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Glossaire

Biorémediation : Est une technique consistant a augmenter la biodégradation ou la
biotransformation, en inoculant des micro-organismes spécifiques (bioaugmentation) ou en
stimulant I'activité de populations microbiennes indigénes, par biostimulation, par apport de
nutriments et par ajustement des conditions de milieu (potentiel d'oxydoréduction, humidité).

Conidiophore : Partie du mycélium des champignons qui porte des conidies

Bioaccumulation : Est un processus par lequel certaines substances endogénes ou exogenes,
présentes en faible quantité, voient leur concentration augmenter dans un organe, un
organisme, une chaine alimentaire (ou trophique), un écosysteme

Biosorption : Est un processus physico-chimique naturel et passif (c'est-a-dire qu'il ne
requiert pas d'énergie), agissant chez certaines espéces de bactéries, champignons, plantes ou
animaux (dans un organe particulier souvent), leur permettant de bioconcentrer passivement
certains métaux, radionucléides, minéraux ou molécules organiques toxiques.

Argile marneuse : La marne est une roche sédimentaire, mélange de calcite (CaCO3) et
d'argile dans des proportions a peu prés équivalentes variant de 35 % a 65 %. Les alternances
marne-calcaire sont tres fréquentes dans les séries sédimentaires et portent le nom de
formation marno-calcaire.

Caryogamie : Fusion des noyaux male et femelle a la suite de la fécondation, lorsque cette
fusion est retardée par rapport a celle des gametes, ou cytogamie. (C'est le cas chez les
champignons supérieurs ; dans les autres groupes, la fusion des noyaux est plus souvent
appelée amphimixie.)

Dictyospore : Spore murale avec cloisons longitudinales et transversales.
Didymospore : Spore bicellulaire.

Téleomorphe : Une période téléeomorphe se dit de la phase sexuée des champignons
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Introduction

Introduction :

Les zones humides cas du lac Oubeira acquiérent a travers toute la planéte une importance de
plus en plus grande. Ces milieux sont non seulement exceptionnellement riches en biodiversité et
extrémement productifs, mais ils jouent également un role capital dans la conservation et la gestion
des eaux douces. En outre, ces zones humides présentent a travers tout le globe une source non
négligeable de revenus pour une population croissante, et ont de ce fait une importance socio-

économique significative pour les populations locales.(3)

Le lac Oubeira qui fait partie du Parc National d’El Kala ; abrite une faune et flore diversifiés

malheureusement a touchée par double pollution une organigue et autre oxydant

La contamination de ces eaux contribue une menace pour notre environnement apres

I’accumulation dans la chaine trophique et provoquent des maladies tres grave .(2)

Donc ce cas la décontamination du lac oubeira est devienne une responsabilité majeur par des
méthodes biologiques en comparant au d’autre méthodes classiques couteuse . On utilise des souches

fongique c’est pour cela nous sommes intéresses a ces souche (2),

L’objectif de notre travail est la revification des souches fongique a partir de ces eaux et testé

leur tolérance vis-a-vis I’ Aluminium en commencant par des concentrations faible
Notre travail a été répartie en 3 chapitre théorique :
Chapitre 1 : Généralité et description de la zone d’étude
Chapitre 2 : Contamination des eaux par les métaux lourds
Chapitre 3 : Les criteres d’identification des souches fongique
Et autre expérimentale s’exprimée en 2chapitre :
Chapitre 4 : Matériels et Méthodes
Chapitre 5 : Résultats et Discussions

Et terminera par une conclusion
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Chapitre | Description de la zone d’étude

Le Parc National d’El Kala(PNEK) est une zone humide protégée par la convention
du RAMSAR renferment plusieurs lacs tel que Tonga, Mellah, et Oubeira ; cette derniers se

caractérise par une faune et flore trés diversifiées.

1-Description de la zone d’étude

Lac Oubeira fait partie du complexe national d’El Kala situé dans la partie extréme du
Nord Est d’Algérie ; s’étend sur une superficie de 2200 ha. permettent d’avoir un classement
mondialement protégées par la présence de plusieurs d’especes endémiques qui vont étre

dispersées : Nunephar. (2).
2 -Localisation et Délimitation du lac

Le bassin versant du lac Oubeira est situé a 5 km au Sud-Ouest d’El Kala et 54 km a
I’Est d’Annaba. Il se trouve dans le Parc National d’El Kala qui est localisé a 1’extréme Nord

Est du pays faisant frontiére avec la Tunisie. (1).

Le lac Oubeira est situé au centre d’un bassin versant de 9800 ha, d’une profondeur de
4 m, c’est I’eau douce la plus profonde de la région avec une surface moyenne de 2200 ha et

un périmeétre d’environ 32 km. (1).

I s’insére dans un rectangle dont la plus grande longueur est de 7 km et le plus grand
largueur est de 3,5 km de forme subcirculaire, son diamétre mesure 5 a 6 km. (1).
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Description de la zone d’étude

Figure N°1 : Localisation du lac Oubeira dans le parc national d’El Kala. [2].

2-1 Condition du milieu physique

2-1-1 Topographie

Les principaux éléments qui constituent le relief du bassin versant du lac Oubeira sont

indigués dans le tableau suivant :

Tableau N°1 : La topographie du lac oubeira (4).

Les collines

Les versants

Les dunes

Les terrasses

- S’étalent au Nord, a
I’Est et a ’Ouest du
parc.

-Ensemble d’un relief
dont I’altitude ne
dépasse pas les 600m

-Occupent toute la
partie Sud et Nord-
Ouest.

- Les versants sont
généralement de forme
convexe, présentent

des pentes assez fortes.

-Occupent la
majorité de la partie
Nord-Est du bassin
versant avec des
pentes

moyennes (5 a 10%).

-Ce sont des
étendues planes a
dénivellation faible
et dont la pente est
inférieure a5%
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2-1-2 Géologie

Ces caractéristiques sont indiquées dans le tableau suivant :

Tableau N °2 : La détermination géologique du lac (4).

Les alluvions lacustres

formées d’argiles dont I’imperméabilité est

liée aux argiles de Numidie.

Les alluvions

limoneuses

au fond des vallées de pléistocéne, formées de sables et limons.

Les grés a hélices

La désagrégation a donné les dunes.

Les formations du

Pontien

présentent deux faciés des argiles sableuses grises, jaunes ou
rouges, et des argiles marneuses, saliféres et argiles rouges

gypseuses.

Les grés de Numidie

quartzeux, souvent blanchétres parfois assez friables, transgressifs
sur les argiles de Numidie et formant des reliefs abrupts.

Les marnes argilo-

schisteuses

de couleurs variées avec intercalations de petits bancs de grés
quartziteux développés surtout sur les pentes de vallées et groupées

sous le nom d’argiles de Numidie.

Les argiles

grés et calcaires noirs a numinulites de I’Eocéne moyen.

2-1-3 Hydrogéologie

Les caracteéristiques sont indiquées dans le tableau suivant :

Tableau N°3 : Hydrogéologie du lac (14).

Formations perméables

Formations peu perméables

-plaines, les débits ne dépassant -Les grés, les argiles numidiennes, ainsi que
pas les 10 I/s, pour les épaisseurs d’aquiferes | les argiles et les limons appartiennent aux

de plus les quarante métres; 1’aquifére formations peu perméables.

présente une perméabilité modérée dont les -Leur perméabilité est faible, elle varie entre
valeurs sont de I’ordre de 10-5 m/s, ceci est 10-6 m/s dans les argiles et les grés, et 10-5 a

di a la présence d’éléments fins dans les 10-4 m/s dans les limons et les argiles

couches de I’aquifere.

alluvionnaires.
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2-1-4 Hydrographie
Le lac Oubeira est alimenté par des cours d’eau importants :

» L’Oued Demt Rihan au nord

» L’Oued Bou Merchéne au Nord -Est
» L’Oued Dey El Garaa a I’Est

» L’Oued Messida au sud (1).

Tableau N°4 : L’alimentation saisonniére du lac oubeira par les Oueds.(1).

Hiver Eté
v" AToccasion des fortes précipitations, v" Le niveau de 1’oued El Kébir est au
les eaux de I’oued El Kébir plus bas, le systeme hydrologique
parviennent au lac principalement par fonctionne en sens inverse, I’oued
I’oued Messida. Messida ayant cette singularité de
couler dans les deux sens selon la
crue ou I’étiage.

2-1-5 Climatologie

Au niveau du bassin versant du Lac Oubeira les reliefs jouent selon leur position, le
role d'ombre ou d'aimant pluviométrique, ou les zones humides en tamponnant localement
I'atmosphere, réduisent le caractere xérique de la période estivale et ou généralement, la plus
petite variation du facteur limitant que constitue I'humidité se répercute immédiatement sur la

végétation. (7).
2-1-5-1 Données thermiques

Le paramétre température est fonction de l'altitude, de la distance de la mer et de la
position topographique. A mesure que l'on s'éloigne de la mer, les tempeératures annuelles

moyennes s’abaissent. (7).

On peut donc diviser I'année en un semestre froid et un semestre chaud ; dans cette
zone littorale les températures descendent rarement a 0° C, les mois les plus froids sont

janvier et février, alors que juillet et aoGt sont les plus chauds. (7).
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2-1-5-2 Données pluviométriques

La précipitation moyenne mensuelle permet d’avoir une idée sur la variation

mensuelle et pluriannuelle des précipitations, elle est le calcul de la moyenne arithmétique des

hauteurs des précipitations du mois considéré sur une période d’années. (7).

2-1-6 La biodiversité

2-1-6-1 La faune

Tableau N°5: Représentation des principaux groupes constituant la faune du lac Oubeira.

(12).

Principaux groupes

Exemple de genres

Poissons autochtones

Barbeau, Anguille, Mulet

Poissons allochtones

Carpe commune, carpe argentée, carpe
grande-bouche.

Oiseaux hivernants

Foulque, canard, Fuligule, Erismature, Oie

E cendrée.
:g Oiseaux nicheurs Busard des roseaux, Heron, Butor étolé,
= Canard colvert, Role d’eau, Poule d’eau.
§ Mammiféeres Musaraigne musette, Rat rayé de barbarie.
E Amphibiens Crapaud vert, Crapaud de mauritanie,
Grenouille rieuse.
Reptiles Calopteryx, sympecma, Lestes, Ishnura,

Anax,
Orthetrum, Diplacodes, Urothemis.

Odonates (libellules)

Calopteryx, sympecma, Lestes, Ishnura,
Anax,
Orthetrum, Diplacodes, Urothemis.

Coléopteres

Carabus, Leitus, Liagona, Lcarites,

Faune inférieure

Brachinus.

Dipteres (syrphidés) Chenilles, pollinisateurs, saprophages,
phytophages.

Lépidoptéres. Papillons
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2-1-6-2 La végétation

Caractérise par une organisation typique de végétation, leur grande superficie est
encombrée d'herbiers flottants, d'hydrophytes couvrant le plan d'eau en parties. (11).

Cette vegétation constitue une source nutritionnelle qui un élément important dans la
protection du lac et le maintien de son équilibre biologique, et le tableau suivant indique les

déférentes espéces végétatives contenant dans le lac Oubeira.(11) .

Tableau N°6: Les déférentes espéces végetatives du lac Oubeira (11).

Scirpe Scirpus maritimus,
Roseaux Phragmites australis
Massettes Typha latifolia; Typha angustifolia

Nénuphar (espéce rare) | Numphea alba

Chataigne d’cau Paspalum paspalodes,
Myriophytum Spicatum

Ceratophylum dermersum

2-1-6-2 Les microorganismes

Tableau N°7: L’étude de la distribution saisonniére de la densité de chaque classe d’algue(2).

Les Diatomées -Enregistrent les densités les plus élevé en printemps et en automne
ou ils représentent respectivement33et27% de la densité moyenne
globale enregistrée par cette classe.

-Leur densité reste relativement assez élevée en été, mais baisse

beaucoup en hiver.

Les Dinoflagellés | -En été et en automne que le plus grosse des effectifs de dinoflagellés
et relevée 55%et 20% respectivement, en période hivernale et

printaniere leurs taux atteignent respectivement 19et9%.

Les Cyanobactéries | -Sont fortement présentes en été et au printemps ou ils représentent
respectivement 41et30%(soit3/4 de la densité moyenne globale
enregistrée par cette classe).Des proportions presque égales sont

relevées en automne et en hiver.
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3- Situation socio-economique

Agriculture

La région d’étude est incontestablement a vocation agricole, c’est le secteur le plus
pourvoyeur d’emplois permanents et saisonniers. Avec une S.A.U de 11 000 ha, 1’agriculture

occupe 14,5 % du territoire du P.N.E.K. (12).

Les céréales occupent la premiére place avec les cultures maraicheres ; viennent
ensuite I’arboriculture fruitiére, I’arachide et les cultures industrielles (tomate) ; le reste de la

superficie est réparti entre les légumes secs et le tabac. (12).

Il faut signaler aussi que la jachere est devenue une pratique courante dans la région,
elle a méme tendance a s’étendre, vu le complément non négligeable de fourrages qu’elle

apporte. (12).
Péche

El-Kala est le seul port de la zone considérée par 1’étude et aussi de toute la wilaya
d’El Tarf qui compte 90 km de cotes. Une centaine d’embarcations de péche professionnelle
est signalée, constituée de 10 chalutiers, de 20 sardiniers, de 60 petits métiers et d’une

vingtaine de corailleurs dont quelques-uns sont réellement en activité. (3).

Le corail qui fait la célébrité de la petite ville ctiere connait de temps a autre des
situations tourmentées qui suspendent les activités de péche et dont les raisons sont plus
d’ordre administratif que technique. Il faut ajouter a cela un nombre non négligeable de
plaisanciers qui pratiquent la péche & des fins commerciales mais dont on ignore avec

précision le volume des prises. (3).

Industrie

L’industrie du sens propre du mot est pratiquement inexistante dans le Parc National et
par extension dans toute la wilaya. La région a été ainsi préservée par les choix faits dans les

années 70 de concentrer 1’activité industrielle autour d’ Annaba. (11).

La protection apportée par la creation du Parc National au début des années 80 et
I’opposition apparue localement contre une industrie de pate a papier sur les bords du lac

Oubeira ont découragé les promoteurs de ces secteurs d’activité. Ce qui est considéré
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localement comme industrie se résume & quelques activités qui relevent de la petite et
moyenne entreprise (PME/PMI). Nous pouvons citer la fabrique de menuiserie générale a El

Tarf, 1’unité de fabrication de pipes, qui est I’exemple type de la valorisation des souches de

bruyere récoltées des subéraies limitrophes. (11).
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Dans I’cau du lac Oubeira est menacé par une pollution organique et autre oxydante

par la présence des déférents métaux lourds du d’aluminium.
1-Généralités sur les métaux lourds

Tous les éléments traces métalliques sont présents naturellement a I'état de traces dans
le sol. En effet, ils sont présents dans tous les compartiments de lI'environnement, mais en
géneral en quantités tres faibles. On dit que les métaux sont présents "en traces”. lls sont aussi

"la trace™ du passé géologique et de l'activité de I'nomme.(3).

Un grand nombre de "métaux lourds" sont utiles pour la vie comme le fer pour le
transport de I'oxygene. Cependant, ils deviennent toxiques lorsque leur concentration

augmente comme l'arsenic, lI'argent, 1I’aluminium.(3).
2- Définition

Les métaux lourds sont des éléments métalliques naturels, de densité supérieure a 5

g/cm3 et tout métal ayant un numéro atomique élevé, en général supérieur a celui du sodium

(Z=11).[1]

Ils sont présents dans tous les compartiments de I’environnement, mais en général en

quantités trés faibles sous forme de traces. [1]

Bloc S Bloc p

H Métaux lourds de densité > § He
Li | Be | o [Blc[N[o[F[Ne
Na | Mg Bloc d Q) si[p|s|cfar
K|[Ca|[Sc|Ti|V | C [Mn|Fe|Co|Ni|Cu|Zn|Ga|Ge As|Se|Br|Kr
Rb| St | Y |Zr[Nb| Mo | Te |[Ru|Rh | Pd | Ag |Cd| In | Sn |Sb| Te | I |Xe
Cs|Ba|La|Hf|Ta| W [Re |Os| Ir | Pt | Au|Hg| Ti | Pb |Bi [ Po | At |Rn
Fr | Ra | Ac Bloc [

Lanthamdes | Ce |Pr|Nd| Pm |Sm| Eu | Gd | Tb |Dy|Ho | Er [ Tm | Yb

Lu

Transuramens | Th [Pa| U | Np | Pu |Am | Cm | Cf [ Bk | Es | Fm | Md | No

Tableau N°8 : Classification périodique des éléments [1].
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3- Caracteristiques

Tableau N°9 : Les caractéristiques physico-chimiques d’aluminium.(13).

Symbole Al
Numéro atomique 13
Masse molaire 27 g.mol™

Masse volumique

2,7g.cm-3a20°C

Point de fusion 660,3 °C
Point d’ébullition 2467 °C
Densité 2,7 glcm?

4-La toxicité

D’apres les travaux de Bendjema et all,. 2014, qui ont montré que le lac Oubeira
contient des éléments toxiques qui peuvent dépassé les normes de 1’organisation mondiale de
la santé (OMS) (3).

L’ Aluminium est un exemple d’étude

Pour des pH acides, la spéciation dominante de I'Aluminium correspond a son seul état
d'oxydation Al ** généralement sous forme de complexe hydraté [Al (H,0)s]** I'ion métallique
libre est reconnu comme étant la forme la plus biodisponible et I'effet toxique d'un métal en

solution est lié & la concentration du métal sous cette forme. (16).
4-1-phytotoxicite

Dans les sols acides (pH < 5.5), I'Aluminium est la principale cause de toxicité pour
les plantes. L'Al est principalement solubilisé dans la solution du sol en especes toxiques sous

forme de cation trivalent. AI**

est la seule forme assimilée par les végétaux ou il n‘a aucune
fonction biologique connue et ainsi, il n'est pas considéré comme élément essentiel De ce fait,
cette toxicité de [I'Al est considérée comme l'une des principales contraintes
environnementales qui limite la croissance des plantes et la production de biomasse de

plusieurs cultures des sols acide.(16).
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4-2- 1a toxicité chez ’homme et ’animal

Chez I’animal, 1’absorption de I’aluminium par voie orale est trés faible ; elle est
quasiment nulle par voie percutanée et, par inhalation chez 1’éspéce (Rat rayé de barbarie) .
Une fois dans I’organisme, 1’aluminium se lie a des protéines sanguines et est distribué dans

de nombreux organes, principalement les os et les poumons. (16).
4-3-La toxicité aigué

Orale et le potentiel irritant des sels d’alu minium en fonction de leur solubilité ,

possedent les dose létales DL50 les plus faibles.
Par voie orale, les DL50 des différents sels d'aluminium sont :

> nitrate d'aluminium, 261 et 286 mg Al/kg pour le rat et la souris,
> chlorure d'aluminium, comprises entre 370 et 750 pour le rat, et entre
220 et 770 mg Al/kg pour la souris, (6).

4-4-Toxicité subchronique chronique

Par voie orale, les sels d’aluminium provoquent des effets hématologiques (chlorure
et sulfate), hépatiques (chlorure et nitrate), rénaux (chlorure) et immunologiques (chlorure).
D’importantes modifications neurocomportemental tales sont également observées apres
exposition par voie orale et comprennent, notamment, une diminution de 1’activité motrice et
de la coordination, un défaut d’apprentissage et des troubles de la mémoire. Par inhalation,
des signes d’inflammation pulmonaire sont rapportés pour le chlorure et le fluorure

d’aluminium. (6).
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5-Les effets sanitaires

Tableau N°10 : Les effets d’aluminium sur la santé. (6).

On peut absorber I'aluminium par mode direct ( La nourriture )et
un autre mode indirect (La peau).

Une absorption pendant une longue période peut entrainer de
sérieux problémes sur la santé, tels que:
L’ Aluminium - Dommages au niveau du systéme nerveux central
- Démence
- Perte de mémoire
- Apathie

- Tremblements

6-Impact d’Aluminium sur I’environnement

D’ou I’intérét I’ Aluminium dans 1’environnement ce dernier provoque des problémes
d'acidification dans le sol entrainant une forte activité biocide. 1l peut s'accumuler dans les
plantes. Il peut donc étre consommé par les animaux et provoquer des problémes de santé

chez ces derniers. (5).

La concentration en aluminium est plus élevée dans les lacs acidifiés, par conséquent,
dans ces lacs, le nombre de poissons et d'amphibiens diminue car il y a des réactions entre les
ions aluminium et les protéines des ouies des poissons et les embryons des grenouilles.
Des concentrations élevées en aluminium ont aussi des conséquences néfastes sur les oiseaux
et les animaux qui mangent ces poissons, ainsi que sur les insectes contaminés et les animaux
qui respirent I'aluminium dans l'air. Les conséquences pour les oiseaux sont la production de
coquilles d'ceufs plus fines, et des poussins dont le poids est plus faible. Les animaux respirant
de Il'aluminium souffrent de problemes aux poumons, de pertes de poids et d'un déclin
d'activité. (5).

Un autre aspect négatif de l'aluminium pour l'environnement est que ces ions
réagissent avec les phosphates, ce qui rend ces phosphates moins disponibles pour les

organismes de I'eau. (5).
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On peut trouver des concentrations importantes d'aluminium ailleurs que dans les lacs
acidifies et dans I'air, par exemple dans les eaux souterraines des sols acidifiés. On pense qu'il
peut alors endommager les racines des plantes. (5).

7- La pollution métallique

La pollution métallique pose un probleme particulier, car les métaux ne sont pas
biodégradables. En outre, tout au long de la chaine alimentaire, certains se concentrent dans

les organismes vivants (3).

La lagune méditerranéenne, Oubeira, est un écosystéme sensible et la grande
variabilité spatiotemporelle de ses conditions environnementales la rend favorable aux risques
de position engendrés notamment par les rejets anthropiques qui contiennent des polluants

inorganiques.

Parmi les polluants, il y a les métaux lourds, qui sont au début considérés comme des
éléments naturels, essentiels au développement des organismes vivants avec des
concentrations tres faibles, alors que les concentrations élevées de ces éléments deviennent

toxiques.

Contrairement a de nombreux produits organiques toxiques, les traces d’éléments ne
sont pas ¢liminées d’une maniére biologique puis, par conséquent, sont sujettes a un effet

cumulatif dans les différentes composantes de 1’écosystéme (eau, sédiments, faune et flore)

(5).
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8-Cycle générale d’aluminium

Premiére étape
de la production

Matériau brut pour la production
de I’aluminium primaire, elle est
extraite de la bauxite.

Produit par

électrolyse.

d’aluminium.

Extraction de
= bauxite

Production
d"atumine

Production
dTaluminium
primaire

Vies

T
ESy

et ’ingénierie.

> R CaTen
> R renune
Les principaux débouchés
pour Igs_prodwts en Tous les produits en
aluminium sont le Le laminage aluminium collectés
(tifa{)‘fp,om la clo,nstrbucﬁlon L’aluminium est le filage, le sont‘ recyclés et utilisés
¢ batiments, I'emballage | | angyjte transformé moulage, ... a nouveau dans

d’autres usines.

en produits.

Figure N° 2 : Cycle de vie d’aluminium
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Les Champignons sont des organismes heétérotrophes, vivant principalement en
saprophyte aux dépens de matiéres organiques en décomposition. Certains champignons
vivent aussi en symbiose avec bien des especes appartenant au régne végeétal, mais aussi

parfois en parasite avec tous les composants du monde vivant. (9)

1- Definition De Champignon

Un champignon est un organisme eucaryote uni ou pluricellulaire, dépourvu de
chlorophylle, il est constitué d’un thalle unicellulaire (comme pour certaines levures) ou

pluricellulaire (mycélium) comme la plupart des micromycetes ou des macromyceétes. [3]
2- Classification Fongique

Classification selon Kwon chung et Bennet (1992), puis par Hoog (1995) et devenue la

plus utilisée actuellement (9).

Domaine : Eucaryotes

Régne : Champignons

Division : Ascomycotina
Basidomycotina
Zygomycotina
Deuteromycotina

Champignon Champignon
inférieurs Deuteromycotina superieurs

Champignon imparfaits

Chytridiomycotina Basidiomycotina

Champignon

Zygomycotina Ascomycotina

Oomycotina

Figure N° 3 : les différentes classes des souches fongiques (9).
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3- Le Thalle Végétatif

Le thalle des champignons est constitu¢é d’un ensemble de filaments les hyphes

souvent assemblés en mycélium ou en stroma

On distingue plusieurs types de thalles il peut étre unicellulaire (mobile ou immobile)
Ont retrouvé également de thalles filamenteux siphonné ou scéptés ainsi que des thalles

dissociés bourgeonnants [4]
4- La Reproduction Chez Les Champignons

Il y’a deux types de reproduction : la reproduction asexuée, correspondant a la forme
anamorphe, et la reproduction sexuée, correspondant a la forme téléomorphe.(9)

La reproduction asexuée se fait sans fusion de gametes. Elle correspond
majoritairement a la dispersion de spores asexuées, permettant la propagation des moisissures
afin de coloniser d’autres substrats. Cette forme de reproduction asexuée est appelée la

sporulation. (9).

La reproduction sexuée se base sur la fusion de deux gameétes haploides (n) donnant
un zygote diploide (2n). Une structure (+) @ n chromosomes rencontre un autre structure (-) et

la fusion des cytoplasmes donne naissance a un nouveau mycélium a 2n chromosomes (9).
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GERMIMATION DES CONMIDIES

Figure N° 4 : Schématisation de la reproduction asexuée et sexuée d une moisissure (9).

5- Les Champignons Filamenteux

Les champignons filamenteux sont hétérotrophes, et plus particuliérement
absorbotrophes puisqu’ils absorbent les éléments, digérés de maniére extracellulaire, au

travers de leur appareil végétatif présentant une perméabilité pariétale. [8]

IIs sont composés de filaments ou hyphes enchevétrés les uns par rapport aux autres, et
I’ensemble des hyphes constituent un réseau appelé mycélium. Les hyphes sont diffus,

tubulaires et fins avec un diamétre compris entre 2 et 15 um et sont plus ou moins ramifiés.

[8]
5-1- Identification Des Champignons Filamenteux

L’identification des champignons filamenteux en routine repose essentiellement sur
I’analyse des caractéres morphologiques macroscopiques et microscopiques. Ces méthodes

d’identification peuvent étre complétées par une analyse moléculaire[9]

o Aspect macroscopique du mycélium (aspect, couleur, le relief, la taille et odeur

des colonies, ainsi les structures de fructification).
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e Aspect microscopique des structures reproductrices(le thalle, les spores, aspect des
spores, modes de formation des conidies, mode de groupement des conidies, mode
d’implantation des cellules conidiogeénes, présence de structures protectrices issues de la

reproduction asexuée ou sexuee, présence des chlamydospores). [9]
5-2- Analyses Moléculaires :

Les méthodes d’identification des champignons filamenteux par biologie moléculaire

reposent sur 1’analyse des sémantides portant 1’information génétique.

Les techniques de biologie moléculaires s’intégrent progressivement aux cotés des
méthodes mycologiques classiques, et tendent a se généraliser dans les laboratoires
specialisées .L’émergence de la PCR (Polymerase Chain Reaction) a permis d’important

progres des techniques moléculaires.

Les différentes méthodes proposées permettent d’étudier le polymorphisme génétique
des différents champignons filamenteux et de les discriminer a différents niveaux
taxonomiques par I’étude de ’ensemble du génome, d’un ou plusieurs génes ou d’un

fragment d’ADN bien définis.

Plusieurs techniques sont appliquées : la RFLPs (Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms) est basée sur le polymorphisme de taille des fragments de restriction et a été

utilisée pour la discrimination d’espéce d’Aspergillus

La RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), basée sur le polymorphisme de
I’ADN amplifié au hasard, a permis de mettre en évidence une différenciation des souches de

Penicillium roqueforti

L’AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), qui est une combinaison de la
PCR et de la RFLP, a permis de discriminer différentes especes d’Aspergillus Ces méthodes
sont généralement assez couteuses et longues a mettre en oeuvre. De plus, certaines de ces
méthodes présentent des limites dues au manque de sensibilité et de reproductibilité et a la
nécessité d’une standardisation des protocoles, notamment lors de I’extraction de I’ADN.
Récemment, une nouvelle méthode d’analyse phénotypique a émergé comme outil

d’identification des champignons filamenteux en routine. (1).
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Notre travail a été reparti en deux types d’analyse qui ont été réalisés au niveau de
laboratoire de microbiologie de I'université de Guelma, une analyse fongique dans le but
d’avoir une revification et identification des souches conservées et autre une biorémédiation

vis-a-vis I’ Aluminium (Al).

1 La revification des souches

1-1 Milieux de cultures utilisés

Nous avons utilisé des milieux de culture systématiquement favorables au
développement des micromyceétes, Suivant les méthodes employées et les souches étudiées,
les milieux de culture utilisés sont les suivants : Sabouraund simple, Sabouraund
Chloromphénicol, Czapek simple, Czapek concentré, Tryptone-Glucose-Extrait-Agar
(TGEA). (Voir annexe)

1-2 Stérilisation des milieux

La stérilisation a pour but de détruire tous les microorganismes présents au départ dans
le milieu, est réalisée dans un autoclave par la vapeur d’eau sous pression, a haute

température, habituellement pratiquée a 120°C pendant 20 minutes.
1-3 Coulage des boites

Les différents milieux de culture utilisés : Sabouraud simple, Sabouraud chloromphénicol,
Czapek simple, Czapek concentré, Tryptone-Glucose-ExtraitAgar (TGEA), sont coulés dans

des boites de pétri en surfusion preés d’un bec bunzen, on les laisse refroidir.

1-4  Ensemencement et incubation

Tout en respectant les conditions d'asepsie et en manipulant toujours dans la zone stérile:
v Prélever a l'aide d'une pipette Pasteur un fragment mycélien

v Mettre directement sur la surface des milieux précédents

v La procedure doit étre répetée trois fois sur chaque milieu, a chaque fois on utilise autre

pipette pour I’ensemencement

v" Toutes les boites ensemencées sont incubées dans une étuve a 28°C.
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1-5 Lecture

Les boites mises en culture sont lues a différents intervalles de temps a partir du
premier jour afin de noter les caractéristiques et les diamétres des colonies pour les identifier.

La souche mere

Ensemencement Par Pipette Pasteur

Lo

e R ——— ) ———

e R ——
et == ==

Sabouraud Sabouraudchlora . Czapek
. . Czapek simple )
simple mphénicol concentré

115s
115s

TGEA

Incubation
28 °C pour tous les milieux (Sabouraud chloramphénicol et Czapek simple

Sabouraud simple, Czapek concentré, et TGEA).
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Bleu de
méthylene — /

N
T
Coloration
Observation Microscopique : Coloration Avec Bleu De
Avant Coloration (Gx40) Méthyléne

o _ Observation Microscopique :
Identification Fongique Apreés Coloration(Gx100)

Figure N°5 : Revification et Identification des souches fongiques
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1-6  Identification macroscopique
Elle permet de connaitre :

v Les caracteres culturaux (aspect du thalle)
v" La couleur des colonies

v Exsudat : présence ou absence

v Odeur : présence ou absence

1-7  Observation microscopique

Elle révele :

v Les organes de fructification
v Couleur des spores

1-7-1 Examen a I’état frais
Permet I’observation des champignons vivants en absence de toute coloration.

v' La morphologie des champignons.

v" Leur mode de regroupement et leur structure.

- Technique
- On Préléve a I’aide d’une anse de platine un fragment de mycélium de la culture
qu’on dépose entre lame et lamelle propres.

- L’observation s’effectue avec le microscope optique a grossissement (x10, x40)

1-7-2 Examen apres coloration

- Indispensable pour la morphologie et la structure des champignons.

- Les préparations colorées peuvent étre conservées longtemps pour d’autres résultats

valables en microscope optique. En utilisant la coloration simple.

- Coloration simple (bleu de méthyléne)

Recouvrir le mycélium avec le bleu de méthylene
Laisser agir de 1 a 3 min selon la force de la solution colorante
Laver puis sécher délicatement avec un papier filtre fin

Additionner ’huile de cédre

NN

Grossissement x100
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2 L’effet des métaux lourds sur les champignons

2-1 Souches fongiques

Les espéeces utilisés sont des souches présentent un excellent modéles pour 1I’accumulation
des éléments en traces respectivement pour les métaux, ces souches sont conservées sur une
gélose inclinés a 4°C.

2-2 Etude de L’effet des métaux lourds sur les champignons

La recherche de la biorémédiation a été réalisée selon la méthode décrite par Ropane
Miller et all ., 2009.Cette détermination est préparée selon la méthode de diffusion ; une
gamme de concentration stérile de métal allant de 10 a 5.103 pg/l était préparé pour chaque
métal, le milieu de culture doit étre ensemencé par des filaments fongiques purifiés et des
concentrations de métal (Aluminium) sont disposés aseptiqguement dans des boites de pétri

contenant le milieu de culture.

Ces derniers doivent étre transférés a 1’étuve pour 1’incubation pendant 24h - 72h et

peut aller jusqu’a 10 jours a 28°C.
2-3 Mode opératoire

v Peser 0.1 g du métal poudre (Aluminium).

v" Mesurer 100 ml d’eau physiologique dans un bicher stérile.

v' Agiter le mélange (eau physiologique + métal) avec 1’échauffement pendant 15 min a
150 °C.

v' Prélever a partir de cette préparation sept concentrations différentes a 1’aide d’une
micropipette réglable stérile : 10 pg/l, 500 pg/l, 10%ug/l, 2.10° ug/l, 3.10° pg/l, 4.10°
ug/l, 5.103ug/l.

v' Mettez chaque concentration dans un flacon en verre stérile.

v' Mesurer 100 ml de chaque milieu (Sabouraud simple, Sabouraud Chloramphénicol,
Czapek Simple, Czapek Concentré, TGEA).

v' Et mélanger ces derniers chacun avec les concentrations précédentes.

<

Couler le mélange (métal +milieu) dans les boites de pétri.
v' Ensemencer les souches obtenues a ’aide d’une pipette pasteur et une lame bistouri.

v" Incubation a I’étuve a 28°C
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Figure N°6 : Mode opératoire d’ensemencement des souches
pour déterminer la biorémédiation vis-a-vis I’AL
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Chapitre V

Résultats et Discussion

1 Identification fongique

Tableau N°11 : Identification macro et microscopique des souches isolées.

Souche 6 isolée du milieu czapek simple

Verso

Al état
frais

Apres
coloration

Milieu

el S%p, "

2 R(2)
Q.
=
w
X
(<5}
Qo
C
N
(@)

Des colonies filamenteuses, Des colonies filamenteuses | Conidiophore : court, lisse,
@ | bleu-verte avec une bordure | avec un colleur jaune incolore avec des métules
& @ | blanchatre, I’odeur est blanchatre. courts et incolores.
& 2| desagréable avec un aspect
8 3 poudreyx. La croissance est

moduré (2,8cm)

Souche 6 isolée du milieu TGEA

<
L
O
|_

Caractéres culturaux

Des colonies regulieres

d’une colleur verte
blanchatre au centre, 1’odeur
est desagreable avec une
croissance tres lente (0,3 cm).

Des colonies régulieres,
d’une couleur jaune

Conidiophore long, lisse,
est vert
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Souche6 isolée du milieu Sabouraud simple

Recto

Verso

A 1’état
frais

Apres
coloration

Milieu

—

<2
= .
= :
n 0.
> Y
© K
S \\¥
S .\
o { \
3+ () \
n A

Des colonies filamenteuses | Des colonies filamenteuses | Conidiophore : court,
céu avec une colleur bleu-vert | avec un colleur jaune lisse, incolore avec des
5 | et une bordure blanchatre, métules courts.
E I’odeur est petride avec un
@ | aspect podreux. La
g | croissance est moduré
g | (04cm)
3+
($)

Souche 5 isolée du milieu Sabouraud

<2
Qo
=
w
=]
>
o
>
o
o]
357
wn
| Des colonies plissées a Des colonies plissées a Conidiophore : long lisse,
3 | striation avec un colleur striation avec un colleur incolore avec des métules
2 | vert foncée et une bordure | jaunatre court et incolores
3 | blanchantre, 1’odeur est
@ | désagréable avec un aspect
‘¢ | velouté. La croissance est
< | moderée
O | (1,2cm)
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Souche 4isolée du milieu Sabouraud chloramphénicol
Recto Verso Al’état Apres
frais coloration
=
= 2
8 o
S5
n o
<
(]
§ Des colonies filamenteuses de | Des colonies filamenteuses | Conidiophore : long
5 colleur grise au centre et une | avec une coleur jaunatre. lisse, incolore avec des
3 bordure blanchantre, 1’odeur métules court et
2 est desagreable avec un aspect incolores
S podreux. La croissance est
S moderé (3,9 cm)
E
O
-] — — .
[eb) Souche 1 isoléee du milieu czapek simple
2
o
e
B
4
[<B]
Q.
©
N
(]
% Des colonies filamenteuses, Des colonies filamenteuses | Conidiophore : court,
5 bleu-verte avec une bordure avec une coleur jaune lisse, et incolore
= blanchatre, 1’odeur est blanchatre.
z desagréable avec un aspect
S poudreux. La croissance est
S moduré (1,7 cm)
<
O




Chapitre V Résultats et Discussion

Souche 1 isolée du milieu Czapek concentré

Recto Verso Al’état Apres
frais coloration
@
=
e
(b}
o
c
o
o
X
(<5}
Qo
el
N
@)
Des colonies régulieeres, Des colonies regulieres Conidiophore : court,
d’une coleur verte, avec une avec une coleur jaune lisse, et vert avec la
@ .| odeur desagréable. La blanchatre. présence des metules
@ = | croissance est rapide (1 ;5cm) courts et verts
S 3
=2
O 3
Souche 1 isolée du milieu sabouraud simple
-]
<B)
" — 2
| Q-
=
=2
=}
>
s
>
o
o]
[
(%)
~ | Des colonies colineéaires , Des colonies colinéaires et | Conidiophore : court
3 vertes, avec des extremités incolores lisse, incolore avec des
2 | blanchantres, I’odeur est métules courts.
3 desagreable avec un aspect
3 poudreux. La croissance est
g moduré (1,5 cm)
S
3+
o
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Souche 1 isolé du milieu TGEA

Recto

VErso

A D’état
frais

Apres
coloration

Milieu

<
(NN
O
|_
9 une colonie réguliere une colonie reguliere avec | Des conidiophores long,
= incolor et une bordure une coleur jaune lisse et incolore. Les
= blanchantre, 1’odeur est metules sont longs
3 desagreable avec une
4 croissance tres lente
D
2 (0,5 cm).
s
353
O
Souche 1 « non identifie »isolé du milieu sabouraud
g ' 2
s &
> e TNy
o
O
353
(9]

Caractéres culturaux

Des colonies plisées a
striation avec une coleur
verte foncée ; et une
bordure blanchantre,
I’odeur est desagreable
avec un aspect velouté. La
croissance est modure (2,7
cm)

Des colonies plisées avec
une coleur jaune
blanchantre

Conidiophore : long lisse,
incolore avec des métules
court et incolores
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Souche 1 «non identifié » isolée du milieu sabouraud chloramphénicol

Recto

VEerso

A I’état Apres
frais coloration

Milieu

sabouraud chloramphénicol

Des colonies Des colonies Conidiophore : long
x filamenteuses avec une filamenteuses avec une lisse, incolore avec des
g coleur grise blanchantre, | coleur jaunatre métules court et incolores
= I’odeur est desagreable
ot avec un aspect podreux.
= La croissance est moduré
3 (2,9 cm).
3]
O

Souche 1 « non identifie »isolée du milieu Czapek simple

@
o
£
B
X
[<B]
o
o
N
O

Caracteres culturaux

Des colonies plisées a
striation ; elle ont une
coleur bleu-verte I’odeur
est desagreable avec un
aspect velouté. La
croissance est rapide (2,4
cm)

Des colonies plisées a
striation, d’une couleur
jaune blanchatr

Conidiophore long, et
vert avec des métules
courts et verts
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Souche 1 « non identifié » isolé du milieu TGEA
Recto Verso L’état frais | Apres
coloration

Milieu

<
(NN
O
|_
Des colonies reguliere d’une | Des colonies regulieres avec | Des conidiophores long,
coleur verte fonce et une coleur jaune lisse et vert
blanchantre au centre, 1’odeur
o | est desagreable avec une
D . p
5 3 croissance modére (2,7 cm).
5 §
S
< =
O ¢
Souche 2 isolé du milieu czapek simple
<2
Qo
E
w
4
(b}
o
o
N
o

Caractéres culturaux

Des colonies plissées a
striation ; elles ont une
couleur verte ; I’odeur est
désagreable, avec un aspect
velouté, la croissance est
rapide (2,7 cm)

Des colonies plissées a
striation, d’une coleur jaune
blanchatre.

Conidiophore : long,
lisse, et vert.
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Souche 3 isolée du milieu Sabouraud simple

Verso

L’¢état frais Apres

coloration

)
Qo
=
[7p)
o
>
o
3 >
o |3
= | s
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Des colonies plisées a striation | Des colonies plisées avec une | Conidiophore : long lisse,
avec une coleur verte foncée ; et|coleur jaune blanchantre incolore avec des métules
[%2) -
© X |une bordure blanchantre, 1’odeur court et incolores
D
S g est desagreable avec un aspect
S S |velouté. La croissance  est
O © 'moduré(2,5 cm)
Souche 3 isolée du milieu sabouraud chloramphénicol
Recto Verso Al état Apres
frais coloration
Is)
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Caractéres culturaux

Des colonies filamenteuses avec
un colleur gris blanchantre,
I’odeur est désagréable avec un
aspect podreux. La croissance
est modéré (3cm).

Des colonies filamenteuse
avec une coleur jaunatre .

Conidiophore long
lisse, incolore avec des
meétules court et
incolores.
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Souche 9 non identifié isolée du milieu TGEA

Recto Verso A I’état Apres
frais coloration

<
L
O
|_
-]
2
Des colonies régulieres  d’un|Des colonies reguliéres avec | Des conidiophores long,
@ x |colleur vert blanchatre au centre, | un colleur jaune. lisse et vert.
8 £ |lodeur est désagréable avec une
C = H
= = |croissance lente (2,3 cm).
O ©
Souche 9 non identifié isolée du milieu sabouraud simple
Recto Verso Al état Apres
frais coloration
.
o DA
E 77
.a K
° {
>
o = |
£ 4
o
o)
- 3 ‘
2 A
@ o Des colonies plisées a striation | Des colonies plisées avec une | Conidiophore : long
= = | avec une coleur verte foncée ; et|coleur jaune blanchantre lisse, incolore avec des
S 5 |une bordure blanchantre, 1’odeur métules court et
S 3 |est desagreable avec un aspect incolores
velouté. La croissance est moduré
(2,1 cm)
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Souche 9 non identifié isolée du milieu czapek simple

Recto

Verso

L’état frais | Apres

coloration

2
o
£
w
X7
(¢B]
o
©
N
35 (&]
2
Des colonies plissées a | Des colonies plissées a | Conidiophore long, et
D 5 striation ; elles ont un | striation, d’une couleur jaune | vert avec des métules
& g| colleur bleu-vert ’odeur est | blanchatre courts et verts
& =| désagreable avec un aspect
& 3| veloute. La croissance est
lente (1,7 cm)
Souche 9 non identifié isolée du milieu sabouraud chloramphénicol
Is)
2
c
@
<
£
>
o | S
= | 2
" — e
= | 2
°
>
o
>
o
o)
[35
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Caracteres
culturaux

Des colonies filamenteuses
avec un colleur  grisent
blanchantre, 1’odeur est
desagreable avec un aspect
podreux. La croissance est
moduré (2,8 cm)

Des colonies filamenteuses
avec un colleur jaunatre

Conidiophore long
lisse, incolore avec des
métules court et
incolores
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Les résultats permettent de distinguer 4 types des souches différents, aprés 1’identification
macro et microscopiques. Tableau N° :12 Identificattion des souches isolées.

Souche6 isolée du milieuCzapek simple (Penecillium sp)

Recto

Verso

A 1’état frais | Apres
coloration

Caracteres culturaux

blanchantre au centre,
I’odeur est desagreable
avec une croissance
modére (2,7 cm) .

avec une coleur jaune

2
Q.
=
w
X
(B}
&
N

D | O

Des colonies Des colonies Conidiophore : court, lisse,
céu filamenteuses, bleu-verte | filamenteuses avec un | incolore avec des métules
5 | avec une bordure colleur jaune courts et incolores.
= blanchatre, I’odeur est blanchatre.
; desagréable avec un
5 | aspect poudreux. La
e croissance est moduré
S (2,8cm)
Souche 1 isolée du milieu TGEA (Aspergillus sp)
Recto Verso A D’état frais | Aprés coloration

<
wl
O
|_

)

(¢B)

— Des colonies reguliére

2 d’une coleur verte fonce et | Des colonies reguliéres




Chapitre V

Résultats et Discussion

Souche 1 isolé du milieu sabouraud chloramphénicol (Penecillium sp)

Recto

Verso

A T’état frais Aprés

coloration

sabouraud
chloramphénicol

Caracteres
culturaux

d’un colleur vert blanchatre
au centre, 1’odeur est
désagréable avec une
croissance lente (2,3 cm).

avec un colleur jaune.

-
«B)
— < Des colonies Des colonies Conidiophore : long lisse,
2 § filamenteuses avec une filamenteuses avec une incolore avec des métules court
2 coleur grise blanchantre, | coleur jaunatre et incolores
= P
) I’odeur est desagreable
& avec un aspect podreux.
D . ,
5 La croissance est moduré
©
S (2,9 cm).
@)
Souche 9isolée du milieu TGEA (Aspergillus sp)
Recto Verso A I’état frais | Aprés coloration
<
w
O
|_
)
<B)
2 Des colonies régulieres Des colonies regulieres Des conidiophores long, lisse et

vert.
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2 Résultats de la biorémédiation

Nous avons étudié in vitro le pouvoir d’accumulation de 1’aluminium(AL) sur des

souches isolés a partir de différents milieux par la méthode de diffusion en milieu gélose.

L’adsorption de ce métal a été¢ déterminée par la mesure du diametre de la zone du
développement. Les résultats obtenus sont représentées sur les figures N°07-14 et les photos
dans le tableau N° 12-19.

2-1 La culture d’une souche isolée a partir d’un milieu TGEA

Notre résultat montre que le diamétre le plus élevé enregistré pour une souche isolé et
purifié a4 28°C d’un milieu TGEA, a partir du 7°™ jour exposé a une dose Cs=10° ug/L, ce qui
indique que la souche peut accumuler I’aluminium a partir d’une faible dose C3=10° pg/L

dans sabouraud chloramphénicol.

Avec une corrélation entre la dose et le milieu sabouraud chloramphénicol, et une
relation trés significative ce qui conclue que la souche peut piéger les cations métalliques
(Al), ce qui en d’accord avec les travaux de Bendjama et all .,2011

Tableau N° 12: Matrice de corrélation pour une souche isolée d’un milieu TGEA.

10pg/L. 500 pg/L. 10° pg/L. 2.10° pg/L. 3.10° pg/L.  4.10° pg/L.  5.10° pg/L

500 pg/L 0.971

0.006
10°pg/. 0530  0.560
0.358  0.327
2.10°pg/L. 0320  0.287 0.904
0599  0.639 0.035
3.10° pg/L. 0469  0.474 0809  0.884
0.426  0.420 0.098  0.046
4.10°pg/L. 0804  0.815 0236  -0.121 -0.084
0101  0.093 0.703  0.847 0.893
5.10° pg/L  -0.158  -0.240 0.600  0.846 0.578 -0.489

0.799 0.698 0.285 0.071 0.307 0.403
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Figure N°07: Diamétres des zones de développement des différents jours en fonction
de la dose vis —a-vis la souche isolé du TGEA
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Figure N° 08 : Diameétre des zones de développement des différents milieux en fonction de la

dose vis-a-vis la souche isolé du TGEA

Tableau N°13: Effet de Aluminium selon les mesures du diametre élevé et faible sur la

souche isolée a partir du milieu TGEA.

Souche TGEA a été isolée a partir du milieu sabouraud simple

Recto VEerso

Accumulation

élevée

Accumulation

faible
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2-2 La culture d’une souche isolée a partir d’un milieu sabouraud Chloramphénicol

D’apres les résultats de la souche isolé et purifi¢ a 28 °C du milieu Sabouraud

Chloramphénicol, le diamétre le plus élevé a été enregistré a partir du 14 *™ jour & partir de la
troisieme dose C3=10° pg/L, ce qui montre que la souche peut accumuler I’Al a partir d’une

faible dose Cs.

Cette accumulation a une correélation positive entre la dose et le milieu sabouraud
Chloramphénicol avec une relation significative. Et Pour le diamétre le plus faible, été noté a
2éme

partir du 127 jour sur une dose C;= 10 pg/L, sur milieu TGEA.

On conclue que la souche est capable de piéger les cations métalliques (Al*%) avec un
diamétre faible, qui est di a ’adaptation difficile de la souche en comparant de nos résultats
d’une maniére générale.

Tableau N°14 : Matrice de corrélation pour une souche isolée d’un milieu Sabouraud
Chloramphénicol.

10pg/L. 500 pg/L. 10° pg/LL. 2.10°pg/L. 3.10° pg/L.  4.10° pg/LL.  5.10° pg/L

500 pg/L 0.639

0.246
10°pg/. 0557  0.458
0330  0.437

2.10°pg/l. 0858  0.696  0.810
0063 0192  0.096

3.10°pg/. 0832 0508  0.882 0.961
0081 0382  0.048 0.009

4.10°pg/L 0973 0767  0.653 0.935 0.875
0005 0130  0.232 0.020 0.052

510° pg/. 0963 0536  0.714 0.919 0.942 0.949

0.008 0.351 0.175 0.028 0.017 0.014
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Figure N°09: Diameétres des zones de développement des différents jours en
fonction de la dose vis —a-vis la souche isolé du Sabouraud Chloramphénicol.
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Figure N°10 : Diametre des zones de développement des différents milieux en fonction de la dose
vis-a-vis la souche isolé du Sabouraud Chloramphénicol
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Tableau N°15: Effet de Aluminium selon les mesures du diamétre élevé et faible sur la
souche 2 isolée a partir du milieu du Sabouraud Chloramphénicol.

Souche a été isolée a partir du milieu Sabouraud
chloramphénicol

Recto Verso

Accumulation
élevée

Accumulation faible
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2-3 La culture d’une souche isolée a partir Czapek simple

Dans le cas de la souche isolé et purifié¢ a 28 °C d’un milieu Czapek simple le diamétre
le plus élevé été enregistré a partir du 14°™ jour sur Sabouraud chloramphénicol, exposé a
une dose de Cg=4.10° ng/L, ce qui conclue que la souche peut accumuler I’AL a partir d’une

forte dose ce qui signifie que le milieu sélectif est favorable pour la souche isolée ref mm

Avec La présence d’une corrélation positive entre la dose et le milieu Czapek simple,
et une relation tres significative, ce qui nous indique que la souche peut piéger les cations
métalliques (Al), car elle est adapté sur les composants du milieu ce qui en accord avec les
travaux de Bédioui et all., 2015

Tableau N°16 : Matrice de corrélation pour une souche isolée d’un milieu Sabouraud
Chloramphénicol.

10 pg/L 500 pg/L. 103 pg/L. 2.10% pg/LL 3.10° pg/L 4108 pg/L.  5.10° pg/L

500 pg/L 0.984

0.002
10° pg/L 0.993 0.989
0.001 0.001
2103 pg/L  0.958 0.958 0.970
0.010 0.010 0.006
3.10° pg/L  0.943 0.940 0.961 0.997
0.016 0.018 0.009 0.000
410°pg/L 0971 0.960 0.988 0.980 0.983
0.006 0.010 0.002 0.003 0.003
5.10° pg/L.  0.953 0.920 0.966 0.923 0.930 0.979

0.012 0.027 0.007 0.025 0.022 0.004
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Figure N°11: Diamétres des zones de développement des différents jours en
fonction de la dose vis —a-vis la souche isolé du Czapek simple.
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Figure N°12: Diametre des zones de développement des différents milieux en fonction de la
dose vis-a-vis la souche isolé du Czapek simple
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Tableau N°17: Effet de Aluminium selon les mesures du diamétre élevé et faible sur la
souche 3 isolée a partir du milieu Czapek simple

Souche a été isolée a partir du Milieu czapek simple

Recto Verso

Accumulation
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Accumulation
faible TGEA

—
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Résultats et Discussion

2-4 La culture d’une souche isolée a partir du milieu TGEA

Nos résultats montre que cette souche est capable d’accumuler I’ Aluminium a partir

du 7émejour sur une dose C4=2.10°ug/L, avec la présence d’une corrélation entre la dose et le

milieu TGEA, mais la relation est tres significative, ce qui indique que la souche est capable

de piéger 1Al et puerer étre da a la composition du milieu ; d’aprés les traveaux de Bendjama

et all 2011.

Tableau N°18: Matrice de corrélation pour une souche isolée d’un miliecu TGEA.

10 pg/L. 500 pg/L 10°ug/L 2.10°ug/L  3.10° pg/L  4.10°pg/L.  5.10° ug/L
500 pg/L 0.941 0.017
0.855 0.940
10°pg/L 0.855 0.940
0.065 0.017
2.10°ug/L  0.873 0.985 0.929
0.053 0.002 0.023
3.10° pg/L  0.652 0.829 0.762 0.900
0.234 0.083 0.134 0.037
4.10°ng/L  0.665 0.739 0.651 0.776 0.917
0.221 0.154 0.234 0.123 0.028
5.10° pg/L  0.534 0.655 0.774 0.695 0.791 0.820
0.354 0.231 0.125 0.193 0.111 0.089
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Figure N°13: Diametres des zones de développement des différents jours en fonction de la
dose vis —a-vis la souche isolé du TGEA.
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Tableau N°19: Effet de Aluminium selon les mesures du diamétre élevé et faible sur la
souche 4 isolée a partir du milieu TGEA.

Souche isolée a partir du milieu TGEA

Recto

Verso

Accumulation élevée

Accumulation faible
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Conclusion

Conclusion

Le Lac Oubeira est une zone humide localisé aux Nord-est algérien, présent une
organisation spatiale typique d’une végétation en ceintures, il est Considéré comme un site

d’hivernage par excellence car il contient ¢galement plusieurs especes rare.

Ce travaille nous a parmi d’indiquer la richesse potentielle des souches fongiques apres
leur revivification et surtout quant elles sont isolés et identifiées a partir de ces eaux ainsi que

leur tolérance vis-a-vis de ce métal (Aluminium).

En comparant nos souches on déduit que la souche isolée de milieu Czapek simple
capable d’accumuler I’Al a partir d’une dose Ce=4.10> ug/L dans le milieu Sabouraud
chloramphénicol

Par contre la souche isolée a partir de milieu TGEA subit une faible dose allant de

C4= 2.10°ug/L due a la fois d’une faible accumulation d’Al dans le méme milieu.

En perspective ils pourraient étre d’appliquer une autre étude plus approfondie qui

contient les points suivants :

> Une comparaison entre nos souches fongiques et autres microorganismes

(bactérie, algue) capables d’accumuler les mémes métaux
> Une Identification moléculaires de nos souches.

> Utilisation d’autre différents concentrations et milieux
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1 Matériel et méthodes :
1-1 Matériels utilisés :

» Boites de pétrie

» Flacons en verre

» Bec benzene

» pipettes pasteur

» Lames et lamelles, lames bistouri
» Bicher, entonnoir, burette

» Agitateur magnétique

» Microscope optique

» Balance de précision

» Etuve, bain marie

» Bleu de méthyléne, huile de cedre
» Micropipettes

» Des embouts

» Lahote

» Autoclave

» Eau physiologique

» Métaux lourds (Al)

» Ruban adhésif
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> 1-2 Mode opératoire
> Revification des souches

- On a utilisé pour cette étape 5 milieux de culture différents :

Czapek simple

Czapek concentré
Sabouraud simple
Sabouraud chloramphénicol
TGEA

YV V VYV

2 Composition des milieux de culture utilisée

2-1 Le milieu Czapek simple

NaOH; 2g
K,HPO, lg
KCl 0,5g
MgS0,, 7TH,0 0.5g
FeSO,, TH,0 0,01g
ZnSQ0,, TH,0 0,005¢
CuSO,, TH0 0,01g
Saccharose 30g
Agar 20g
Eau distillée 1000ml
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2-2 Le milieu Czapek concentre :

NaOH- 30g
KH,PO, 20g
KCI 10g
MgS0,, TH,O 10g
Fe50,, TH,0O 0,2g
Saccharose 30g
Agar 20g
Eau distillée 1000ml
2-3 Le milieu Sabouraud simple
Glucose 20g
Peptone 10g
Agar 15g
Eau distillée 1000ml

2-4 Le milieu Sabouraud Chloramphénicol

Glucose 20g

Peptone 10g

Agar 15g
Eau distillée 1000ml
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3-4 le milieu TGEA

Peptone de caséine 5g
Extrait de viande g
Extrait de levure lg
Glucose lg
Agar 18

Le pH doit étre 7, I'autoclavage a 120°C pendant 20 min.

3 Préparation des milieux de culture

» Les différents constituants des milieux sont pesés a 1’aide d’une balances de
précision et mis dans un bicher gradué tout en complétant le volume jusqu’a 1000 ml
avec de I’eau distillée.

» Ensuite on chauffe le tout pendant 10 min a une température égale 150 °C tout en
exercant une agitation avec une vitesse de 500 t/min a 1’aide d’un agitateur
magnétique pour ’homogénéisation.

» Enfin on verse le milieu liquide dans des flacons stériles en verre.

3-1 Stérilisation des milieux

» La stérilisation est destinée a détruire tous les germes présents au départ dans le
milieu, elle est réalisée dans un autoclave par la vapeur sous haute pression, a haute

Température (120 °C) pendant 20 min
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Résumé

Lac Oubeira fait partie du complexe d’El Kala abrite une faune et flore diversifié
malheureusement elle est touché par une double pollution une organique et autre oxydante.

Dans le cadre d’une épuration biologique en utilisant des biosorbants, notre étude a été
basée sur une analyse microbiologique subdivisé en deux étapes, une nous a permette de
distingué la richesse potentielle des souches fongiques apres leur revification sur plusieurs
milieux d’isolement et autre une tolérance vis-a-vis L’Al but de ce travaille étais
I’identification des souches (Aspergillus et penicillium) suite de cela.

Ces souches sont capables de piégée les cations metalliques sur différentes concentrations.

En comparant nos souches on déduit que la souche isolée de milieu Czapek simple
capable d’accumuler I’Al a partir d’'une dose C6=4.10° pg/L dans le milieu Sabouraud
chloramphenicol

Par contre la souche isolée a partir de milieu TGEA subit une faible dose allant de C4=
2.10°pg/L due a la fois d’une faible accumulation d’Al dans le méme milieu .

Dans ce cas, nos souches fongiques sont devenues des espéces épuratrices pour ce lac dans
différents concentration.

Mots clés : épuration biologigue, souche fongique, revification, tolérance.
Abstract

Lake Oubeira is part of the complex of El Kala is home to a diverse fauna and flora
unfortunately it is affected by a double pollution an organic and other oxidant.

As part of a biological purification using biosorbents, our study was based on a
microbiological analysis divided into two stages, one allowed us to distinguish the potential
richness of fungal strains after their revification in several isolation media and other tolerance
towards the purpose of this work was the identification of the strains (Aspergillus and
penicillium) as a result of this.

These strains are capable of trapping metal cations in different concentrations.

By comparing our strains it is deduced that the strain isolated from simple Czapek
medium capable of accumulating Al from a dose C6 =4.103 pg/ L in the medium Sabouraud
chloramphenicol

On the other hand, the strain isolated from TGEA medium undergoes a low dose
ranging from C4 =2.103 pg/ L due to both low accumulation of Al in the same medium.

In this case, our fungal strains became purifying species for this lake in different
concentrations.

Key words: biological purification, fungal strain, revification, tolerance.
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