese qui sont fabriqués, par des
processus de catalyse des matieres contenant du carbone et de I’hydrogéne comme le charbon,
le gaz ou la biomasse.

2.1.1 Origine du pétrole introduit dans les milieux aquatiques

L’origine des hydrocarbures pétroliers déversés dans l'environnement peut étre naturelle ou
anthropique. Une grande partie du pétrole brut de la planéte est emprisonné depuis des
milliers d’années dans des gisements souterrains. Ponctuellement ou chroniquement, ces
gisements présentent des résurgences qui liberent du pétrole dans les milieux marins sus-
jacents.

A ces rejets naturels, s’ajoutent les apports anthropiques de pétrole dans les milieux marins
via I’exploitation humaine des gisements, le transport des hydrocarbures par voie maritime ou
terrestre, les déversements accidentels ou volontaires, et méme leur simple utilisation comme
carburants ou produits dérivés (AAM, 2011) (fig.2).
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Sources extracotieres et accidants de
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9% 20 %
Rejots
opérationnels
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Figure 2: Sources principales d’hydrocarbures dans les océans en 2001(Genivar, 2011).

2.1.2 Devenir des hydrocarbures en milieu marin

La proportion relative des différents éléments constituant le pétrole brut détermine les
caractéristiques physiques du peétrole, sa toxicité, son devenir et son comportement dans
I'environnement ainsi que sa biodégradabilité par les microorganismes indigénes, a ceci
s'ajoutent les conditions physico-chimiques propres des milieux estuariens et marins
(température, salinité ... etc.) qui jouent un réle majeur dans le devenir des hydrocarbures en
milieu naturel en modifiant leur les propriétés physiques (Ghiglione, 2010).
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A l'introduction d'hydrocarbures pétroliers dans les milieux aquatiques, divers mécanismes
contribuent a la décontamination naturelle. Parmi ceux-ci, on retrouve des mécanismes
abiotiques tel que I'évaporation, la dissolution, la dispersion et la photo-oxydation et biotiques
tel que la biodégradation microbienne (fig.3), lI'action combinée de ses différents mécanismes
régule Defficacité de la décontamination et détermine la capacité de remédiation du milieu
(Lemarchand et Desbiens, 2016).
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Figure 3: Processus influencgant le devenir des hydrocarbures pétroliers en milieu marin
(Genivar, 2011).

2.1.3 Hydrocarbures et impacts biologiques

La toxicité des hydrocarbures pétroliers pour les organismes aquatiques est directement reliée
a leur composition chimique. Par exemple, les hydrocarbures aromatiques de faibles poids
moléculaires, tels que les mono-aromatiques et les aromatiques polycycliques a 2 cycles,
présentent une toxicité élevée pour les organismes aquatiques. Toutefois, leur grande
solubilité et leur importante volatilité font qu'ils ne persistent que quelques heures ou
quelques jours apres un déversement en milieu aquatique (Dupuis et Ucan-Marin, 2015).

A linverse, les constituants de poids moléculaire plus élevé, tels que les HAP & 3 cycles
benzéniques et plus, sont beaucoup moins solubles et volatiles. De ce fait leur impact sur les
communautés biologiques indigeénes s’effectue sur un plus long terme. Les conséquences
biologiques de I’introduction d’hydrocarbures pétroliers dans les environnements marins et
estuariens (tab.2) seront donc dépendantes de plusieurs facteurs combinés, incluant la nature
des hydrocarbures, les conditions environnementales, l'aspect chronique ou aigu de la
contamination, la quantité deversee, le type de substrat et la sensibilité des organismes du
milieu atteint (Lemarchand et Desbiens, 2016).

30



CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau 2: Impacts environnementaux des hydrocarbures en fonction des différents
processus qu'ils subissent en milieu marin (Ghiglione, 2010).

Processus Conséguences
i Pollution atmosphérique causant une toxicité pour les oiseaux et les
Evaporation -
bénévoles.
Photo-oxydation Production des composés solubles dans 1’eau = Pollution secondaire.

Perte de contrdle de la pollution et toxicité pour le plancton et les

Dispersion .
animaux en contact.

Résidus goudronneux constitues des pétroles les plus lourds =

Sédimentation Pollution des sédiments (toxicité a long terme pour la faune benthique).

Les hydrocarbures hydrosolubles sont les plus dangereux pour la faune

Dissolution . .
et la flore locale (absorption par les organismes).

Formation de résidus goudronneux difficilement dégradables =

Emulsification Pollution des plages.

2.2 Bioremédiation par les champignons appliqués aux problémes de la
pollution des eaux marines par les hydrocarbures

Plusieurs techniques de dépollution des zones cotieres contaminées par les hydrocarbures
existent tel que les procédés physiques, chimiques et thermiques, mais ils n’ont jamais montré
d’efficacité satisfaisante vers 1’élimination des hydrocarbures. La biodégradation appliquée en
bioremédiation (Annexe 111) semble étre la plus adaptée aux écosystémes cotiers, elle compte
parmi les méthodes émergentes de remédiation des matrices polluées en raison de son
adéquation avec le développement durable et de son coup moindre par rapport aux approches
traditionnelles, qui consistent essentiellement a déplacer la matiére contaminée. Cette
technique est particulierement avantageuse lorsqu'il s'agit des contaminations de faibles
teneurs, déversées sur des grandes surfaces (Cerniglia, 1993).

Dans les milieux estuariens et marins, la biodégradabilité des hydrocarbures dépend de
la complexité du composé & dégrader, les conditions environnementales au niveau du milieu
impacté, et la présence d'une communauté microbienne possédant les caractéristiques
génétiques nécessaires a la production d'enzymes adaptées a la dégradation des hydrocarbures
(Lemarchand et Desbiens, 2016).

La bioremédiation peut faire intervenir différents types d'organismes comme les bactéries, les
champignons, les algues, les plantes et méme les cyanobactéries (Prince et al., 2005), qui
seront impliqués dans la biodégradation des hydrocarbures grace a leur capacité a métaboliser
les polluants organiques (hydrocarbures, pesticides, solvants, matiéres plastiques) en les
transformant en constituants cellulaires (Margesin et Schinner 1999 ; Dash et al. 2013).

En termes de dominance, les bactéries et les champignons sont les acteurs principaux de la
biodégradation environnementale (Leahy, 1990). Certaines bactéries peuvent dégrader
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plusieurs hydrocarbures ou toute une classe d’hydrocarbures (AAM, 2011), pareille pour les
champignons. Mais les dizaines de milliers de composés différents qui forment le pétrole ne
sont biodégradables que par D’action combinée de I’ensemble des membres d’une
communauté microbienne complexe (Head et al., 2006).

Parmi ces microorganismes, se distinguent les organismes dégradateurs d'hydrocarbures
obligatoires et pour lesquels la présence d'hydrocarbures est obligatoire pour leur survie et des
organismes dégradateurs opportunistes capables d'utiliser les hydrocarbures comme source de
carbone parmi d'autres sources possibles (Lemarchand et Desbiens, 2016).

Dans les milieux marins soumis a des apports chroniques d’hydrocarbures, de nombreux
microorganismes composent la communauté microbienne indigéne. Cette communauté, dite
adaptée a la dégradation des hydrocarbures, présentera une réponse rapide vis-a-vis d’un
déversement d'hydrocarbures et une efficacité de biodégradation.

A P’inverse, dans un milieu non impacté ou peu impacté, un déversement pétrolier entrainera
en premier lieu une modification de la communauté microbienne indigéne par la dominance
d’espéces qui ont la capacité a dégrader les hydrocarbures (a fort potentiel oxydant)
conjuguée a I’induction d'enzymes spécifiques a la dégradation des hydrocarbures et
I'apparition de modifications génétiques aboutissant a de nouvelles capacités métaboliques au
sein de la communauté microbienne indigene. Une fois la nouvelle communauté en place, la
biodégradation pourra s’effectuer. L'initiation de la biodégradation lors d'un déversement
accidentel sera donc plus rapide en milieu impacté qu’en milieu sain (Ortmann et Lu, 2015).

Comme mentionné précédemment, les hydrocarbures pétroliers peuvent étre dégradés par
différents mécanismes. Toutefois, la respiration aérobie par les microorganismes indigenes est
la voie principale d'élimination des hydrocarbures dans I’environnement. Les communautés
estuariennes et marines sont soumises aux conditions environnementales prévalant dans les
milieux dans lesquelles elles évoluent. Des conditions environnementales défavorables a la
croissance, et par conséquent a la métabolisation des hydrocarbures, représentent donc le
principal obstacle a la biodégradation in situ (Juhasz et Naidu 2000, Coulon et al., 2007, Dash
etal., 2013).

Toujours est-il que nombreuses micromycetes capables de dégrader les hydrocarbures ont été
isolées et étudiées, mais celles qui les dégradent in situ sont mal connues, cependant pour
avoir une idée sur la dégradation des hydrocarbures in situ il faut procéder a I'approche
moléculaires indépendantes de la culture (Juhasz et Naidu 2000).

2.2.1 Biodégradation des hydrocarbures par les champignons

La dégradation des HAP est documentée chez de nombreux microorganismes (Atlas, 1981 ;
Samanta et al., 2002 ; Al. Turki, 2009), mais la proportion de microorganisme ayant cette
capacité est trés variable au sein des différents écosystemes (Leahy et Colwell, 1990).Si les
applications dans le domaine de la bioremédiation se sont jusqu'a présent majoritairement
focalisées sur les bactéries et la diversité métabolique qu'elles offrent, la bioremédiation
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fongique se révele également prometteuse (Cerniglia, 1997), en particulier pour la dégradation
des HAP a hautes masses molaires (Juhasz et Naidu, 2000 ; Zhang et al., 2006). Cette
propriété est a mettre en lien avec les capacités métaboliques du regne fongique qui leur
permettent de dégrader des molécules naturelles complexes (Bennett et al., 2002)

Les champignons jouent des roles trés importants dans les cycles biochimiques (Gadd,
2007).La structure mycélienne de ces microorganismes se révéle également étre un avantage
pour la bioremédiation par son caractere invasif qui permet la prospection d'un grand volume
du milieu contaminé avec une tres grande surface d'échange (Bennett et al,. 2002).

2.2.2 Activités enzymatiques des champignons impliquées dans la
biodégradation des hydrocarbures

La biodégradation des HAP par les microorganismes a été décrite principalement chez les
bactéries, les champignons et les algues en conditions aérobies (Cerniglia, 1992). le principal
point des variation entre les différentes voies métaboliques est la stratégie de déstabilisation
des cycles aromatiques. Chez les eucaryotes comme les algues ou les champignons, la voie
impliquée est le processus de détoxification du cytochrome P450 impliquant une activité
monooxygenase. L'intermédiaire époxyde obtenu par I'addition d'un atome d'oxygéne est
ensuite réarrangé de maniere enzymatique ou non, la deuxieme voie implique la production
d'enzymes extracellulaires capables d'oxyder les HAP par des activités de type péroxydase ou
laccase. Cette voie de dégradation est principalement décrite chez des champignons
lignolytiques (Fayeulle, 2013).

Les mécanismes impliqués dans la dégradation des HAP par les champignons sont
majoritairement des co-métabolismes, c'est-a-dire une dégradation sans bénéfice direct de
matiere ou d'énergie pour l'organisme qui en est responsable, ces processus nécessitent ainsi
I'utilisation d'autres substrats en tant que source de carbone ou donneur d'électrons (Fayeulle,
2013).
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CHAPITRE II MATERIEL ET METHODES

1 Présentation de la zone d'étude

1.1 Présentation du port d'Alger

Le port maritime d'Alger est le premier port commercial de I'Algérie & cause de sa position
particuliere dans le bassin méditerranéen et aussi a I’échelle nationale (www.portalger.com.dz).

Figure 4: Photo aérienne du port d'Alger (blanche-alger.skyrock.com).

1.1.1 Situation géographique

Le port d'Alger, une infrastructure située 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 se dresse au pied du massif de
Bouzeréah, délimité par la jetée Khair-Eddine au Nord - Est, par la Bris Lames Est au Sud-ouest
et par la ville d'Alger a I'Ouest, en s'étendant sur deux communes, Casbah au niveaux de sa partie
nord et Alger-centre au niveaux de ces parties centre et sud. Il s'ouvre sur la mer
méditerranéenne sur une surface globale de 126 hectares (www.portalger.com.dz).

1.1.2 Ouvrages de protection

Les ouvrages de protection sont constitués de deux digues artificielles perpendiculaires a la cote
d’une longueur totale de 3,4 Km et une brise-lame de 2,6 Km paralléle a la cte formée a partir
de 03 digues disposeées en ligne brisée (www.portalger.com.dz).

1.1.3 Plan d’eau

De point de vu structural, le port d'Alger est constitué essentiellement de trois bassins
(www.portalger.com.dz):

- Le bassin du Vieux-Port 75 ha.
- Le bassin de I'Agha 35 ha.
- Le bassin de Mustapha 74 ha.
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1.2 Hydrodynamismes

1.2.1 Courants

Les principaux courants de la zone maritime algérienne sont des courants de secteur ouest qui
ont pour origine L'écoulement des eaux Atlantiques le long des cotes Algériennes (Benzohra,
1993), mais Il existe des contres courants latéraux allant vers I’ouest qui sont en général, faibles
au port d’Alger. D’autre part, en fonction de la direction des vents, les vagues sont en majorité
orientées dans les directions Nord-est et ouest (www.portalger.com.dz).

1.2.2 Circulation des eaux dans le port

La circulation des eaux portuaires a été établie par Rebzani-Zahaf (1999), des entrées d'eaux vers
I'enceinte portuaire ont été détectées d'origine de la baie d'Alger de la baie d'Alger, elles se
localisent au niveau des passes Nord et Sud du port. Les eaux circulent dans le bassin du Nord

vers celui du sud et vice versa.
1.3 Etat de pollution du port d'Alger

1.3.1 Situation générale:

Le littoral Algérien a connu un développement urbain, industriel, touristique, et agricole sans
précédent, de plus les eaux cotiéres ont servi de lieu de rejets a presque toutes les activités
liées a ce développement (Krachai et Hadjel, 2014), les conséquences de telles pratiques sont
ressenties du fait de la multiplication anormale des algues, la rareté de certains organismes et
le développement d'autres aux détriments de ces derniers (EI Watan, 2005).

Le port d'Alger ne fait pas exception a la regle, il est menacé de plusieurs types de pollution en
particulier la pollution due aux rejets des hydrocarbures, ces derniers montrent une persistance
dans I'environnement, une capacité a étre transportés sur des longues distances, une tendance a la
bioaccumulation et une toxicité vis-a-vis différents organismes. Ces composés organiques sont
toutefois considérés depuis quelques décennies comme une des préoccupations premieres en
matiére de protection environnementale. Cette pollution est due essentiellement a L'influence
directe de la ville d"Alger, ou convergent les rejets urbains de prés de 3000 habitats; Les rejets
des unités industrielles de COGRAL Filiale ENCG HRSA/UP5 et ceux de COGRAL RSA/UP6
dédiées pour des activités de Raffinage de huiles et fabrication de savon (PAC, 2005); Les rejets
de la Centrale thermique de la production d'électricite (PAC, 2005); Les activités de péche et de
plaisance; Les décharges directes des bateaux.

1.3.2 Points de rejets dans le port d*Alger

Le port d'Alger constitue une source inépuisable de pollution qui au-dela de son activité
portuaire, recoit un grand nombre d'égouts qui drainent les eaux usées de la ville d'Alger et dont
I'influence est étalée dans I'espace et le temps (Guendouzi, 2011). Selon le laboratoire d'études
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maritime (LEM, 2007), les canalisations d'eaux usees au niveau du port d'Alger sont au nombre

de 25 réparties sur les quais N°4, N°8, N°12, N°21, N°24, N°25, N°26, N°27, N°28, N°32, N°36
(fig.5).

P

Echelle : 1/2500

Figure 5: Le réseau d'assainissement de la ville d'Alger (EPAL, 2017)
2 Choix des stations

La figure ci-dessous représente la distribution des stations d'échantillonnage dans le port d'Alger:

U:‘:f

P )

Visite guidée i

Figure 6: Positionnement des stations dans le port d'Alger (Google Earth, 2017).
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La localisation des stations dans la zone d'étude a été choisie de facon a couvrir I'ensemble du
port afin d'avoir une idée globale sur la diversité fongique de I'eau du port, d'une part elle a été en
fonction de I'intensité de la pollution et la présence des points de rejet (S2, S3, S4, S5, S6, S7,
S8, S10; S13, S14, S15, S17, S18, S19) et d'autre part par rapport a I'éloignement de ces points
(S1, S9, S11, S12, S16) (fig.6).

3 Prélevement

Les sorties en mer ont été effectuées durant le mois d'avril et mai (2007), elles sont de l'ordre de
trois dont les deux premiéres ont été consacrées chacune pour une moitié de la zone d'étude
tandis que la derniere a été faite pour I'ensemble du port, ce qui nous a fait deux prélévements
par station. L'acceés a ces derniéres a été effectué a l'aide d'une petite embarcation "Annexe Sidi
BOUGDOU".

Le prélevement a été réalisé a partir de la matrice eau, en surface a I'aide des flacons de 200 ml
stériles dont ces derniers s'ouvrent sous l'eau. Afin d'éviter toute contamination extérieure
(Moufok, 2005), (fig.7)

Figure 7: Prélévement d'eau de mer

En parallele la prise des coordonnées géographiques et des parametres physico-chimiques de
chaque station est faite le long de la sortie en utilisant une valise multiparamétrique et un GPS,
un étiquetage est attribué a chaque échantillon, puis lI'ensemble est stocké a 4°C, l'analyse au
laboratoire, se fait le plus t6t possible.

4 Mise en culture pour I'isolement des souches fongiques

Toutes les manipulations microbiologiques sont réalisées dans des conditions d'asepsie a
proximité d'un bec Bunsen.
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4.1 Préparation du milieu de culture

Le milieu Sabouraud a été choisi comme un milieu d'isolement premiérement en raison de sa
disponibilité au niveau de notre laboratoire, deuxiémement parce qu’il est considéré comme un
milieu classique pour I'isolement des especes de champignons (Botton et al., 1990).

Au niveau du laboratoire ce milieu a été préparé a partir d'une poudre commerciale a 2% de
glucose (47g/L), en utilisant I'eau de mer (prélevée d'une zone propre et filtrée a l'aide d'une
rampe de filtration) pour se rapprocher aux conditions du milieu naturel, son pH final est ajusté a
57+0,2.

Le mélange est porté a ébullition pour une compléte dissolution de I'agar-agar puis réparti dans
des flacons de 200 ml et stérilisé par autoclavage a 121°C pendant 15 min.

A leur sortie de l'autoclave, et avant leur coulage dans des boites de Pétri, dés que la température
est atteint 45°C, nous additionnons quelques gouttes de Tween 80 comme agent tensioactif et
d'’Amoxicilline en raison d'1g/l afin d'inhiber le développement bactérien.

Remarque:

Le principal réle physiologique d'un tensioactif est de permettre aux microorganismes de se
développer sur des substrats insolubles en réduisant la tension interfaciale entre l'eau et le
substrat, rendant ce dernier plus facilement accessible (Fiechter, 1992 ; Matasandoval et al.,
2000).

4.2 Mise en culture des échantillons

La mise en culture des échantillons d'eau de mer se fait par I'étalement ou I'ensemencement de 3
ml d'eau de mer sur la surface de la gélose Sabouraud dans des boites de Pétri (9 cm @) a l'aide
d'une pipette Pasteur incurvée en rateau, L'exceés d'eau est retiré en utilisant une pipette stérile.

L'incubation se fait a 27°C et a 37°C (pour augmenter la chance de l'apparition des souches)
jusqu'a l'apparition des souches (entre 1 a 3 semaines pour les moisissures et moins d'une
semaine pour les levures).

5 Isolement des souches

Aprés incubation, une mycoflore variée s’est développée, pour chaque colonie fongique
morphologiquement distincte, une ose est prélevée puis ensemencée dans des boites de Pétri (4,5
cm @) sur le méme milieu, cette étape est tres délicate et demande beaucoup de temps, puisqu'il
s'agit d'un prélévement qui abrite des milliers de microorganismes.

Pour l'isolement, I'incubation se fait a 27°C et a 37 °C (¢a dépend de la température de la boite
initiale), mais cette fois si la culture prendra une durée moindre vu l'adaptation des espaces via
le milieu de culture.

39



CHAPITRE II MATERIEL ET METHODES

6 Purification

C'est l'¢tape qui précede l'identification, elle se fait par des repiquages successifs jusqu’a
I’obtention -au sein d’une boite de Pétri- de colonies identiques par 1’aspect et la couleur
(Guiraud, 1998).

7 ldentification

L'identification de la mycoflore a pendant longtemps été exclusivement basée sur 1’observation
des caractéres culturaux et morphologiques de 1’espéce. Toutefois les progres récents de la
biologie moléculaire ont permis de proposer des outils d’aide a I’identification, mais il s'agit
d'outils relativement couteux, d'utilisation complexe et dont les résultats sont parfois longs a
obtenir (Pitt, 1988). Néanmoins, la complexité du régne fongique fait, qu’a I’heure actuelle, ces
outils ne peuvent pas encore remplacer complétement 1’examen morphologique, qui reste la base
de I’identification (Tabuc, 2007).

Conventionnellement, I'identification des genres fongiques repose sur 1’observation des critéres :
culturaux, morphologiques (Botton, 1985 ; Grames, 1996) et physiologiques (Bourgeois, Leveau,
1980). Pour la présente étude I'identification a été faite selon les deux premiers critéres.

7.1 Caractéristiques culturales

Il s'agit de 1’observation macroscopique des cultures a travers l'examination de 1’aspect des
colonies, la forme, la taille (diamétre), la couleur, 1’élévation, 1’opacité (tab.3) (Joffinet Leyral,
2006).Cette examination permet d’effectuer une premiere caractérisation, avec une orientation
possible des résultats au cours de I’identification.

Tableau 3: Présentation des critéres macroscopiques essentiels a I'identification des
champignons (Tabuc, 2007)

Le critére Observations possibles
macroscopique
Taille Petites colonies (Cladosporium), colonies étendues, envahissantes
(Mucor, Rhizopus).
Couleur Blanc, créme, jaune, orange, rouge allant jusqu’au violet ou bleu, le

vert, le brun allant jusqu’au noir. Les pigments peuvent étre localisés au
niveau du mycélium (Aspergillus, Penicillium) ou diffuser dans le
milieu de culture (Fusarium).

Aspect Duveteux, laineux, cotonneux, velouté, poudreux ou granuleuses;
parfois certaines colonies peuvent avoir une apparence glabre
(I’absence ou pauvreté du mycélium aérien).

Texture Molle, friable, élastique, dure, crémeuse.

Relief Plat, plissé ou ridé.
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7.2 Caractéristiques morphologiques

C'est I’observation microscopique qui consiste a observer les cellules fongiques aprés un
traitement adéquat avec des produits chimiques (Annexe 1V) judicieusement sélectionnés comme
les milieux d’observation, les colorants, les réactifs microchimiques, les milieux de montage et
dont le choix dépend essentiellement de trois facteurs (Annexe V) qui sont : le groupe auquel
appartient le champignon a observer, le type des cellules a mettre en évidence et la destination de
la préparation (Didier Baar, 1996).

Ce type d'observation donne des précisions sur laforme des spores, la septation et
I'ornementation des hyphes, le nombre et la position (polaire, latérale) du (ou des) bourgeon, le
mode de reproduction, les structures de fructification, sans oublier les dimensions évaluées a
I’aide d'un micromeétre oculaire (tab.4) (Didier Baar, 1996).

Tableau 4: Présentation des criteres microscopiques essentiels a I'identification des
champignons (Tabuc, 2007).

Le critéere Observations possibles
microscopique

Thalle siphonné: constitué d’éléments tubulaires, de diamétre large
et irrégulier (5-15 um) ex: Zygomycetes.

Thalle Thalle septé ou cloisonné: constitué de filaments de diamétre
étroit (2-5 um) et régulier ex: Ascomycetes, Basidiomycetes et
Deutéromycétes (Badillet et al., 1987)

Les spores endogenes (endospores) sont produites a 1’intérieur d’un
sac fermé (sporange) ex: les Mucorales, sont

Types | Les spores exogénes (conidies), bourgeonnement a partir d’une
cellule spécialisé (cellule conidiogene), retrouvées chez les
Ascomycetes, Basidiomycetes et Deutéromycetes.

les amérospores: spores unicellulaires de petite taille (Penicillium,
Aspergillus);

les didymospores : spores bicellulaires (Trichothecium) ;

les phragmospores: spores pluricellulaires a cloisons transversales
Aspects | (Curvularia) ;

les dictyospores: spores pluricellulaires a cloisons transversales et
longitudinales (Alternaria) ;

les scolécospores: spores étroites, effilées, souvent incurvées et
cloisonnées transversalement (Fusarium).

Spores

Le mode thallique: la formation des spores s’effectue a partir
d’¢léments préexistants du thalle.
Modes de formation - le type thallique solitaire, ex: Chrysosporium.

des conidies - le type thallique arthrique, ex: Geotrichum.
(Botton et al., 1990) | Le mode blastique: les spores sont formées par bourgeonnement a
partir de cellules conidiogénes différenciees ou pas.
- le type blastique acropete, ex: Cladosporium, Alternaria
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- le type blastique sinchrone, ex: Botrytis

- le type blastique sympodial, ex: Beauveria

- le type blastique régressif, ex: Trichothecium

- le type blastique percurrent (annellidique), ex: Scopulariopsis
- le type blastique phialidique, ex: Aspergillus, Penicillium.

- le type blastique porique, ex: Alternaria, Curvularia.

Mode de
groupement des
conidies
(Botton et al., 1990)

Les conidies sont, en général, regroupées a I’extrémité de la cellule
conidiogene. leur organisation est aussi un facteur d’identification.
Les principaux types sont :

- Grappes, ex. Beauveria, Trichothecium.

- Masse, ex. Botrytis.

- Tétes ou balles, ex. Acremonium, Trichoderma.

- Chaines basipétes, ex. Scopulariopsis, Aspergillus, Penicillium.
-Chaines acropetes, ex. Cladosporium, Alternaria.

Mode
d’implantation des
cellules
conidiogénes

Conidiogenes non différenciées intégrées dans les
intercalaires ou situées dans une position
Aureobasidium).

hyphes,
terminale  (ex:

Directement insérées sur les filaments végétatifs (ex
: Acremonium, Fusarium) ;

-Bien distinctes des filaments végétatifs, portées par
des conidiophores disperses sur le thalle végétatif :
a) regroupées a I’extrémité dilatée du conidiophore,
formant une téte (ex: Aspergillus) ; b) regroupées en
verticille au sommet du conidiophore, formant un
pinceau (ex: Penicillium) ; c) disposées en verticille
le long du conidiophore (ex: Verticillium).

Cellules
conidiogénes
différenciées

Cellule conidiogenes bien distinctes des filaments végétatifs,
portées par des conidiophores groupés.

conidiophores disposés parallelement les uns aux autres, agrégés en
une gerbe sporifére nommeée coremie (ex: Graphium).

Conidiophores agrégés en coussinets superficiels nommé

sporodochie (ex: Myrothecium);

Présence de
structures
protectrices issues
de la reproduction
asexuée ou sexuée

Les pycnides, les acervules, 1’ascocarpe (les apothecies, les
cléistotheques, les péritheces).

Présence des
chlamydospores

Eléments de résistance lorsque les conditions sont défavorables,
elles se retrouvent chez certaines les especes et constituent une aide
dans I’identification lorsqu’elles apparaissent.
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Les observations précédemment citées ont été visualisées via des préparations microscopiques
qui sont essentiellement:

Examen d'un fragment dilacére

C'est la dissociation d'un fragment de colonie dans une goutte de colorant déposee sur une lame,
le tout est recouvre d'une lamelle puis observé aux différents grossissements.

Généralement, un examen a 1’objectif X40 est suffisant pour mettre en évidence la plupart des
éléments importants a l'identification (Cahagnier et Mollard, 1998).

Attention: La dilacération doit étre délicate, il faut éviter la dissémination des spores en
manipulant entre 2 becs Bunsen.

Préparation de la technique du ruban adhésif (scotch):

Appelée couramment la technique du drapeau. Elle consiste a appliquer un bout de scotch (collé
de ses extrémités a une pince) sur la surface de la culture a étudier et I'examiner ensuite ente
lame et lamelle (Chabasse, 2002), en sandwich entre 2 gouttes de colorant (fig.8).

Avantages: Technique rapide, facile a réaliser et ne détruit pas trop les organes du champignon.
Inconvénients: Elle ne permet d'observer que les structures superficielles.

ruban adhésif

lamelle
colorant

ruban adhésif

/ ./__t colorant
lame

Figure 8: La technique du drapeau

Préparation des cultures sur lame (La technique de micro-culture):

Elle consiste a couper un morceau de gélose non inoculé de 2 mm d'épaisseur et le déposer sur
une lame stérile, cette derniere est placée dans une boite de Petrie et soulevé du fond a 1’aide de
deux batonnets (stériles), le morceau est ensemencé avec un fragment jeune de mycélium et
recouvert d'une lamelle, I'humidité est conservée en rajoutant quelques gouttes d'eau stérile au
fond de la boite de Pétri, cette derniére est incubée a une température adéquate
(www.microbiologie-medicale.fr).
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Aprés un développement jugé suffisant, la lamelle est enlevée puis colorée et observée au
microscope aux différents grossissements (fig.9).

Il est possible de faire la méthode autrement en placant la lamelle directement sur la surface
d'une gélose coulée dans une boite de Petrie (www.microbiologie-medicale.fr).

L'avantage de cette préparation c'est qu'il n'y a pas destruction des structures (intérét pour
la mise en évidence des organes de fructification), mais sa réalisation reste toujours délicate

cube de gélose

Figure 9: Culture sur lame
8 Conservation des souches

L'objectif de la conservation d'une souche pure est de la maintenir en conservant son génotype.
Cependant qu'en pratique, il est impossible de Vérifier I'absence totale de modification du
patrimoine génétique d'origine de la souche pure lors de la conservation, donc nous nous
contentons de maintenir un ensemble de caractéres génétiques et/ou morphologiques et/ou
physiologiques et/ou biochimiques qui caractérisent la souche pure et qui sont d'intérét pour son
utilisation ultérieurement (Perrin, 2008).

La conservation doit évidemment exclure des contaminations (Perrin, 2008). Elle été faite en
utilisant des tubes contenant 10 ml de la gélose SAB a I'eau de mer dont les tubes sont inclinés et
conserveés au réfrigérateur.

9 Détermination de Dactivité d’émulsification pour les champignons
filamenteux:

A fin d’estimer 1’activité d’émulsification nous avons utilisé L’indice d’émulsion ou E24 qui
permet de vérifier la capacité a émulsionner une phase hydrophobe dans une phase hydrophile
(Maamar, 2015), en utilisant le pétrole brut ou le kéroséne.

Pour arriver a calculer cet indice nous avons procédé dans un premier temps a faire une pré-
culture en Prélevant une ose a partir de la souche a tester et la mettre dans un tube a essai qui
contient 3 ml du milieu d'enrichissement qui est le Sabouraud liquide a 3,5% de glucose (Annexe
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VI), l'incubation se fait a 30°C. 24h apres, nous rajoutons 3ml du pétrole, le tout est agité au
vortex a la vitesse maximale pendant 2 minutes et laissé a la tempeérature ambiante. Les mesures
sont prises 24h apres.

Calcul de L’indice d’émulsion

L’index d’émulsion représente la hauteur de 1’émulsion formé (He) devisée par la, hauteur totale
du liquide dans le tube (Ht) multipliée par 100 (Tabatabaee et al., 2005):

E24 = (He /Ht) X100

10 Test préliminaire

Ce test consiste a faire une premiere sélection des meilleures souches qui peuvent étre cultivées
en présence de pétrole brut comme seule source de carbone parmi (Maamar, 2015), les souches
fongiques filamenteuses que nous avons isolées a partir de l'eau de mer contaminée par les
hydrocarbures provenant du port d'Alger.

Pour ce faire nous avons préparé un milieu sélectif, il s'agit d'un milieu minéral (Santos et al .,
2008) a 1% de pétrole dont la composition est la suivante:

KH2POu4..ooii 0,05g
(NH4)2SO4. ..o 0,05¢g
MgSO4H20. ... 0,05g
AT, 15¢

L'ensemble des composés est préparé dans 1L d'EDM, puis autoclavé a 121°C pendant 15 min,
1% de pétrole brut est additionné avant le coulage du milieu et un flacon contenant le méme
milieu mais sans addition du pétrole brut a servi du témoin.

L'ensemencement de ce milieu se fait en déposant 1cm? d'une culture jeune au centre de la boite
et l'incubation se fait a 30°C jusqu'a avoir une croissance bien visible et/ou une sporulation.

11 Test de biodégradation du pétrole sur milieu solide

Afin d'apprécier le phénomene de la biodégradation des hydrocarbures dans I’eau de mer nous
avons procéde a faire un bio-test pour les souches sélectionnées lors du test préliminaire, mais

cette fois-ci leur capacité sera évaluer dans différents volumes de pétrole brut (Maamar, 2015).

Le milieu utilisé dans ce test est moins compliqué qu'au précédent, il s’agit d'EDM naturelle
(1L), du peptone (10 g/L) comme source d’azote et de 1'agar (15g/1), ce milieu est stérilisés a
121°C pendant 15 min, une fois refroidit et avant son coulage, différents volumes de pétrole y
sont inoculés, dont un flacon dépourvu du pétrole brut a servi du témoin.
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Trois boites de Pétri ensemencées avec des volumes différents de pétrole brut plus une boite qui

a servi de témoin sont utilisées pour chaque souche de champignon filamenteux dont I'inoculum
se fait suivant la méme méthode utilisée lors du test préliminaire.
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CHAPITRE I RESULTATS ET DISCUSSION

Les parameétres physico-chimiques représentés sont ceux qui ont été pris lors de la derniére
sortie vu qu'elle englobe toutes les stations, tandis que les résultats de la diversité de la
mycoflore marine ont été révélés a partir de lI'analyse des échantillons de l'ensemble des
sorties.

1. Parameétres physico-chimiques
1.1 Température

Les valeurs de température mesurées dans les dix-neuf stations sont représentées dans la
figure 10.

25 |
20?‘000’000,00000""
15

10 |

Température (°C)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Stations

Figure 10: Distribution des valeurs de la température (°C) de I'eau au niveau des différentes
stations.

Les températures moyennes enregistrées pendant la période de prélevement varient entre une
valeur minimale de 19,4°C (S7) et une valeur maximale de 20,63°C (S19), avec une moyenne
de 19,5°C (fig.10).

Ces valeurs sont plus au moins homogenes et 1égérement basses, ceci est liées essentiellement
a la présence d'un réseau d'assainissement au sein du port qui versent de I'eau plus froide que
celle du port, a cela s'ajoutent les conditions métrologiques de la période de prélévement
(Période printaniére) qui influent directement sur la couche superficielle de I'eau.

La biodégradation des hydrocarbures est affectée par la température, la basse température
ralenti la ventilation des eaux, et augmente la viscosité du pétrole ce qui le rend plus difficile
a s'émulsifier (Sauret, 2011). Généralement, la biodégradation est favorisée a des
températures se situant entre 25°C et 37°C (Beaudoin, 1996).
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1.2 Salinité

Les valeurs de la salinité mesurées dans l'ensemble des stations sont représentées dans la
figure 11.
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Figure 11: Distribution des valeurs de la salinité (PSU) de I'eau au niveau des différentes
stations.

La salinité au niveau de l'ensemble des stations oscille entre 29,7PSU (S2) et 32,87 PSU
(S15) avec une moyenne de 31,60 PSU, Ces valeurs sont inférieures a la salinité des eaux
Méditerranéennes, qui avoisine 38 PSU (Fig.11).

Les valeurs moyennes de salinité trouvées lors de cette étude sont tout a fait attendues ; en
effet cette baisse de salinité peut s'expliquer par un apport local d'eau douce (les égouts), les
vidanges des bateaux (déballastage) ainsi que le faible renouvelement des eaux vu la structure
semi fermée du port.

La salinité constitue un parametre important du fait qu'elle exerce un effet osmotique sur les
micro-organismes, qui ont aussi des besoins en sels comme NaCl, KCI et MgCl.. Les fortes
concentrations ont tendance a diminuer le nombre d'espéces et a dénaturer les protéines en
cassant la structure tertiaire des protéines qui est essentielle a I'activité enzymatique (Atlas et
Bartha, 1993). Les fortes salinités constituent une barriére naturelle pour la biodégradation
(Mallouhi, 1989 ; Bertrand et al., 1993).
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1.3 pH

Les valeurs du pH mesurées dans les dix-neuf stations sont représentées dans la figure 12.
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Figure 12: Distribution des valeurs du pH de I'eau au niveau des différentes stations.

Le pH dans I'ensemble des stations se situe entre 7,68 (S6) et 8,29 (S15) avec une moyenne de
8,13 (fig.12).

Les valeurs de pH sont normales et en adéquation avec les normes décrites pour la
Méditerranée a l'exception des stations S2 (7,91) et S6 (7,86) dont la diminution est
probablement due aux apports d'eaux douces ainsi que les produits chimiques rejetés par les
unités industrielles.

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 ; Gabet, 2004).

D’une maniére générale les parameétres physicochimiques peuvent fortement affecter la

biodégradation des hydrocarbures ainsi que la survie des populations microorganismes en
particulier les micromycétes.
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2. Isolement des champignons a partir de I'eau de mer

Les cultures réalisées a partir des échantillons d'EDM du port d'Alger a 27 °Cet a 30°C, ont
abouti a des textures, des couleurs et des aspects de colonies différents sur le milieu
Sabouraud. Nous avons pu isoler 43 colonies d'aspect filamenteux et 95 colonies d'aspect
levuriformes.

3. Identification des micromycetes

3.1 Identification des moisissures

L'observation des caractéres phénotypiques et morphologiques des colonies filamenteuses,
nous a permis de répartir les 43 souches de moisissures obtenues sur 14 genres, appartenant
en majorité au phylum des Deutéromycétes, dont 5 souches n‘ont pas pu étre identifiées.

3.1.1. Description avec illustration des différentes espéces isolées

Les tableaux suivants représentent la description des caractéeres culturaux et morphologiques
de I'ensemble des souches retrouvees dans I'eau du port d'Alger.

Le genre Aspergillus

Tableau 5: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques des souches
d'Aspergillus retrouvées dans I'eau du port d'Alger

Lespece Caracteres culturaux Caractéres morphologiques
- - . Tétes fourchus avec des vesicules
Recto: Mycélium aérien / Petites . .
— A , sub-globuleuses / Conidiophores hyalins,
S1 colonies blanchatres d'aspect . . . .
. courts et fins /conidies unicellulaires
granuleux / Verso: Incolore a jaune } . ,
A . . (Amérospores)  rondes  issus  d'une
pale / Croissance: Normale (30°C). . . N
EE— formation blastique phialidique.
a Recto: Mycélium aérien / Colonies | Tétes bisériées /Conidiophores hyalins
P . . , . , .
ot @ | envahissantes d'aspect granuleux et | longs, lisses et épais / Vésicules
g < | plissé d’abord blanches, puis noires | globuleuses / Amérospores sphériques
= | < |/|Verso: Ridé et incolore | issus  d'une  formation  blastique
qg)_ v | /Croissance: Rapide (27°C, 30°C). phialidique.
< . . , . . Tétes unisériées avec des conidiophores
S | Recto: Mycélium aérien / Colonies . (. s
= i . hyalins longs et épais, /Veésicules
o | envahissantes d'aspect granuleux .
€ | unatre  au  début ois  jaune subglobuleuses / Amérospores rondes
= J ) L, ) issus  dune  formation  blastique
< verdatre/Verso: Ride et incolore / ohialidique
& Croissance: Rapide (27°C, 30°C). '
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[%2] st o
Recto: Mycélium aérien / Grandes - . :
§ — y_ , Conidiophores hyalins longs et fins /Les
@ | colonies beige d'aspect granuleux et | —, . .
= . L . vesicules  sub-globuleuses / Petites
S | plissé /Verso: Ridé et incolore au e , . .
o . — conidies issus d'une formation blastique
< début puis évolue vers un bruns / phialidique
< | Croissance: Normale (30°C). '
w
Recto: Mycélium aérien /Colonies
étendues blanchatres, vert au centre | Tétes bisériées / Conidiophores blancs
S5 et beige a la peériphérie d'aspect | longs et épais / Vésicules sub-losangique
velouté et plissé / Verso: Ridé et |/ Amérospores rondes issus d'une
incolore a jaune péale / Croissance: | formation blastique phialidique.
Lente (30°C).
Recto: Mycélium ras / Petites
colonies beige foncé, daspect | Thalle ramifié / Tétes bisériées /
S6 poudreux et plissé un peu du centre | Vésicules sub-globuleuses /Conidies
vers la périphérie /Verso: Ridé et | rondes issus d'une formation blastique
incolore/ Croissance: Rapide (27°C, | phialidique..
30°C).

Aspergillus sp (S1)

.
1S
S
>
2 > W ¥

Figure 13: Aspergillus sp (S1) / (A, B) Culture agée sur la g
microscopique colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).
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Aspergillus niger (S2)

Figurel4: Aspergillus niger (S2) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C Observation
microscopique colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).

Aspergillus fumigatus (S3)

Figure 15: Aspergillus fumigatus (S3) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C)
Observation microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Aspergillus ochraceus (S4)

Figure 16: Aspergillus ochraceus (S4) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C)
Observation microscopique colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).
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Aspergillus sp (S5)

Figure 17: Aspergillus sp (S5) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Aspergillus sp (S6)

Figure 18: Aspergillus sp (S

6) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation

microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Le genre Geotrichum

Tableau 6: Présentation des Caractéres culturaux et morphologiques des souches de
Geotrichum retrouvées dans I'eau du port d'Alger

L'espece Caractéres culturaux Caracteres morphologiques
o Recto: Petites colonies blanches d'aspect !Dreserllci des petites ZrthLocor:udles
2 | S7 | poudreux /Verso: Incolore /Croissance: ISsus la fragmentation des yphes en
e rapide 30°C_. ——— | formant des cellules qui se
2 P ' comportent comme des spores
O " .
'S Recto: Mycélium court /Colonies blanches Hvohes blancs et septés. présence
Q striées  d'aspect cotonneux /Verso: yphes pLes, p
Q| S8 . ) (s ————— | des petites arthroconidies de forme
O Incolore/Croissance: modérément rapide lindri

30°C. cylindrique.
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S9

Recto: Mycélium ras / Colonies blanc
casse striées d'aspect velouté /Verso:
Incolore /Croissance: modérément rapide
30°C.

Hyphes blancs et septés, présence
des longue arthroconidies de forme
cylindrique;

S10

Recto: Mycélium court /Colonies blanc
casse d'aspect avec la présence d'une sorte
de fleur au centre de la colonie /Verso:
Incolore /Croissance: modérément rapide
30°C.

Hyphes blancs et septés, présence
des longue arthroconidies de forme
cylindrique.

S11

Recto: Mycélium court /Colonies blanc
cassé striées d'aspect velouté /Verso:
Incolore /Croissance: modérément rapide
30°C.

Hyphes blancs et septés, présence
des longue arthroconidies de forme
cylindrique.

S12

Recto: Mycelium court /Colonies blanches
striées d'aspect velouté /Verso: Incolore
/Croissance: modérément rapide 30°C.

Hyphes blancs septés et regroupés
en Faisceaux.

Geotrichum sp (S7)

Figure 19: Geotrichum sp (S7) / (A) Culture agée sur la gélose SAB / (B, C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Geotrichum sp (S8)

microscopique colorée au Lugol (GR 1000).

55




CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

Geotrichum sp (S9)

Figure 21: Geotrichum sp (S9) / (A) Culture agée sur la géelose SAB / (B, C) Observation
microscopique colorée au bleu de Coton (GR 1000).

Geotrichum sp (S10)

Figure 22: Geotrichum sp (S10) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique observée a I'état frais (GR 1000) / (D) Observation microscopique colorée au
Lugol (GR 1000).

Geotrichum sp (S11)

Figure 23: Geotrichum sp (S11) / (A) Culture &gée sur la gélose SAB / (B, C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).
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Geotrichum sp (S12)

e

e ~

Figure 24: Geotrichum sp (S12)/ (A) Culture ageée sur la gélose SAB / (B, C) Observation

SN

microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Le genre Cladosporium

Tableau 7: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques des souches de
Cladosporium retrouvées dans I'eau du port d'Alger

L'espece

Caracteres culturaux

Caractéres morphologiques

S13

Recto: Mycélium court a ras / colonies
plates, plissées du périphérie au centre,
striées en vert foncé et en vert clair,
d'aspect cotonneux au centre et velouté
pour le reste de la colonie/Verso: striées
en vert foncé et en jaune pale
/Croissance: Lente (30°C).

Hyphes longs épais et septés / les
conidiophores  se  branchent de
maniere irréguliere / Conidies lisses,
soit unicellulaires dispersée soit
bicellulaires attachées en chaine
acropétale  dont les  cicatrices
d'insertion sont bien marquées sur la
paroi des conidies.

S14

Recto: Mycélium ras / colonies en
vagues concentriques, brun olivacé
d'aspect poudreux Verso: vert foncé et
plissé au centre /Croissance:
modérément rapide (30°C).

Hyphes longs ramifiés et septés / les
conidiophores sont courts / conidies
souvent unicellulaires en forme de
flacon (parfois cylindriques) mais
rarement bicellulaires.

Cladosporium sp

S15

Recto: Mycélium ras / Colonies plissées
d'une facon réguliere du périphérie au
centre, de couleur blanchatre au début,
puis vert olivacée et d'aspect velouté
Verso: vert foncé, plissé de la périphérie
au centre /Croissance: modérément
rapide (30°C).

Hyphes longs épais et septés /Les
conidies sont petites, unicellulaires en
forme de citron ou bicellulaires
allongées  (attachées en chaine
acropétale) dont les cicatrices
d'insertion sont moins voyantes.
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Recto: Myceélium ras / Petites colonies
vert foncé, d'aspect velouté a poudreux,
S16 | elles développent des plis doux autour du
centre /Verso: brun olivacé /Croissance:
modérément rapide (30°C).

hyphes longs, septés et dressées,
sombres et non septées.
/Conidiophores sombre et montre une
ramification arborescente réguliere/
conidies ovoides a  fusiformes,
unicellulaires ~ ou  pluricellulaires
attachées en chaine acropétale.

Recto: Mycélium ras / Colonies vert
olivacé d'aspect velouté a poudreux et
S17 | développent des plis doux et irrégulier au
centre de la colonie _Verso: vert olivacé /
Croissance: modérément rapide (30°C).

Hyphes longs septés et fragiles /
Conidiophores courts se dressent d'une
maniere irréguliere / conidies souvent
unicellulaires et fusiformes.

Cladosporium sp (S13)

Figure 25: Cladosporium sp (S13) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Cladosporium sp (S14)
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Figure 26: Cladosporium sp (S14) / (A, B, C) Culture agée sur la gélose SAB / (D, E)

Observation microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).
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Cladosporium sp (S15)

Figure 27: Cladosporium sp (S15) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Cladosporium sp (S16)

A

S :
Figure 28: Cladosporium sp (S16) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).

Cladosporium sp (S17)

Figure 29: Cladosporium sp (S17) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).
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Le genre Paecilomyces

Tableau 8: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques des souches de
Paecilomyces retrouvées dans I'eau du port d'Alger

L'espéce

Caracteres culturaux

Caractéres morphologiques

S18

Recto: Mycélium aerien
court/Grandes  colonies  blanches
d'aspect laineux / Verso: Jaune et peu
ridé du centre a la périphérie /
Croissance: Normale & 30°C.

Hyphes septés blancs et ramifiés /
conidiophores trop courts ou absents /
Les phialides sont typiquement gonflés
a la base et progressivement rétréci
dans un bec long / Conidies
unicellulaires rondes.

S19

Recto: Colonies ras envahissantes
brunes d'aspect poudreux / \erso:
brun / Croissance: Rapide a 30°C.

Hyphes septés / Conidiophores courts /
Les phialides sont larmiformes et
allongées ou cylindriques / Conidies
unicellulaires ovoides.

S20

Recto: Mycélium aérien / Colonies
envahissantes vert pistache d'aspect
cotonneux / Verso: Jaune pale /
Croissance: Rapide a 30°C.

Hyphes septés / Conidiophores courts /
Les phialides sont larmiformes et
allongées / Conidies sphériques a
ovoides

Paecilomyces sp

S21

Recto Mycélium ras / Colonies moves
bombées avec une sorte de veines en
surface d'aspect velouté a poudreux /
Verso: Incolore Croissance: Normale
a 30°C.

Hyphes hyper fins / Conidiophores
courts / conidies unicellulaires et
fusiformes produites en chaine a partir
des extrémités des phialides disposées
le long des hyphes.

S22

Recto: Mycélium aérien / Colonies
d'aspect cotonneux et ridé d’abord
blanches, puis vertes /Verso: Ridé et
incolore/Croissance: Normale (27°C,
30°C).

Hyphes blancs, septés / Conidiophores
fins plus ou moins longs / conidies
fusiformes produites en chaine a partir
des phialides disposées aux extrémités
des hyphes.

Paecilomyces sp (S18)

Figure 30: Paecilomyces sp (18) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB /

microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).
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Paecilomyces sp (S19)

Figure 31: Paecilomyces sp (19) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Paecilomyces sp (S20)

Figure 32: Paecilomyces sp (20) / (A, B) Culture ageée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Paecilomyces sp (521)

SIS

Figure 33: Paecilomyces sp (S21) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).
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Figure 34: Paecilomyces sp (S22) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Les genres Phialophora et Exophiala

Tableau 9: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques des souches de
Phialophora retrouvées dans I'eau du port d'Alger.

L'espéce Caracteres culturaux Caracteres morphologiques
Hyphes fins cloisonnés / Conidies
Recto: Mycélium aérien court / | produites sur des phialides solitaires en
Colonie rose claire d'aspect | forme de flacon insérées directement sur
523 cotonneux/  Verso: Incolore/ | les filaments vegetatifs ou via
Croissances: lente a 30°C. I'intermédiaire d'un conidiophore trés

& restreint.

g Recto: Mycélium aérien court / | Hyphes fins cloisonnés / conidiophore
é. 24 C9I0nie rose claire d'aspect | réduit ou absent / phialides pe.:uyent se
< laineux / Verso: Incolore/ | présenter sous la forme solitaire ou
T Croissances: lente a 30°C. ramifiée /conidies unicellulaire ovoides.
Recto: Mycélium court a ras/ | Hyphes fins, longs, cloisonnés et
colonie  Blanchatre,  d'aspect | ramifiés, présence des structures en
525 laineux ~ /  Verso:  jaune/ | forme de flacon et dautres ondulées

Croissances: Lente a 30°C. disposées le long des filaments.
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Tableau 10: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques des souches
d'Exophiala retrouvées dans I'eau du port d'Alger.

L'espéce

Caracteres culturaux

Caractéeres morphologiques

S26

Recto: Mycélium court a ras/ Grande
colonie grisatre d'aspect laineux a
cotonneux/ Verso: Jaune péle/
Croissances: Modérément rapide a
30°C.

Thalle en grains / Présence de
phialides annellidiques intercalaires
ou isolées insérées directement sur les
filaments végétatifs ou sur des
branches courtes.

Exophiala sp

S27

Recto: Mycélium court / colonie
rose clair, d'aspect laineux /Verso: /
rose clair orangé Croissances: lente
a 30°C.

Thalle vésiculeux (renflement en
certains points du mycélium /hyphes
septés et ramifiés d'une maniére
irréguliere.

Phialophora sp (523)

Figure 35: Phialophora sp (S23) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Phialophora sp (S24)

N

A i'! ki 28
Figure 36: Phialophora sp (S24) / (A, B) Culture agée sur la gélose
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).
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Phialophora sp (525)

Figure 37: Phialophora sp (S25) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Exophiala sp (S26)

Figure 38: Exophiala sp (526) / (A, B) Culture ageée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Exophiala sp (S27)

Figure 39: Exophiala sp (S27) / (A, B) Culture ageée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).
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Les genres Acremonium et Fusarium

Tableau 11: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques des especes de
Acremonium retrouvées dans I'eau du port d'Alger.

L'espéece Caracteres culturaux Caractéres morphologiques

Recto: Mycélium court /| Hyphes cloisonnés et ramifiés / phialides fines non

Petites colonies  crémes | pigmentée, se forment a angle droit sur le filament
o |so8 d'aspect laineux / _Verso: dont Igu_r bas est Iégéreme_:nt dilaté par rapport a I'apex
n Jaune./ Croissance: | / Conidies ovoides et unicellulaires (Amérospores) a
% Modérément rapide a 30°C. | paroi lisse et mince.
c
g Recto: Mycélium aérien / | Hyphes fins et hyalins produisent principalement des
o Colonies blanches d'aspect | phialides simples  /Conidies unicellulaires
<LE> laineux a cotonneux /| (Amérospores) agrégées en tétes au sommet de

S29 i ~ -

Verso: Jaune péale /| chaque phialide.

Croissance  Modérément

rapide a 30°C.

Tableau 12: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques des souches de
Fusarium retrouvées dans I'eau du port d'Alger.

L'espece

Caracteres culturaux

Caractéeres morphologiques

S30

Recto: Colonies crémes, d'aspect
levuriforme et dure au centre,
blanchatres cotonneuses a laineuses
pour le reste de la colonie/ Verso:
Créme / Croissance: lente a 30°C.

Hyphes cloisonnés / phialides présentent un
site de bourgeonnement unique
(monophialide) situé a I’extrémité d’un col
allongé / Présence de macroconidies
(scolécospores) fusiformes, pluricellulaires a
cloisons seulement transversales.

Fusarium sp

S31

Recto: Mycélium court / Colonie
ridée de la périphérie au centre,
d'une couleur beige (centre) et
blanche  (périphérie),  d'aspect
cotonneux (centre) et velouté
(périphérique) / Verso:/Jaune au
centre et jaune péle a la périphérie,
Croissance: lente a 30°C.

Hyphes cloisonnés / Les phialides sont
portées par des conidiophores ou non, elles se
présentent sous deux forme: phialides
solitaires  (monophialide) et ramifiées
(polyphialides) / présence de microconidies
unicellulaires et de macroconidies
pluricellulaires (scolécospores) a cloisons
transversales.
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Acremonium sp (S28)

microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Acremonium sp (529)

Figure 41: Acremonium sp (S29) / (A, B) Culture agee sur la gélose SAB (C) Observation
microscopique observée a I'état frais (GR 1000).

Fusarium sp (S30)

T

.a. »
A‘Nv-‘ bv

Figure 42: Fusarium sp (S30) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C)) Observation
microscopique colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).
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Fusarium sp (S31)

Figure 43: Fusarium sp (31) / (A, B) Culture &gée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Les Mucorales

Les genre Mucor et Rhizopus

Tableau 13: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques des souches de Mucor
retrouvées dans I'eau du port d'Alger.

L'espéce Caractéres culturaux Caractéres morphologiques
Recto: - Mycélium acrien Hyphes larges et siphonnés [/ Les
courts/  Grandes  Colonies . .
) . . Sporangiophores se terminent avec des
d'aspect laineux et d'une . e
S32 _ | sporanges brunes qui sont caractérisées par
couleur  brune / Verso: S ; e i
N . ——— | leurs paroi mince qui se déchire afin de
o Incolore a beige / Croissances: | .., . A
2z NS libérer des sporangiospores ellipsoidales.
= Normale a 30°C.
S Recto: Mycélium aérien /| Hyphes fins et siphonnés /
Colonies envahissantes | Sporangiophores  longs  portent  des
S33 d'aspect laineux et d'une | sporanges noires d'une paroi mince qui se
couleur grisatre / Verso: gris / | déchire afin de libérer des sporangiospores
Croissances: Normale a 30°C. | de forme ronde a ovoide.

Tableau 14: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques de la souche de
Rhizopus retrouvée dans I'eau du port d'Alger.

L'espece

Caracteres culturaux

Caractéres morphologiques

S34

Rhizopus sp

Recto: Mycélium aérien/
Colonie blanche devient
grise  en vieillissant
d'aspect laineux/ Verso:
Incolore/  Croissances:
Rapide a 30C.

Présence de stolons et de rhizoides caractéristiques a
ce genre /hyphes larges et siphonnés/ Les
Sporangiophores se terminent avec des sporanges
noires et blanches qui sont caractérisées par leurs
paroi mince qui se déchire afin de libérer des
sporangiospores rondes.
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Mucor sp (S32)

- ’ -_— -
Figure 44: Mucor sp (S32) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Mucor sp (S33)

Figure 45: Mucor sp (S33) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).

Rhizopus sp (534)

A |~ IR

N : ) 3
e IR
- B e i li i

Figure 46: Rhizopus sp (S34) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).
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Le genre Penicillium

Tableau 15: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques de la souche de
Penicillium retrouvée dans I'eau du port d'Alger.

L'espéce | Caractéres culturaux Caracteres morphologiques

= Recto: Mycélium ras / Colonie bleue

= ol sas | Vortare_dmpent coomeu et e 1| FIES DL b b
= @ Verso: Ridé et incolore / Croissance: /conidFi)ess héri ugs

3 Lente (27°C, 30°C) PRETIGUES.

Penicillium sp (S35)

Figure 47: Penicillium sp (S35) / (A, B) Culture agee sur la gélose SAB / (C) Observation
microscopique colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).

Le genre Alternaria

Tableau 16: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques de la souche
d'Alternaria retrouvée dans I'eau du port d'Alger.

L'espece

Caracteres culturaux

Caractéres morphologiques

S36

Alternaria sp

Recto: Hyphes aériens courts
/ Colonies grises a brun olive
d'aspect cotonneuses / Verso:
brun-noir /Croissance:
Normale 30°C.

Hyphes fins / L'ensemble des structures est de
couleur brune & noire vu la production du
mélanine / Conidies (dictyospores) sombres,
ovoides, pluricellulaires a cloisons transversales
et longitudinales avec une cellule apicale
allongée (a bec).
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Alternaria sp (S36)

Figure 48: Alternaria sp (S36) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation

i .
- ST

microscopique colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).

Le genre Stachybotrys

Tableau 17: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques de la souche de
Stachybotrys retrouvée dans le port d'Alger.

—

espéce

Caracteres culturaux

Caracteres morphologiques

Stachybotrys
sp

Recto: Mycélium ras /
Colonie noire d'aspect

Hyphes noirs ramifiés / Conidiophores noirs et
courts / Les phialides ont également la méme

g37 |Vvelouté/ Verso: Noire | couleur / conidies sombres, unicellulaires et lisses
/Croissance: lente 30°C. | de forme ellipsoidale regroupées en 3 a 10 au
sommet des conidiophores.
Stachybotrys sp (S37)

A

Figure 49: Stachybotrys sp (S37) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation

s ~

microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).
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Tableau 18: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques de la souches de
Chrysosporium retrouvee dans I'eau du port d'Alger

Caractéres morphologiques

L'espéce Caractéres culturaux

> Recto: Colonie bombée de couleur | Hyphes fins et septés a reproduction
S grisatre et d'aspect velouté et plissé | thallique solitaire / Conidiophores
o o PO . . .
@ @] g3g | irrégulierement /Verso: Vert olive a | courts ou  absents /  Conidies
= = noire / Croissance: Lente a 30°C. larmiformes.

e

o

Chrysosporium sp (S38)

Figure 50: Chrysosporium sp (S38) / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C)
Observation microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Les souches non identifiées

Le tableau suivant représente la description des caractéres culturaux et morphologiques de

I'ensemble des souches retrouvées dans I'eau du port d'Alger qui non pas pu étre identifiées

Tableau 19: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques des souches non
identifiées retrouvées dans le port d'Alger

L'espece

Caracteres culturaux

Caractéres morphologiques

Recto: Mycélium aérien / colonie humide,
Blanchatre d'aspect cotonneux / \Verso:

Hyphes  principaux  épais

pale et marron
Croissances: Lente a 30°C.

[/ Verso: marron /

S39
jaune / Croissances: Lente a 30°C. longues.
Recto: Mycélium aérien compact / colonie Hyp_h_e,s fins, longs, cloisonnes et
. . ramifiés.
S40 d'aspect cotonneux et d'une couleur rose
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Recto: Mycélium aérien court a ras /
colonie jaune péle d'aspect laineux, /
Verso: Jaune pale / Croissances: Lente a

Hyphes fins, longs, cloisonnés /
présence d'une sorte de bourgeons

sa1 qui pourrait correspondre a des
30°C. ramifications un peu plus tard/
présence des spores ovoides.
Recto: Mycélium aérien / colonie jaune | Hyphes fins, longs, cloisonnés et
s42 | pale  daspect cotonneux, / Verso: | ramifiés.
Incolore/ Croissances: Lente a 30°C.
Recto: Mycélium court a ras/ Grandes | hyphes noirs larges, septés et
colonies grisatres a noires d'aspect laineux/ | ramifiés/ les stipes se terminent avec
S43 Verso: Incolore/ Croissances: | une sorte de vésicules globuleuses
Modérément rapide a 30C. sombres.
S39

Figure 51: S39/ (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation microscopique

i b &5

colorée au rouge Congo (GR 1000).

Figure 52: S40/ (A, B) Culture agée sur la gélose SAB /(C) Observation microscopique
colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).
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Figure 53: (S41) / (A, B) Culture agee sur la gélose SAB / (C) Observation microscopique
colorée au rouge Congo (GR 1000).

Figure 54: (S42)/ (A) Culture agée sur la gélose SAB / (B, C) Observation microscopique
colorée au rouge Congo (GR 1000).

S43

Figure 55: S43 / (A, B) Culture agée sur la gélose SAB / (C) Observation microscopique
colorée au bleu de méthylene (GR 1000).
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3.2 Identification des levures

L'observation des caractéres phénotypiques et morphologiques des colonies levuriformes,
nous a permis d'identifier que quelques souches de levures parmi les 95 obtenues, vu le
manque de milieux (RAT, PCB, milieu de blastése), de produits et de galeries.

3.2.1 Description avec illustration de quelques espéces de levures isolées

Le tableau ci-dessous représente la description des caractéres culturaux et morphologiques de
quelques souches de levures retrouvées dans I'eau du port d'Alger appartenant aux genres
Candida, Saccharomyces, Rhodotorula, Pichia, Exophiala.

Tableau 20: Présentation des Caracteres culturaux et morphologiques de quelque souche de
levures retrouvées dans I'eau du port d'Alger.

Diametre \ N .
La souche (mm) Caracteres culturaux Caracteres morphologiques
Colonie blanc casse / aplatie lisse, | Levures bourgeonnantes,
2 | o 318 mate, opaque et  crémeuse /| rondes a ovalaires peuvent
< Iegerem,en\t ridées au. tour du centre/ | g'associées en
2 centre Iégerement pointu. pseudomycélium /  elles
8 Colonie blanche / bombée/ lisse, bourgeonnent souvent au
S2 1,5-3 brillante, opaque et crémeuse. niveau des deux poles.
Colonie montagneuse ou creuse / o
e Levures de forme ovalaire a
S3 3-17 opaque blanc cassé a gris d'aspect allonace | résence
velouté / fortement plissée. , g P
a - d'ascospores dans des asques
@ Colonie opaque et dure/ blanche et | | L .
o . . a paroi lisse (reproduction
= | S4 10-30 marron d'aspect velouté / fortement ) .
@) .y sexuée) / presence de
a plissée,
. - bourgeonnements
Colonie blanc cassé / mate et opaque s o
. , multilatéraux (repro-duction a
S5 10-18 d'aspect peu velouté / fortement sexuée)
plissée/ plus au moins crémeuse. '
Colonie pigmentée en rose orangé
S6 1-1,5 /bombée lisse, brillante et opaque/
o crémeuse. cellules bourgeonnantes
; Colonie pigmentée en rose orange | sphériques, a elliptiques
g 57 153 /legerement bombée lisse, opaque et | allongées / absence de
é "~ légerement brillantes / crémeuses/ en | pseudomycélium/bourgeonne
2 forme d'escalier au périphérique. -ment multipolaire.
o Colonie saumon mate, opaque et
S8 8-20 crémeuse / plissée en cercles autour
du centre
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Colonie saumon mate, opaques et
S9 1,5-5 crémeuse / surface légérement
rugueuse.
Colonie blanche/ bombeée lisse,
S10 1-2 brillante, opaque et crémeuse.
_ /Collo?e sirlee enbb.IITnctcasse et belgi Levures bourgeonnantes
§ s11 2.17 ap,)ale, isse, brillante, opaque et| ... 3 ovalaires  /
= CTemeuse. pseudomycélium
g Colonie blanche / transparente autour | rudimentaire ou absent /
% S12 2.7 du périphérie/ aplatie, lisse, mate et bourgeonr!ement_ _
§ opaque/ crémeuse/ contour irrégulier | monopolaire, bipolaire ou
Colonie blanc cassé / lisse, mate et multipolaire.
513 2.3 opaque / crémeuse _/ ,en_ forme
montagneuse / contour irrégulier.
f—; Colonie noire / bombee, lisse, | Levures  bicellulaires et
§_ 2 S14 1-2 Iégerement  brillante, opaque et | bipolaires, absence de
X crémeuse. pseudomycélium.
D . . . Levures de taille variable et
&; Colonie blanc cassé / brillante, . .
= , de forme sphérique, ovoide
c 5 opaque et crémeuse / surface .
S =| S15 1-2 e . ou fusiforme,
Zzg rugueuse / Périphérie dentelée et en . .
=} , . bourgeonnement  bipolaire,
S forme d'escalier. .
] absence de pseudomycélium.
Candida sp (S1)

A" .
s — -

Figure 56: Candida sp (S1) / (A) Observation a la loupe d'une culture agée sur la gélose SAB

/ (B, C) Observation microscopique colorée au rouge Congo et au bleu de méthyléne (GR

1000).
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Candida sp (S2)

Figure 57: Candida sp (S2) / (A) Culture agée sur la gélose SAB / (B, C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Pichia sp (S3)

Figure 58: Pichia sp (S3) / (A, B) Observation a la loupe d'une culture agée sur la gélose
SAB / (C) Observation microscopique colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).

Pichia sp (S4)

Figure 59: Pichia sp (S4) / (A) Observation a la loupe d'une culture agée sur la gélose SAB /
(B, C) Observation microscopique colorée au bleu de méthyléne (GR 1000).
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Pichia sp (S5)

.
san o - atilat st LR

Figure 60: Pichia sp (S5) / (A, B) Observation a la loupe d'une culture agée sur la gélose
SAB / (C) Observation microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

Rhodotorula sp (S6)

Figure 61: Rhodotorula sp (S6) / (A) Culture agée sur la gélose SAB / (B, C) Observation
microscopique colorée au Lugol (GR 1000).

Rhodotorula sp(S7)

Figure 62: Rhodotorula sp (S7) / (A) Culture agée sur la gélose SAB / (B, C) Observation
microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).
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Rhodotorula sp (S8)

Figure 63: Rhodotorula sp (S8) / (A) Culture agée sur la gélose SAB / (B, C) Observation
microscopique colorée au Lugol et au rouge Congo (GR 1000).

Rhodotorula sp (S9)

.”'. \‘g ? .
4 l«"t\ || G 5
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Figure 64: Rhodotorula sp (S9) / (A) Observation a la loupe d'une culture agée sur la gélose
SAB / (B, C) Observation microscopique colorée au Lugol (GR 1000).

Saccharomyces sp (S10)

Figure 65: Saccharomyces sp (S10) / (A) Observation d'une culture &gée sur la gélose SAB /
(B, C) Observation microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).
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Saccharomyces sp (S11)
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Figure 66: Saccharomyces sp (S11) / (A) Observation d'une culture agée sur la gélose SAB /
(B) Observation microscopique colorée au Lugol (GR 1000).

Saccharomyces sp (S12)

Figure 67: Saccharomyces sp (S12) / (A) Observation d'une culture agée sur la gélose SAB /
(B) Observation microscopique colorée au Lugol (GR 1000).

Saccharomyces sp (S13)

Figure 68: Saccharomyces SP (S13) / (A) Observation d'une culture &gée sur la gélose SAB /
(B, C) Observation microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).
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Exophiala sp (S14)

Figure 69: Exophiala sp (S14)/ (A) Observation a la loupe d'une culture agée sur la gélose
SAB / (B, C) Observation microscopique colorée au rouge Congo et au bleu de méthyléne
(GR 1000).

Non saccharomyces (515)

SAB/ (B, C, D)
Observation microscopique colorée au rouge Congo (GR 1000).

4 Statistiques sur la diversité fongique

L’analyse de l'ensemble des souches filamenteuses montre, par ordre décroissant, que les
genres majoritaires sont Aspergillus et Géotricum (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, cependant les moisissures
non identifiées représentent une partie importante estimée a 11,63% (Voir fig.71 ).
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m Aspergillus m Géotricum m Cladosporium m Paecilomyces m Phialophora
m Exophiala ®m Acremonium  ®Fusarium Mucor ® Rhizopus
m Penicillium Alternaria Stachybotrys Chrysosporium = Non identifiées

2% 12%

Figure 71: Les pourcentages des genres de moisissures retrouvés dans I'eau du port d'Alger.

Le tableau suivant représente quelques études portant sur la diversité fongique du milieu
marin:

Tableau 21: Présentation de quelques travaux effectués sur la diversité fongique du milieu
marin.

L'auteur et I'année | L'endroit La mycoflore déetectee

Port d'Oran | Aspergillus, Penicillium, Cladosporium,
Maamar (2015). (Algérie) Acremonium et Alternaria

Penicillium  55,18%, Aspergillus  8,29%,
Mucorales 6,63%, Trichoderma 5,80%,
Le littoral | Cladosporium  3,73%, Fusarium 2,07%,
Matallah-Boutiba (2008). | occidental | Pullularia  1,24%,  Acremonium  0,82%,
Algérien Alternaria 0,82 %, Verticillium 0,82%,
Gliocladium 0,41%, Geotrichum 0,41% et les
non identifiés ou Mycéliums stériles 14,10%.

Aspergillus  (30,4%), Penicillium (16,0%),

De Moura Sarquis et Brésil Fusarium (12,6%), Trichoderma (6,4%),

Cunha De Oliveira (1996). Paecilomyces (3,7%), Cladosporium (3,1%)
Acremonium (1,0%).

Sallenave-Namont et al. La Loire Penicillium, Aspergillus, Muccorales,

(1999 et 2000) Nord Trichoderma Cladosporium, Fusarium,
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atlantiqgue | Acremonium, Alternaria, Verticillium,
(France) Stachybotrys, Phoma et Pithomyces.

Penicillium,  Ulocladium,  Scopulariopsis,
Shaumann, 1993 Mer du Nord | Cladosporium, Trichoderma, Paecilomyces,
Fusarium et Acremonium

L'analyse de ce tableau a révélé la dominance du phylum des Deutéromycetes pour les
champignons filamenteux tandis que les organismes du phylum des Zygomycétes seraient
quant a eux absents des écosystemes marins ou peu retrouves.

Nos resultats sont en concordance avec ceux de Maamar (2015), qui a fait un travail sur la
diversité de la mycoflore marine au niveau du port d'Oran, mais il ressort aprés une
comparaison que la mycoflore totale du port d'Alger est plus élevée (14 genres) que celle du
port d'Oran (5 genres), ce qui refléte I'état de pollution du port d'Alger et sa charge en matiére
organique.

Nous constatons aussi que d’une maniére générale, les genres sont presque similaires entre les
zones présentées précédemment (tab.21) mais ce qui differe c'est leur abondance et la
présence ou l'absence d'autres, cette différence peut étre expliquée par:

1)- Le choix de la zone de préléevement (large, littoral, embouchure, baie) qui est lié a la
richesse (ou non) du milieu marin en matiére organique qui constitue l'un des facteurs
favorisant I'existence et la prolifération des espéces fongique (Matallah-Boutiba et al., 2008).

2)- Le lieu de preléevement (géographique) qui impose des conditions de vie différentes
contrélees par le climat local de région (chaud, froid, modére).

3)- La période de prélevement (la saison): selon Benmessaoud (2010), une augmentation du
nombre de micromycetes a été observée, en particulier pendant la période hivernale (Fév-Mar
2010) en revanche, une diminution a été notée pendant la période printaniére (Avr-Mai 2010),
ce qui peut étre expliqgué par les changements liés a la prolifération des prédateurs
(consommation), la ventilation des eaux, le lessivage des terres et les changements des
parameétres physicochimiques.

4)- Le choix de la matrice traitée (eau, sédiment, biote) qui peut fortement influencer
I'abondance des genres et /ou la présence et /ou l'absence d'autre (la matrice eau renferme plus
de saprophytes tandis que la matrice biote abrite plus de symbiotes et de parasites) ex: la
diversité du littoral occidental Algérien (matrices: eau, sédiment, biote) et nettement plus
élevee que celle de la Loire Nord atlantique (matrice eau) (tab.21).

5)- Le nombre de prélévement (nombre de stations) est un élément trés important qui doit étre
pris en considération car il conditionne la validité et la représentativité de I'ensemble des
échantillons ce qui peut d'autre part avoir une influence directe sur I'abondance des espéces.
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m Moisissures

m Levures

Nombre d'espéces

Stations

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12|13 14 15 16|17 18 19

Le bassin de Mustapha Le bassin de | Le bassin
I'Agha des vieux-
port

Figure 72: L'abondance des souches fongiques en fonction des stations et des bassins du port.

Nous révélant d'apres la figure 72 que la corrélation entre le nombre d'espéces de moisissures
et celui des levures est trés faiblement significative (r = 0.15), autrement dit, les changements
en nombre d'espéces de moisissures n'a aucune relation avec ceux des levures.

En revanche, la dominance des espéces de levures (95 souches) par rapport aux moisissures
(43 souche) peut étre expliquée par leur capacité a supporter des pressions osmotiques tres
élevées.

En terme de diversité, une faible abondance de l'ensemble des especes fongiques a été
remarquée au niveau des bassins de lI'agha et du Vieux-Port, par contre, le bassin Mustapha
renferme une tres forte diversité.

D’une manié¢re générale le sud du port abrite la plus grande abondance de moisissures et de
levures, cette derniere est certainement due au débit des rejets au niveau du bassin Mustapha
qui est largement plus important que celui des autres bassins.

5 L'indice d'émulsification des souches filamenteuses

Le test d‘émulsification compte parmi les tests les plus utilisés pour la détection de la
production des biosurfactants, ce dernier nous a permis également d'évaluer I'activité
d’émulsification de nos souches (fig.73).
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A’n-. BN

Figure 73: Quelques tubes du test E24 apres 24 h d'incubation a température ambiante.

Pour mieux visualiser la différence entre les isolats fongique en termes de productivité et de
rendement en biosurfactants, les résultats obtenus par le calcul de I'indice émulsification (E24)
sont représentés sous forme d’un graphe (fig.74).
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Figure 74: les indices d'émulsion (%) de I'ensemble de souches filamenteuses identifiées.

Les indices calculés des différentes souches varient entre une valeur minimale de 3,23% et
une valeur maximale de 66,67 %(S23) avec une moyenne de 39,71% (fig.74).

D'aprés les résultats obtenus il parait que la plus part des souches en particulier les souches
S3, S4, S6, S19, S21, S23, S24, S25, S37, S38, possedent des indices trés significatifs ce qui
signifie leurs pouvoir considérant a produire des biosurfactants.

Ces biosurfactants sont indispensables pour les microorganismes afin d'augmenter leur
biodisponibilité sur plusieurs substrats hydrophobes, qui sont peu utilisés a cause de leur
insolubilité (Cameotra, 2009).

Les biosurfactants sont reconnus pour étre non toxiques, biodégradables et peuvent étre
utilisés dans des conditions extrémes (Banat et al., 2000), ce qui les rend facilement
acceptables par I'environnement.
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D'aprés nos résultats nous suggérons que les souches étudiées peuvent étre utilisées dans de
nombreux domaines en particulier la dépollution de l'eau de mer contaminés par les
hydrocarbures.

6 Test préliminaire

Le test préliminaire a été dédié pour la sélection les souches qui peuvent se développer sur un
milieu minéral qui contient du pétrole brut a 1% comme seule source de carbone.

Parmi les 32 souches de moisissures testées, seulement 6 souches appartenant a 2 genres
(Aspergillus, Paecilomyces) ont montré une croissance visible vis-a-vis les conditions de ce
milieu (fig.75).

Figure 75: Les 6 souches selectionnées lors du test préliminaire / (A) A.niger (S2) / (B)
A.fumigatus (S3) / (C) A.ochraceus (S4) / (D) Aspergillus sp (S5) / (E) Aspergillus sp (S6) /
(F) Paecilomyces sp (S21).

7 Résultats de la biodégradation du petrole sur milieu solide (bio-test)

Une collection de 6 souches de champignons filamenteux a été sélectionnée lors du test
préliminaire en fonction de leur capacité a dégrader le pétrole brut, ces dernieres ont été
testées une deuxieme fois en jouant cette fois- ci sur deux facteurs qui sont le temps (5j, 10j,
15j, 20j) et le volume du pétrole brut (5ml, 10ml, 20ml) afin de faire sortir les des meilleures
souches en terme de biodégradation des hydrocarbures.

La dégradation du pétrole brut par les 6 souches testées a eté évaluée via le calcul du
pourcentage de la surface colonisée par le mycélium.
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Aspergillus niger (S2)

Figure 76: Résultats du biotest de la souche Aspergillus niger (S2) / (A, B, C : 5 jours
d'incubation) / (D, E, F : 20 jours d'incubation).

Le tableau suivant représente les résultats de la biodégradation du pétrole brut par
Aspergillus niger (S2) en fonction du temps (jours) et du volume de pétrole brut:
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Figure 77: Evaluation de la surface colonisée par le mycélium d’4spergillus niger (S2) en
fonction du temps et du volume de pétrole brut.
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Aspergillus fumigatus (S3)

Figure 78: Résultats du biotest de la souche Aspergillus fumigatus (S3) / (A, B, C : 5 jours
d'incubation) / (D, E, F : 20 jours d'incubation).

Le tableau suivant représente les résultats de la biodégradation du pétrole brut par
Aspergillus fumigatus (S3) en fonction du temps (jours) et de volume du pétrole brut:

Aspergillus fumigatus (S3)
100%
90%
80%
70%

60%

50% m5ml
40% = 10ml
30% 020ml

20%
10%
0%

Surface colonisée par le mycélium (%)

5 10 15 20
Temps (jours)

Figure 79: Evaluation de la surface colonisée par le mycélium d'Aspergillus fumigatus (S3)
en fonction du temps et du volume de pétrole brute.
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Aspergillus ochraceus (S4)

Figure 80: Résultats du biotest de la souche Aspergillus ochraceus (S4) / (A, B, C : 5 jours
d'incubation) / (D, E, F : 20 jours d’incubation).

Le tableau suivant représente les résultats de la biodégradation du pétrole brut par
Aspergillus ochraceus (S4) en fonction du temps (jours) et du volume de pétrole brut:

Aspergillus ochraceus (S4)
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Figure 81: Evaluation de la surface colonisée par le mycélium d'Aspergillus ochraceus
(S4) en fonction du temps et du volume de pétrole brut.
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Aspergillus sp (S5)

Figure 82: Résultats du biotest de la souche Aspergillus sp (S5) / (A, B, C : 5 jours
d'incubation) / (D, E, F : 20 jours d'incubation).

Le tableau suivant représente les résultats de la biodégradation du pétrole brut par
Aspergillus Sp (S5) en fonction du temps (jours) et du volume de pétrole brut:

Aspergillus sp (S5)
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Figure 83: Evaluation de la surface colonisée par le mycélium d'Aspergillus SP (S5)
en fonction du temps et du volume de pétrole brut.
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Aspergillus (S6)

Figure 84: Résultats du biotest de la souche Aspergillus sp (S6) / (A, B, C : 5 jours
d'incubation) / (D, E, F : 20 jours d'incubation).

La figure suivante représente les résultats de la biodégradation du pétrole brut par
Aspergillus Sp en fonction du temps (jours) et du volume de pétrole brut:

Aspergillus (S6)

60%

— m5ml
— m1l0oml

@ 20ml

5 10 15 20
Temps (jours)

Surface colonisée par le mycélium (%0)

Figure 85: Evaluation de la surface colonisée par le mycélium d'Aspergillus sp (S6) en
fonction du temps et du volume de pétrole brut
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Paecilomyces sp (S21)

Figure 86: Résultats du biotest de la souche Paecilomyces (S21) / (A, B, C : 5 jours
d’incubation) / (D, E, F : 20 jours d'incubation

La figure suivante représente les résultats de la biodégradation du pétrole brut par
Paecilomyces sp (S21) en fonction du temps (jours) et du volume de pétrole brut:

Paecilomyces sp (S21)
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Figure 87: Evaluation de la surface colonisée par le mycélium Paecilomyces sp (S21) en
fonction du temps et de volume de pétrole
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Interprétation des graphes

- Pour Aspergillus niger (S2), la plus grande capacité a dégrader le pétrole brut est atteinte a
un volume de 5ml apres seulement 5 jours d"incubation, tandis que les volumes de 10ml et
20ml présentent une dégradation jugée moyenne.

Cette espéce a montré un potentiel d'adaptation trés élevés a un volume de 5ml (90%/5j),
remarquable a un volume de 10ml (60%/5j) et faible a 20ml (5%/5j).

Le facteur temps n'a pas joué un role bien visible pour cette espéce a I'exception de la boite
qui contient le plus grand volume du pétrole (20ml), ce qui peut étre expliqué par la phase de
latence que I'espéce a mis pour s'adapter a ce volume.

La croissance d'Aspergillus niger (S2) est inversement proportionnelle au volume de pétrole.

- Pour Aspergillus fumigatus (S3) la plus grande capacité a dégrader le pétrole brut est
atteinte a des volumes de 5 ml et 10 ml apres seulement 5 jours d'incubation tandis que le
volume de 20ml présente une faible dégradation.

Cette espece a montré un potentiel d'adaptation tres élevés pour les volumes de 5ml (80%) et
de 10ml (100%) et trop faible a 20ml (5%).

Le facteur temps n'a pas joué un role bien visible pour cette espéce a I'exception de la boite
qui contient le plus grand volume du pétrole (20ml), ou le développement été légérement
ressenti au cours du temps.

- Pour Aspergillus ochraceus (S4) la plus grande capacité a dégrader le pétrole brut est
atteinte a un volume de 5ml (90%), remarquable a un volume de 10ml (65%) dés le 5éme
jours d'incubation, tandis que le volume de 20ml présente une dégradation faible a moyenne
(10%) les 10 premier jours et trop significative dés le 15 ¢™ jour (60-100%).

Cette espéce a montré une vitesse d'adaptation trés élevée a des volume de 5ml (80%) et de
10ml (100%) et trop faible a 20ml (5%).

Le facteur temps n'a pas joué un rdle bien visible pour les volumes de 5ml et 10ml mais il été
primordial pour que cette espéce développe une adaptation maximale pour faire face au
volume de 20 ml.

Cette espece a eté la seule parmi les 6 souches testées qui a montré une consommation totale
des 3 volumes de pétrole dont la croissance a été proportionnelle aves ces derniers.

- Pour Aspergillus sp (S5), il n'y a pas de grande variation entre les différents volumes en
termes de dégradation et d'adaptation dont le réle du facteur temps a été ressenti cette fois-ci.

Cette especes a montré une vitesse d'adaptation moderé a faible a un volume de 5ml (35%)
trop faible a 20ml (15%) et non significative a 10ml (5%).
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Les valeurs du volume 10ml ont été inattendues, ceci peut étre lié a un inoculum insuffisant
en termes de matiere fongique.

- Pour Aspergillus sp (S6), la croissance est corrélée entre les différents volumes montrant
une tres forte dépendance au facteur temps qui contrdle la vitesse d'adaptation ainsi que le
taux de degradation du pétrole.

Le plus grand rendement en capacité de dégradation revient au volume de 10ml (97%) puis a
celui de 20ml (80%) et finalement a celui 5ml (70%).

- Pour Paecilomyces sp (S21) la dégradation la plus significative est atteinte a des volumes
de 5ml (50%) dés le 5°™ jour et de 10ml (55%) dés le 10°™ jours tandis que le volume de
20ml présente un taux de dégradation trop faible.

Cette espéce a montré une vitesse d'adaptation modérée pour les volumes de 5ml et de 10ml
mais trop faible a 20ml, en montrant particulierement une consommation totale de volume de
10ml.

Le role du facteur temps est ressenti pour cette espéce mais seulement a des volumes faibles a
modéré du pétrole.

Discussion générale

Le comportement des especes fongiques aux changements du milieu a été probablement
conjugué a des ajustements physiologiques, cette réponse s'est traduite par des variations de
vitesse d'adaptation affectant le taux de dégradation du pétrole brut et par conséquent la
croissance des espéeces.

Le taux de dégradation du pétrole brut et la vitesse d'adaptation des différentes especes
semblent étre intimement liés aux facteurs temps, volume et a I'espéce elle-méme.

Pour I'ensemble des especes la vitesse d'adaptation a été proportionnelles au facteur temps et
inversement proportionnelles aux volumes du pétrole brut rajoutés:

- Vitesse a phase exponentielle au cours des 5 premiers jours pour les volumes 5ml, 10ml
et réduite au volume de 20 ml.

‘ Vitesse a phase exponentielle dés le 15 jours pour le volume de 20ml.
Autrement dit plus le volume est grand plus I'espéce mis du temps pour s'adapter.

La croissance du mycélium se stabilise a un moment donné malgré la présence du pétrole brut
comme source de carbone, ce qui peut étre dd a l'inhibition du processus de dégradation
vu l'épuisement des nutriments en particulier I'azote. Un milieu de culture idéal pour les
mycetes doit avoir un ratio Carbone/Azote (C/N) égale a 20/1 (Barker et Worgan, 1981 ;
Botton et al., 1990 ; Larpent, 1997).
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Cela justifie bien le concept de la décontamination en utilisant biostimulation qui consiste a
stimuler la capacité de biodégradation naturelle des milieux impactés en introduisant des
nutriments essentiels a la croissance des microorganismes possédant les propriétés génétiques
nécessaires a la dégradation des hydrocarbures. Il est cependant important de connaitre la
communauté initialement présente dans le milieu pour cibler adéquatement les nutriments
nécessaires a la croissance des microorganisme aptes a la dégradation des hydrocarbures
(Head et al., 2006).

Les taux de dégradation ont été estimés via le pourcentage de la surface colonisée par le
myceélium, mais il s'avere que ce dernier (%) est peu significatif, car la colonisation de la
gélose dépend de la physiologie de I'espece en particulier son aspect macroscopique,
autrement dit le fait d'avoir un 100% de surface colonisée ne signifie pas forcéement un 100%
de dégradation, le contraire est vrai, pour cela nous suggérons d'évaluer les taux de
dégradation en calculant le pourcentage du pétrole brut consommé.

Parmi les espeéces testées la souche A. ochraceus (S4) a montré le plus grand taux de
dégradation en consommant la totalité du pétrole brut dans les trois boites.
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Notre étude lancée au début du mois d’Avril 2017 a été réalisée dans le but d’établir un
inventaire de la microflore fongique sur des échantillons d’eau de mer prélevés du port
d'Alger, un site reconnu pollué par les déversements des eaux résiduaires urbaines et des
dérivés pétroliers bruts.

Les caractéres phénotypiques et morphologiques des souches obtenues ont servi de clés
d’indentification systématique classique des micromycetes, nous avons mis en evidence 43
souches de moisissures reparties sur 14 genres appartenant en majorité aux phylums des
Deutéromycetes et des Ascomycétes qui sont par ordre décroissant, Aspergillus (13,95%),
Geotrichum (13,95%), Cladosporium (11,63%), Paecilomyces (11,63%), Phialophora (6,98
%), Acremonium (4,65%), Exophiala (4,65%), Fusarium (4,65%), Mucor (4,65%),
Penicillium, Alternaria, , Stachybotrys, Chrysosporium Rhizopus (2,33% pour chacun) et des
moisissures non identifiées (11,63%), ainsi que 95 souches levuriformes appartenant en
majorité aux genres Saccharomyces, Candida, Rhodotorula, Pichia, Exophiala.

Par ailleurs, 1’analyse de cette diversité a montré d'une part la dominance des souches
levuriformes par rapport aux moisissures vues les conditions du milieu marin en particulier la
pression osmotique, et d'autre part la répartition inégale de I'abondance de la microflore
fongique entre les différents bassins du port d'Alger liée essentiellement au changement des
taux de la matiére organique.

Cette grande diversité que abrite le port d'Alger confirme également son état de pollution en
particulier le bassin Mustapha qui renferme la plus grande abondance d'especes vu son débit
important.

Au regard de I’importance accordée a la préservation et la sauvegarde du milieu marin et des
ressources naturelles marines, et en raison de la menace sérieuse que représente les
hydrocarbures, un travail complémentaire sur la flore fongique caractérisée du port d'Alger a
été effectué, nous avons opté pour des tests de capacité de biodégradation des hydrocarbures
en utilisant, I'indice E24 pour évaluer la production des biosurfactants, le test préliminaire
pour la sélection des meilleures souches pouvant se développer sur un milieu minéral a 1% du
pétrole brut et le biotest pour tester la capacité de biodégradation en fonction du temps et du
volume de pétrole brut.

Les résultats de l'indice d'émulsion ont permis de suggérer qu‘il y a eu production de
biomolécules ayant des propriétés tensio-actives. La production de biosurfactants s‘est révélée
positive pour la plus part des souches testées avec un indice d‘émulsification maximal de
66,67 % pour I'espece Paecilomyces (S23).

Les résultats du test préliminaire ont permis de qualifier 6 souches filamenteuses (pour passer
au biotest) qui ont démontrés une croissance bien visible en comparant aux autres, ce qui
confirme en quelque sorte l'utilisation du pétrole brut comme source de carbone par les
souches sélectionnées.

La biodégradation du pétrole brut (biotest) a été évaluée via la mesure du pourcentage de la
surface colonisée par le mycélium des différentes souches testées, le taux de dégradation
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s'évolue suivant la vitesse de dégradation qui est contrdlée par les facteurs temps, volume et
par I'espece elle-méme.

Cependant cette biodégradation s’est avérée forte pour certaines espéces a certains volumes,
les espéces A. niger(S2) (a 5ml), A. fumigatus (S3) (10ml), A. ochraceus (S4) (a 5ml, 10ml,
20ml), Paecilomyces sp (S23) (10ml) ont présenté une dégradation significative en particulier
I'espece A. ochraceus (S4), en effet, cette derniére a révélé une consommation totale du
pétrole des trois volumes rajoutés. Ce test a montré également l'incapacité du pourcentage
utilisé a bien représenté le taux de dégradation.

Ces tests de caractérisation des propriétés des souches (émulsification et dégradation) menent
a l'observation que, parmi la collection fongique sensée, les souches capables d'augmenter la
solubilité du pétrole brut ne sont pas les mémes que celles efficaces dans sa dégradation, Cela
peut souligner une complémentarité des capacités de différentes souches fongiques pour la
dégradation des hydrocarbures.

L'ensemble de ces résultats démontrent que les champignons isolés du port d'Alger peuvent
étre exploiteés dans la bioremédiation des milieux salins contaminés par les hydrocarbures quel
que soit pour la dégradation directes de ces composés, soit pour augmenter leur solubilité en
facilitant leur dégradation par les autres microorganismes.

En somme

La démonstration que les champignons peuvent assainir des milieux naturels n’est plus a
faire. A ce jour, on parle encore plutdt de projets-pilote et d’expérimentation en laboratoire
Les espéces et les souches se comptent par millions, encore anonymes pour la plupart, avec
des propriétés specifiques méconnues. L’utilisation des champignons pour décontaminer des
milieux naturels commence a peine, la mycoremédiation nous réserve sans doute des percées
a la mesure des défis écologiques.

Recommandations

En vue de mieux valoriser cette étude consacrée essenticllement a I’identification des
micromycétes isolés a partir d’eaux prélevées du Port d'Alger, nous espérons pouvoir
concrétiser les points suivants :

En termes de biodiversité

Vérifier I’identification des souches obtenus en utilisant des techniques modernes de biologie
moléculaire, a savoir le séquencage d’ADN et les examens immunologiques, ou par
I’établissement de galléries biochimiques classiques dont le principe de fonctionnement est le
méme qu’en bactériologie.

Poursuivre le recensement, régulier (mensuel ou saisonnier), des mycetes et généraliser les
prélevements sur les autres zones.
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Compléter cette étude en essayant de faire un inventaire complait des especes levuriformes.
En termes de biodégradation

Il serait souhaitable de compléter la partie consacrée a la biodégradation des hydrocarbures
par une approche plus approfondie, a savoir:

Cultiver les souches sur plusieurs milieux différents afin d’initier le plus grand nombre
possible de voies métaboliques.

S'intéresser a I'extraction, la purification ainsi que I'identification des biosurfactants issus des
champignons en étudiant leurs propriétés physicochimiques afin de mieux connaitre leur
nature, leur structure et leur mode d‘action.

S'intéresser a la valorisation des métabolites sécrétés par les champignons (biosurfactants) en
les exploitants pour des fins biotechnologiques a savoir pour améliorer la dégradation.

Tester la dégradation des hydrocarbures en milieu liquide en tenant compte des conditions
naturelles du milieu (eau de mer).

Evaluer les résultats obtenus en laboratoire en réalisant des essais in situ en milieu naturel.

Evaluer le taux de dégradation des hydrocarbures en utilisant d'autres moyens ex: le
pourcentage du pétrole dégradé.
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ANNEXE |

Tableau 22: Importance de certains oligo-éléments et vitamines pour la croissance des
micromycetes (Walker, 2000 et Lourens et Ried, 2002).

Oligo-éléments et

. Role joué
facteurs de croissance ]

- Stabilité et perméabilité des membranes.
- Protection de la cellule contre les facteurs négatifs, tels que le

Magnesium choc thermique et la toxicité de 1’éthanol.
Manganése Il appuis la synthese de la thiamine et des protéines, ce qui
contribue a I’augmentation de la biomasse.
Zinc - Coenzymes pour certains enzymes.

- Contribution a la synthese de riboflavine et certaines protéines.

- Essentielle dans les réactions de carboxylation et de
Biotine décarboxylation.
- Production des alcools et des esters.

Thiamine - Synthése de I’isoleucine et de la valine

- Synthése de I’ Acétyl-COA.

Acide pantothénique . : . o
P q - Production des acides gras et des acides amines.

ANNEXE Il

Les antibiotiques les plus utilisés en mycologie

CMP : antibiotique a large spectre.

Gentamicine : inhibition des bacilles & Gram négatif résistants au CMP.

Cycloheximide (= Actidione) inhibe les champignons saprophytes.

Oxytétracycline: antibiotique a large spectre.

Streptomycine : inhibition des bacilles gram négatifs, avec certains cocci gram positifs et
certaines mycobactéries.

Novobiocine : antibiotique bactériostatique a spectre étroit, elle est active principalement sur
les bactéries a Gram positif.

Colorants : (rose Bengale 35 a 67mg/l, cristal violet 10mg/l) (Guiraud, 1998).
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ANNEXES

ANNEXE |11

Bioremédiation

C'est une branche de la biotechnologie qui utilise des mécanismes biologiques naturels ou
détournés pour traiter des problemes environnementaux. Les agents biologiques utilisés
peuvent étre de simples molécules organiques (I’ADN, les anticorps), ou des organismes
vivants ou morts (bactéries, microalgues, champignons, algues et plantes supérieures)
(Michaille, 2014).

ANNEXE IV

Produits chimiques utilisés en mycologie

En mycologie, une multitude de produits différents est utilisée. La premiére distinction qui
puisse étre faite entre ces réactifs est relative a 1’usage auquel ils sont destinés : macrochimie
ou microscopie. Il n’est pas rare toutefois que des produits servent a des applications aussi
bien macrochimiques que microscopiques, ils sont qualifiés alors de mixtes.

Une autre maniére de classer les produits utilisés est d’isoler les réactifs véritables du reste.
Lorsqu’un produit conduit a une réaction a priori inattendue, il est considéré comme réactif.
Tel est le cas du sulfate de fer, qui est vert mais donne souvent des réactions orange. Le rouge
Congo ammoniacal, quant a lui, n’est pas un réactif parce qu’il colore en rouge les éléments
qu’on y plonge.

Il 'y a cependant ici aussi des cas discutables, en ce sens que certains produits, qui ne sont en
général pas des réactifs, peuvent a I’occasion se comporter comme tels. C’est justement le cas
du rouge Congo ammoniacal, car on peut dire de certaines structures qu’elles sont
congophiles si elles fixent le rouge Congo de maniére spectaculaire.

Pour I’utilisation des milieux de montage en microscopie, on dépose une goutte du liquide
choisi sur une lame porte-objet, on y transféere le fragment de champignon a observer et on
retourne délicatement sur le tout une lamelle couvre-objet sur laguelle une toute petite goutte
du milieu de montage aura été déposee pour éviter I’emprisonnement de bulles d’air. Le
fragment a observer peut étre une coupe fine, faite en général a la lame de rasoir, ou bien un
petit morceau de champignon prélevé a I’aide de pincette ou d’un scalpel. Dans ce dernier cas,
il est nécessaire, pour voir quelque chose, de dissocier le prélevement dans le liquide
d’observation. Dans tous les cas, I’objet destiné a 1’observation doit étre de trés petites
dimensions (Didier Baar, 2001).
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ANNEXE V

Facteurs contrélant le choix des produits utilisés pour ['observation
microscopique

- Le groupe auquel appartient le champignon est essentiel

Il est inutile, par exemple, d’observer des spores de Clitocybe dans le réactif de Melzer, car
elles sont iodo-négatives chez toutes les espéces du genre. De méme, il est plus intéressant
d’observer des spores d’ascomycetes dans le bleu coton au lactophénol que dans le rouge
Congo ammoniacal, parce que le bleu coton se fixe trés bien sur I’ornementation des spores
de nombreux ascomycétes, ce qui n’est pas nécessairement le cas du rouge Congo.

- Le type de cellules a mettre en évidence.

On a en général avantage a observer les asques dans le réactif de Melzer, tandis que les
paraphyses y sont fort peu visibles.

- La destination de la préparation

Elle doit étre prise en compte. Une préparation extemporanée sera idéalement réalisée dans un
milieu trés fluide (ammoniaque, rouge Congo ammoniacal, potasse, etc.) qui facilite la
dissociation. Au contraire, si on désire conserver la préparation quelque temps, on aura intérét
a la monter dans un liquide visqueux, stable et peu volatil (bleu coton au lactophénol, acide
lactiqgue concentré, lactophénol, chloralactophénol, etc.). De la méme maniere, les
préparations vouées a la photographie seront avantageusement montées dans des milieux
visqueux, qui limitent le déplacement des objets au cours de I’exposition (qui dure parfois
plusieurs secondes) (Didier Baar, 2001).

ANNEXE VI
Le milieu d'enrichissement-Sabouraud liquide

- 35 g de glucose.
- 10 g peptone.
-1L d'EDM.
-pH=57+0,2.

Remarque: I'ajout d'un antibiotique (avant I'ensemencement) est primordial.
Autoclavage: a 120°C pendant 20 min.
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