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Résumé

Les levures sont des champignons unicellulaires qui possedent un grand intérét dans

plusieurs domaines notamment alimentaires, industriels et biotechnologiques.

L’objectif du présent travail est la recherche et 1’isolement de souches levuriennes a
partir de sol forestier local. Cette recherche a permis d’isoler six souches de levures, qui ont
été par la suite évaluées pour leurs activités antagonistes contre des contaminants du genre

Penicillium, ainsi que leurs aptitudes amylolytiques et protéolytiques.

La recherche de I’activité antagoniste sur milieu MYPG a permis de conclure que les
levures testées n’ont pas d’effet sur la croissance des contaminants. Par ailleurs, la recherche
de l’activit¢ amylolytique sur milieu PDA additionné d’amidon soluble a 1%, a mis en
évidences la production d’amylases extracellulaires chez 4 isolats sur les 6 étudiés. D’autre
part, Dactivité protéolytique sur milieu gélose au lait écrémé a été développée chez une

souche seulement (L1).

Mot clés : sol, levures, antagonisme, protéases, amylases.



Abstract

Yeasts are unicellular fungi that are of great interest in several fields, including food,
industry and biotechnology. The objective of the present work is the research and isolation of
yeast strains from local forest soil. This research allowed the isolation of six yeast strains,
which were then evaluated for their antagonistic activities against contaminants of the genus

Penicillium, as well as their amylolytic and proteolytic abilities.

The research of antagonistic activity on MYPG medium led to the conclusion that the
yeasts tested had no effect on the growth of contaminants. In addition, the amylolytic activity
test on PDA medium with 1% soluble starch added revealed the production of extracellular
amylases in 4 of the 6 isolates studied. On the other hand, proteolytic activity on skim milk

agar medium was developed in one strain only (L1).

Key words: soil, yeast, antagonism, proteases, amylases.
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Introduction Générale

Les levures sont des champignons unicellulaires, non photosynthétiques,
microscopiques se développant par divisions cellulaires, chimio-hétérotrophes (puisent leur
énergie dans la dégradation de substances organiques variées) , ont la capacité de se multiplier
rapidement et elles sont moins exigeantes en nutriments. Les levures sont facilement mises en
ceuvre dans d'autres exploitations (culture, recherche et applications industrielles) par rapport
aux procaryotes et possedent un capital génétique qui subit peu de mutations. A I'heure
actuelle les levures constituent un matériel expérimental de choix en raison de leur double état

de micro-organismes et d'eucaryotes (Pol., 1996).

Leur utilisation remonte a I’antiquité, notamment pour la production de boissons
alcoolisées via la fermentation par les Babyloniens en 1600 ans av. J.C. Les levures sont les
premiers microorganismes observés au microscope puis dessinés par Antony Van
Leeuwenhoek en 1680. Suite a ces travaux, Louis Pasteur contribua a la fondation de la
microbiologie (Pol., 1999).

L’antagonisme est l'inhibition d'un micro-organisme par un autre. Il en résulte souvent
une situation dans laquelle la colonisation d'une certaine zone par un nouvel organisme est
impossible s'il a une relation antagoniste avec des organismes déja présents. L'antagonisme
peut étre entrainé par des mécanismes tels que la production d'antibiotiques ou
la compétition et il aide souvent les humains a échapper aux infections intestinales, car de

nombreuses bactéries qui peuplent nos intestins sont antagonistes aux agents pathogenes .

Les levures semblent étre des agents de biocontrble trés prometteurs, car elles se
développent et colonisent rapidement la surface des fruits (Mari et Guizzardi ., 1998). La
lutte biologique contre les pourritures des fruits en utilisant des microorganismes antagonistes
s’est déja révélée comme une alternative aux fongicides de syntheése. En effet, des résultats
trés encourageants ont été rapporteés sur plusieurs types de fruits tels que les agrumes
(Chalutz et Wilson., 1990 ; EI-Ghaouth et al., 2000).

Les hydrolases représentent 80%  dans Le marché mondial des enzymes,
particuliéerement les amylases et les protéases (Morvan .,2010). Les a-amylases sont parmi
les plus importantes enzymes a 1’échelle industrielle, ce qui les rendent 1’un des outils-clés des

biotechnologies (Little., 2004).


https://www.aquaportail.com/definition-2594-inhibition.html
https://www.aquaportail.com/definition-2022-micro-organisme.html
https://www.aquaportail.com/definition-4042-antagonisme.html
https://www.aquaportail.com/definition-1859-antibiotique.html
https://www.aquaportail.com/definition-1676-competition.html
https://www.aquaportail.com/definition-1958-infection.html
https://www.aquaportail.com/definition-435-bacterie.html
https://www.aquaportail.com/definition-33-intestin.html
https://www.aquaportail.com/definition-1280-pathogene.html
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Certaines levures produisent aussi des enzymes protéolytiques, il s’agit essentiellement
des genres Saccharomyces, Rhodotorula, Candida, Debaryomyces. Saccharomyces cerevisiae
par exemple, produit trois types de protéases ; une aspartylprotéase, une sérine protéase et une
métalloprotéase. L’activité protéolytique de ces genres est utilisée particulierement pour
I’affinage des fromages (Kresze, 1991 ; Boiron, 1996).

Dans le present travail, nous avons choisi de s'intéresser a certaines caractéristiques
technologiques, notamment hydrolytiques et antagonistes, des levures autochtones isolées a
partir de sol forestier dans la région de Khenchela. L'objectif de notre travail est :

e d’isoler et de caractériser partiellement les levures.

e d’¢valuer et de mettre en évidence les activités hydrolytiques (amylolytiques et protéo-

Iytiques) des isolats sélectionnées.

e d’¢évaluer et de mettre en évidence l'activité antifongique des isolats afin de sélection-
ner les isolats a potentiel antagoniste pour une éventuelle utilisation comme agent de

biocontrole.
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l. Les levures
1. Généralité

Selon (Phaff et al ., 1968) levure a I’origine provient du mot latin « levare » qui
signifie lever. Cette nomenclature est appliquée aux levures en raison de leur capacité a
produire du CO; pendant la fermentation et a lever la surface mousseuse d’un milieu liquide

de fermentation (Oteng etGyang., 1984).

Les levures sont des champignons microscopiques qui peuvent survivre dans des
conditions aérobies ou anaérobie et dans des milieux composés de sources métabolisables
de glucide, d’azote, de vitamines et de minéraux. Les levures préferent le développement en
milieu acide : leur pH optimale est de 4,5 & 6,5 et d’autres tolerent des valeurs entre 2,5 et 8,0
(Barnett et al., 1990).Les levures sont des organismes mesophiles, elles ne croissent
généralement pas a des températures supérieures a 40°C et leur optimum se situe

généralement entre 25 et 30°C (Rose et Harrison., 1987).

Les cellules des levures ont une forme sphérique ou ovoide (Figurel), leur taille est
plus grande que celles des bacteéries (de taille de quelques microns a 30 p). A certains stades
de leur vie, elles peuvent parfois former des filaments et constituer un pseudo-mycélium ou

un vrai mycélium (Barnett et al., 2000) .

Les levures se reproduisent de facon asexuées (végétatif) ou sexées. La reproduction
vegétative se fait par bourgeonnement ou fission (Larpent., 1992) (Figure2), dans la
reproduction sexuée il y’a formation d’un zygote diploide a partir de deux noyaux haploide
qui ensuit multiple par voie vegétatif lorsque les conditions favorable, le zygote subit une
méiose ou les quatre noyaux haploides forment quatre ascospores donnant plus tard des
cellules haploides (Boiron ., 1996)(Figure3).
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Figure N° 02 : Division de cellules levurienne par bourgeonnement.

(Kwon-Chung et Bennett., 1992).
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Figure N° 03 : Cycle de reproduction des levures(Leclerc et al., 1995).

2. Habitat

Les levures sont parmi les microorganismes les plus répondues peuvent colonisent
différentes région dans la nature. Se trouvent sur les végétaux riches en sucres directement
assimilables (Bouix et Leveau., 1991). Les milieux fortement concentrés en sucres
représentent un de leurs environnements préféres, (Leclerc., 1995 ; Oteng-Gyang., 1984). On
les rencontre a la surface ou a l’intérieur d’autres é&tres vivants, dans les eaux et dans
I’atmosphére (Leveau et Bouix, 1982 ; Pol.,, 1999).Le sol constitue un large réservoir

assurant leur survie dans des conditions défavorables (Leclerc., 1995).

3. Classification

Actuellement 60 genres et 500 especes (tableau 1) sont répertoriés (Lodder., 1971).

Selon leur mode de reproduction, les levures se divisent en trois grandes classes :

Les ascomycetes (hémi ascomycetes) : reproduction sexuée dans un asque qui résultent de la

transformation d'une cellule apres meiose (Meyer et al., 2004) .

Les basidiomycetes: ils sont parfois classes parmi les deutéromycétes. A l'issue d'une
reproduction sexuée, se forment des exo-spores ou «basidiospores» portées par une baside
(Hencke., 2000).
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> Les deutéromycetes: présent un mode de reproduction végétatif, la reproduction sexuée est
inconnu (Hencke., 2000).

TableauN® 01: Classification des levures (Kreger van., 1984)

Classes Ordres Familles Genres

Ascomycétes Endomycétales Spermophthoraceae ~ Coccidiascus
Saccharomycetaceae  Metschnikowia
Nematospora

Schizosaccharomyces

Basidiomycetes Ustilaginales Filobasidaceae Chionosphaera
Tremellales Levures a téliospores Filobasidiella
Sirobasidiaceae Filobasidium
Tremellaceae Leucosporidium
Deutéromycetes Blastomycetales Cryptococcaceae Aciculoconidium

Sporobolomycetaceae Brettanomyces
Candida

Cryptococcus

4. Besoins nutritifs

Pour leur développement et leur croissance les levures nécessitent :

4.1 .Source de carbone

Les sources carbonées fournissent le carbone nécessaire a la biosynthése des
constituants cellulaires (Botton., 1991).  Les levures utilisent principalement des sucres
comme source de carbone et d’énergie (hétérotrophes). Certaines levures capables d’oxyder
des acides organiques et des alcools utilisent des sources de carbone non conventionnelles

(éthanol, glycérol) (Oteng-Gyang.,1984). Cependant, leur croissance sur des substrats non-
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glucidiques les oblige a synthétiser des sucres exigés pour la biosynthése macromoléculaire,

en particulier celle des polysaccharides complexes (Walker et al., 1997).
4.2. Source d’azote

Les levures utilisent les formes oxydées ou réduites de 1’azote pour la synthése des
composeés azotés structuraux et fonctionnels de la cellule (Babjeva et al., 1977). La plupart
des levures sont capables d’assimiler différentes sources d’azote organique et inorganique
pour la biosynthese d’acides aminés, de protéines, d’acides nucléiques et de vitamines
(Larpent et Larpent-Gourgaud., 1990 ; Guiraud., 1998). Autres levures peuvent utilisés les

nitrates et d’autres composés comme source d’azote (Walker et al., 2000).
4.3. Eléments et facteurs de croissance

Sont des substances nécessaires a la croissance optimale des microorganismes ou bien
les levures tel que les sels minéraux et d’oligoéléments présents a de trés faibles
concentrations (Larpentet Sanglier, 1992 ; Boiron, 1996). Les vitamines comme la biotine,
la thiamine et ’acide pantothénique sont des facteurs essenticls (tableau 2). Ces facteurs
jouent un role essentiel dans les réactions enzymatiques en étant des éléments constitutifs de

coenzymes varies (Riviére .,1975 ; Botton et al., 1991) .

TableauN® 02: Importance de certains oligoéléments et vitamines pour la croissance des
levures (Walker ., 2000 et Lourens et Reid., 2002).

Oligoéléments et facteurs Role

de croissance

Magnésium -Stabilité et perméabilité des membranes.

-Protection de la cellule contre les facteurs

négatifs (choc thermique et la

toxicité de 1’éthanol).
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Manganese

-1l appuie la synthése 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 la riboflavine et

certaines protéines

Biotine

-Essentielle dans les réactions de carboxylation

et de decarboxylation.

-Production des alcools et des esters

Thiamine

-Synthéese de I’isoleucine et de la valine.

Acide pantothénique

-Synthése de I’ Acetyl-COA

-Production des acides gras et des acides aminés.

5. Les conditions physicochimiques de croissance

5.1. La température

La croissance adéquate des levures est effectuée a des températures entre25 et 30C°,

autres levures poussent dans les régions a températures constamment basses ou élevées

(Vishniac et Hempfling., 1979).

52. LepH

Les levures tolérent des valeurs de pH compris entre 2.4 et 8.6., le pH intracellulaire

est compris entre 5.8 et 6.8 (Bouix et Leveau., 1991). Cependant, selon (Phaff et ses
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collaborateurs 1978) la majorité des levures connues, ont une bonne croissance a des pH

proches de 3.
5. 3. L’aération

La fermentation et la respiration sont des modes de reproduction énergétique utilisés par les
levures, ces processus sont réglés par des facteurs environnementaux. (Walker et al.,1997).
En effet, toutes les levures sont capables de se développer en présence d’oxygene, il n’y a pas
de levures anaérobie strictes, certaines sont aérobies strictes et d’autres sont aéro-anaérobies

facultatives (Bouix et Leveau., 1991).
5.4. La pression osmotique et ’activité d’eau

L’activité de I’eau optimale pour les souches levuriennes est égale a 0,90. Les levures
résistent mieux que les bactéries a la pression osmotique : en accumulant des polyols comme
osmoprotecteurs (betaine, glycérol).Par conseéquent, certaines espéces sont osmophiles mais

avec un metabolisme lent. Ces levures sont dites xérotolérantes (Bourgeois et al., 1996).

6. Techniques d’identification

Selon (Guiraud., 1998), I’identification des levures est basée sur la morphologie, la

sexualité et les caracteres culturaux.
6.1. Etude des caractéres culturaux

Cette étude est effectuée a partir d’ensemencement sur milieux liquides et solides. Le
but est d’examiner 1’aspect, la forme, la couleur et la consistance des cultures (Guiraud.,
1998).

6 .2 .Etude des caractéres morphologiques cellulaires

Selon Wickerham, (1951)., Van der Walt, (1970), Van der Walt et Yarrow, (1984)

les principaux critéres pour distinguer les levures sont :
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e Morphologie cellulaire normale et mode de reproduction végétative

Les examens microscopiques, permettant de déterminé la forme, I’arrangement, mode

de division des cellules, aussi de mesurer leur taille en utilisant un oculaire micrométrique.

e Aptitude a la filamentisation

Certaines especes peuvent former des filaments de type mycélien. Ces filaments sont
parfois mis en évidence par I’examen microscopique précédant. La recherche systématique de
I’aptitude a la filamentisation d’une souche, doit cependant s’effectuer aprés une culture sur

un milieu spécifique (Figure 4).

Figure N° 04: Filamentisation des levures (Guiraud., 1998)

e Morphologies particuliéres

Dans des milieux pauvres et sous tension d’oxygéne réduite, la formation de
chlamydospores et de ballistospores est observée. Leur recherche s’effectue a partir de

milieux specifiques. (Figure4).
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e Caractéristiques sexuelles

La reproduction sexuée est 1’essentiel base de distinction des genres. La formation
d’ascospores est un critére taxonomique trés important. Différents milieux de sporulation sont
utilisés, pour mettre en évidence les asques, leur forme, la couleur et le nombre de spores par

asque.

6.3. Caractéristiques biochimiques et physiologiques

e Etude des caractéres biochimiques et physiologiques

L"identification des levures est basée essentiellement sur la fermentation et
I’assimilation de différents substrats carbonés et azotés (Kreger-Van-Rij., 1984 ; Lodder
1971).

e Fermentation des sucres

La fermentation des sucres est effectuée sur milieu de culture liquide lors du piégeage

du dioxyde de carbone (CO3), produit dans la cloche de Durham (Larpent., 1991).

e Utilisation des substrats carbonés

L'oxydation de différentes sources de carbone nécessite des milieux de culture, contenant
des hexoses, des pentoses, des di et tri saccharides, des polysaccharides, des alcools, des

acides organiques et des hétérosides (Bouix et Leveau., 1991).

e Utilisation des substrats azotés

Les levures sont dotées de capacité d'assimilation de I’ammonium, des peptones,
des acides aminés [I’urée. Par ailleurs, autres levures peuvent utiliser les nitrates,

I’éthylamine, la cadaverine, etc comme source d’azote (Guiraud., 1998).
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7. Applications et utilisation des levures

Les levures sont utilisées dans les industries agroalimentaires grace a de différents
produit issus de leur métabolisme (Larpent ., 1990), elles sont utilisées dans la fabrication
traditionnelle des boissons alcoolisées, du vinaigre, de la choucroute, des produits a base de
soja (sauce de soja), du pain, des produits laitiers (fromage, kéfir) ...etc. Les levures sont
connues dans la valorisation de déchets agricoles et industriels (Leclerc et al., 1995;
Scriban,1984).

Les levures ont une grande importance dans le domaine de la biotechnologie, elles
aident a I’¢laboration de nombreux produits alimentaires (panification, fromagerie, brasserie,),
la production d’enzymes (invertase, lactase, lipase, amylase,), d’alcool (glycérol,), de
vitamines et de solvants (Tableau 3) (Scriban, 1984 ; Lecterc et al., 1995).

Tableau N° 03 : Production et utilisation de certains enzymes de levures (Simon et Meunier,
1970 ; Sicard, 1982)

Types d’enzymes Levures utilisées Utilisations
Amylases Lipomyces Starkey Saccharification de I’amidon,
Schwanniomyces Castelli boulangerie, textile,
papeterie.
Invertases Saccharomyces Confiserie

carlbergensie

Saccharomyces cerevisiae

Lipases Candida lipolytica Fromagerie, laiterie.

Lactases Candida pseudotropicalis Cremes glacées

Kluyveromyces fragilis
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Selon (Fossi et al.,, 2005) les levures amylolytiques tirent I’importance des
chercheures en bio industrie & cause de leur capacité a produire différentes enzymes
amylolytiques .la composition de milieu de cultures est important pour I’excrétion adéquat

des amylases (OtengGyang et al., 1980 et Aiyer, 2005).

8. Antagonisme

8.1. L'antagonisme microbien

L’antagonisme est largement utilisé dans les ouvrages traitant de lutte biologique. Beaucoup
plus utilisé pour désigner la situation d’un organisme exercant un effet inhibiteur sur un autre

organisme qu’il tend a éliminer sans le consommer.

L’antagonisme posséde une étape bien définie entre I’amensalisme (situation - 0) et la
compétition (situation ou, comme nous le verrons, les deux partenaires sont en difficulté)
(Davet ., 1996) .1l existe nombreux types d’antagonistes dans la nature qui exercent un
contréle biologique plus ou moins efficace sur les pathogéne des plantes. L’homme a toujours
tenté d’augmenter I’efficacité des antagonistes a travers 1’introduction de nouvelle grande
population de ces microorganismes au champ ou elle n’existe pas, ou a travers la stimulation
de leur croissance en apportant des amendements au sol. Dans les deux cas, le résultat est un

accroissement des activités inhibitrices des antagonistes contre les pathogéenes.

Bien que certains cas de lutte biologique efficace aient été enregistrés, le potentiel
d’un controle éventuel des maladies avec cette méthode reste actuellement limité car,
contrairement au laboratoire et sous serre, les résultats au champ ne sont pas d’habitude d’un

succes particulier (Nasraoui ., 2006) .

8. 2. Antagonisme en écologie

L'antagonisme est défini comme [I’inhibition ou une action défavorable entre deux
organismes a l'intérieur d'une population microbienne mixte (Curl et Truelove., 1986).En
écologie l'antagonisme se manifeste généralement soit par une compétition, un hyper

parasitisme, une production de sidérophores ou par une antibiose.
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8.3. Phénomeéne killer des levures

Le phénoméne Killer chez les levures possede une activité équivalente a celle
d’antibiotique et des bactériocines, il est mis en évidence la premiere fois a partir d’une

souche de S. cerevisiae isolée de contaminants de brasserie (Bevan et Makover., 1963).

La protéine ou la glycoproteine, de faible poids moléculaire, secrété par la souche dite
« killer »est 1’élément clés de ce phénoméne grace a I’action Iétale sur des microorganismes
voisins qualifiés de « sensibles », sans contact direct de cellule a cellule (interaction
indirecte). Les levures Killer possedent la capacité liée a une immunité spécifique protégeant
les levures killer contre leurs propres toxines mais elle est sensibles aux toxines produites par
autres souches Killer (Mushtaq et al., 2010). On qualifie de « neutre » une souche qui n’est
pas sensible a une toxine et qui n’en produit pas. Il est a noter que les qualificatifs
phénotypiques « killer », « sensible », « neutre » s’appliquent toujours en référence a une

toxine particuliéere (Pommier, 2003 ; Maqueda et al., 2011).

L’action d’une souche killer sur une souche sensible est facile a mettre en évidence au
laboratoire, par culture sur milieu gélosé a pH 4.2 — 4.7 a 20 - 25 °C. Dans la plupart des cas,
le milieu glucose-extrait de levure-peptone agar avec un tampon citrate-phosphate (0.1 M, pH
4.5) est utilisé (Golubev., 2006). La souche sensible est inoculée dans la masse de la gélose
avant solidification ; la souche a tester est inoculée en stries ou en spots sur le milieu solidifié
; si elle est Killer, une zone claire dans laquelle la souche sensible ne pousse pas autour de la
culture de la souche a tester (Figure 5) (Ribereau-Gayon., 2004).
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Figure N° 05 : Mise en évidence sur milieu gélosé du phénotype Killer contre deux isolats de
Candida albicans (Polonelli et Conti, 2009)

Tableau N° 04 : Espéces de levures pour lesquelles I’activité killer a été rapportée (Buzzuni
et al., 2004 ; Golubev, 2006 ; Buzdar et al., 2011 ; Comitini et Ciani, 2011 ; Santos et al.,
2011 ; Bajaj etal., 2012 ; Liu et al., 2012 ; Gou et al., 2013).

Espece de levure Référence Espece de levure Référence
Bullera alba Candida versatilis Kluyveromyces Rhodotorula
dobzhanskii lignophila
Bullera hannae Cryptococcus aerius  Kluyveromyces lactis Rhodotorula
mucilaginosa

(Candida sphaerica)

Bullera sinensis Cryptococcus albidus  Kluyveromyces Saccharomyces
marxianus cerevisiae
(Candida

pseudotropicalis)

Bullera unica Cryptococcus Kluyveromyces Saccharomyces

laurentii siamensis exiguus

(Candida holmii)

Candida albicans Cryptococcus Kluyveromyces Saccharomyces
luteolus wickerhamii paradoxus
Candida berthetii Cryptococcus Meyerozyma Schizosaccharomyces
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Candida diversa

Candida freyschussi

Candida glabrata

Candida.

Homilentoma

Candida maltosa

Candida naeodendra

Candida oleophila

Candida parapsilosis

NEmMOrosus

Cryptococcus

perniciosus

Cryptococcus
podzolicus

Curvibasidium

pallidicorallinum

Cystofilobasidium

bisporidii

Debaryomyces

hansenii

Fellomyces

penicillatus

Filobasidium

capsuligenum

Hanseniaspora

guilliermondii

(Pichia

guilliermondit)

pombe

Millerozyma farinosa Sporidiobolus

(Pichia farinosa)

Mrakia frigida

Pichia cactophila

Pichia kluyveri

Pichia

membranifaciens

Pichia kudriavzevii

Pseudozyma

antarctica

Rhodotorula

pararoseus

Schwanniomyces

occidentalis

Tetrapisispora
phaffii

Torulaspora

delbrueckii

Torulaspora
microellipsoides
(Zygosaccharomyces

microellipsoides)

Trichosporon

asteroides

Trichosporon

jirovecii

Ustilago maydis
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Candida silvae

Candida sonorensis

Candida stellata

uvarum (Kloeckera dairenensis

apiculata)

Hanseniaspora

valbyensis

Rhodotorula glutinis

(Kloeckera japonica)

Hanseniaspora.

Rhodotorula

vineae  (Kloeckera graminis

africana)

Kluyveromyces

aestuarii

Rhodotorula lactosa

Wickerhamomyces
anomalus (Pichia

anomala)

Williopsis Saturnus

Zygosaccharomyces
bailii
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Il Le sol

1. Définition

Le sol est défini comme la couche supérieure de la crolte terrestre composée des
particules minérales, de matiéres organiques, d’eau, d’air et d’organismes (NF 1SO
15799,2004). Cependant le sol est un milieu vivant, complexe et dynamique, en évolution
constante sous I’effet de différents paramétres tels que le climat, la topographie, la végétation
et I’action de I’homme. Il joue un rdle d’interface entre les phases liquides et gazeuses dans
I’environnement oU il intervient comme systéme source, systeme transformateur, et systeme

de transfert des éléments en trace (Berthelin et Leyval., 2000).

Le sol est composé de constituants minéraux et organiques, d’eau et de gaz. Les
constituants minéraux se divisent en deux catégories : des minéraux primaires résultant
directement de la désagrégation de la roche mére, et des minéraux secondaires neoformés. Les
matieres organiques du sol, quant a elles, se composent d’une fraction organique vivante(flore
du sol, faune et racines végétales) de taille grossiére (20 mm), non évoluée et d’une fraction
organique morte (des résidus d’origine animale et végétale) en perpétuelle évolution,
composeées de substances humiques (acides humiques, fulviques et humine se distinguant
principalement par leur solubilité en fonction de la méthode d’extraction) et de biomolécules

issus d’organismes non transformées (polysaccharides) (Robert., 1996).

2 .Constituants du sol

Le sol est considéré comme un milieu poreux tri phasique rempli partiellement d'eau
(phase liquide) et dair, ou de vapeur d'eau (phase gazeuse). La phase solide est constituée des
particules minérales agrégées de différentes tailles. C’est un milieu poreux dont la phase
solide, constituée par des minéraux et des composes organiques, forme des assemblages plus
ou moins volumineux et donne au sol sa structure. Cette phase solide n'est pas continue et
délimite un espace poral de dimensions variés et de geométrie complexe. Cette caractéristique
explique la présence de phases fluides, liquide et gazeuse, susceptibles de se déplacer et

donner lieu a des flux de matiéres (Henin S., 1976).



Revue bibliographique

2.1. La phase gazeuse

La phase gazeuse d’un sol est constituée par les mémes composants que ceux de I’air
atmosphérique. Cependant a cause de I’activité biologique présente a I’'intéricur des sols, les
teneurs en chacun des composants peuvent changer considérablement (Calvet ., 2003). La
composition de cette phase dépend aussi de la profondeur et du temps de renouvellement de
I’air & ’intérieur du sol. Un exemple d’évaluation du mouvement des gaz dans les sols
concerne I’estimation du transport de composés organiques volatiles sur des sites contaminés.
A la surface du sol essentiellement, I’oxygene et le dioxyde de carbone ont un réle important.
En effet, la concentration en oxygene maintient les conditions d’aérobie ou d’anaérobie du
sol, impliquées dans les conditions de survie des micro-organismes. L’aération des sols est
trés importante pour la croissance des racines des végétaux. Le dioxyde de carbone influence
I’acidité du sol par sa transformation chimique sous forme de carbonate en réaction avec la
phase liquide du sol. La composition de cette phase gazeuse du sol peut contréler fortement la

distribution et I’activité des communautés bactériennes des sols (Soulas et al.,1983).
2.2 .La phase liquide

La phase liquide du sol est principalement constituée par I’eau de pluie, dans laquelle
sont dissous les ions minéraux et les molécules organiques, qui font varier sa composition et
sa vitesse de transfert d’un sol a I’autre. La composition de 1’eau du sol dépend du milieu
géologique avec lequel elle interagit chimiquement. Du point de vue de la réactivité chimique
et biologique, le pH de I’eau du sol constitue une propriété majeure qui met en jeu I’ensemble
des réactions biologiques et chimiques qui se déroulent dans le sol. La composition chimique
de la phase aqueuse est régulée par des processus chimiques a l’interface roche-eau et
atmosphere-eau, ainsi que par des processus biologiques tels que la photosynthése ou la
respiration. Les processus de dissolution des roches contrélent la présence du Ca et du Mg qui
proviennent des carbonates, mais aussi du Na et du K provenant des feldspaths et des micas
ou des anions HCO3- et NO3- (Sigg et al., 2001).Ces différentes réactions permettent la

libération de nutriments et oligo-éléments, essentiels aux microorganismes du sol.
2.3. La phase solide

Elle est constituée par des minéraux et des matieres organiques en proportions

variables. On pourrait considérer les organismes vivants du sol comme une partie de la phase
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solide, puisqu'ils ne sont ni gazeux ni liquides (Calvet R., 2000). On distingue deux fractions

dans le sol:
2.3.1. Fraction minérale

Les minéraux constituent, en général, de 95 a 99% du sol La composition minérale
dépend de la nature de la roche-mére. La nature des minéraux peut étre extrémement diverse

avec des tailles granulométriques différentes (Quénéa K., 2004).
-Sable (@ = 2000 a 50 pm)
-Limon (@ =50 a 2 pm)
-Argile granulométrique (@ < 2um)

La texture d'un sol correspond a la répartition des minéraux par catégorie de grosseur,
indépendamment de la nature et de la composition de ces minéraux. Les sols sont classés

suivant leurs proportions relatives en particules argileuses.
2.3.2. La fraction organique

La fraction organique d'un sol est constituée a plus de 80% de matiére organique morte
(résidus de plantes et d'animaux en état de décomposition naturelle) (Paul E. A. & Clark F.
E., 1996).0n trouve aussi des organismes vivants : des bactéries dont beaucoup
d’actinomycetes, des champignons et une microfaune formée de protozoaires, nématodes,

insectes, vers de terre (Quénéa K., 2004).

Le sol est un habitat généralement favorable a la prolifération des microorganismes,
leur nombre est supérieur a celui trouvé dans les eaux douces ou marines : la population
microbienne s'éléve a des valeurs comprises entre 10° et 10° bactéries par gramme de sol
(Artiola-Fortuny J. et Fuller W.H., 1982). Leur abondance et leur nature dépendent du type
de sol, de la végétation, du climat et des diverses actions anthropiques et de leurs variations
(Calvet R., 2000). La profondeur est une variable écologique qui affecte significativement la
survie des microorganismes. Dans les zones tempérées, si une grande partie d'entre eux se
concentre dans le premier metre de la couche superficielle, ce sont en fait les premiers

centimétres qui en contiennent le plus grand nombre (Crosinier J., 1999).
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Les bactéries et les champignons constituent les microorganismes les plus représentés
dans les sols ou ils sont les principaux responsables de la minéralisation des matiéres
organiques (Quénéa K., 2004). lls participent aussi a un processus appelé humification qui
conduit a la formation de I'humus (Paul E. A. & Clark F. E., 1996).Qui est un composé
complexe et majeur du cycle de la matiere organique tellurique et de la fertilité du sol.

Phase liquide

Phase solide

Phase gazeuse

Figure No 06 : Les trois phases du sol. (Mermoud ., 2006)

organique ;
10%; 10%

gazeux; 20%; minéral; 40%;
20% 40%
fiqude; 30%;
30%

Agronomie.info

Figure Ne 07 : Répartitions de la constitution des sols
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4. Microflore du sol

Les organismes vivants du sol sont en excluant les racines et la méso-faune
(proportion typique de biomasse entre parenthese), les bactéries (25 %), les champignons (59
%), les algues (traces), les protozoaires (4 %) et la microfaune (12 %) (Gobat et al.,
1998).Les bactéries représentent les microorganismes les plus abondants dans le sol en densité
et en nombre, méme si les champignons représentent une quantité de biomasse plus
importante. Les microorganismes du sol sont aujourd’hui reconnus comme étant un des

facteurs clé dans 1’évolution des sols.

4.1. Bactéries

Les bactéries sont les microorganismes les plus abondants et métaboliquement les
plus actifs du sol. En fonction des propriétés du sol, tous les types physiologiques bactériens
sont representés : autotrophes et hétérotrophes, mésophiles, thermophiles et psychrophiles,
aerobies et anaérobies. Les genres les plus communément isolés sont Arthrobacter,
Pseudomonas, Achromobacter et Bacillus, dans les couches aérobies alors que les bactéries
du genre Clostridium sont dominantes dans les conditions anaérobies. Les variations du
potentiel nutritionnel du sol favorisent I’apparition de bactéries autotrophes du cycle de

’azote : Nitosomonas et Nitrobacter et du soufre : Thiobacillus. (Bousseboua H., 2005).

4.2. Les champignons

En général, les champignons du sol forment une biomasse aussi importante que celle
des bactéries. Leurs activités métaboliques sont multiples et fondamentales a I’équilibre
écologiques des sols, par : leurs interactions avec les systemes racinaires des plantes, leur
aptitude de colonisation et de dégradation des débris organiques de grande taille et des
composés de structures complexes. De nombreux travaux indiquent la prédominance de :
Mucor, Trichoderma et Aspergillus, alors que Rhyzopus, Fusarium, Zygorhynchus,
Cephalosporium, Cladosporium et Verticillium sont couramment isolés. (Bousseboua H.,
2005).

4.3. Algues et protozoaires

Les algues sont considérées comme relativement peu abondantes dans le sol. Mais leur

présence est cependant commune. Les algues du sol incluent des especes coccoides ou
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filamenteuses. Les groupes les plus courants sont des Chlorophyceae. Parmi les
microorganismes photosynthétiques du sol, les Cyanobactéries sont dominantes dans les sols
neutres et alcalins, alors que les algues sont les plus communes dans les sols acides
(Bousseboua H., 2005).

Tableau N° 05 : Distribution des microorganismes en fonction du sol (Alexander, M., 1994)

Organismes/g de sol x10°

Profondeur Bactéries Bactéries  Actinomyceétes Champignons Algues
(cm) aérobies  anaérobies

3-8 7800 1950 2080 119 25
20-25 1800 379 245 50 5
35-40 472 98 49 14 0,5
65-75 10 1 5 6 0,1
135-145 1 0,4 - 3 -
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Cette étude a été réalisée aux laboratoires pédagogiques de 1’université de Khenchela.
Elle a pour but d’isoler, a partir de sol, des levures et d’étudier leurs activités antagonistes et

hydrolytiques.
1. Echantillonnage

Les échantillons du sol utilisés pour cet objectif sont prélevés a partir de sol forestier ;
Montagne de Nmamcha-Ouled Recheche- Khenchela. Une quantité de 10g de sol est prélevée
a partir d’'une profondeur de 10 cm a I’aide d’une spatule stérile puis, introduite dans des
sachets stériles afin de les transporter jusqu’au laboratoire (Rodriguez-Zaragoza et al., 2005)
(figure 8).

Figure N° 08 : Site de prélévement du sol

2. Isolement des levures

L’isolement des levures nécessite I’emploi des milieux sélectifs dotés des propriétés
antibactériennes (Guiraud., 1998). Dans la présente étude, nous avons suivi la méthode
décrite par Moreira et Vale (2018), légérement modifiée. Brievement, 10 g de sol ont été
homogénéisés dans 90 ml de milieu liquide MYPG (annexel) dont le pH est ajusté a 5,6. La
suspension a été homogénéisée a l'aide d'un agitateur pendant quelques minutes puis incubée
a 30°C 24h. Cette suspension, d’enrichissement, est considérée comme solution mére et été
utilisée pour produire des dilutions décimales dans de I’eau peptone a 0,1 %(annexe 2). Ces

dilutions ont été étalées sur milieu solide MYPG et PDA (annexel).

Un volume de 0.1 ml de chacune des dilutions indiquées est déposée sur des boites de Pétri
contenant le milieu gélosé MYPG et PDA, puis étalé uniformément avec un rateau stérile par

un mouvement de balayage et de rotation sur I’ensemble de la surface de la gélose. Au milieu
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de culture, nous avons ajouté de la gentamicine (80mg mL-1) pour inhiber croissance
bactérienne. Enfin, les boites sont incubées a 30°C pendant 5jours. Les étapes du protocole de

I’isolement sont présentées dans la (figure 09).
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3. Caractérisation partielle et sélection des isolats

Aprés incubation, les colonies obtenues sont analysées et observees micro et
macroscopiquement pour 1’identification préemptive des levures et leur sélection pour la

purification et les analyses ultérieures.
3.1. Etude des caracteres culturaux des levures
3.1.1 Identification macroscopique

Les colonies obtenues ont été caractérisées morphologiquement comme décrit par Dias et
Schwan (2010), en observant des caractéristiques macromorphologiques telles que la couleur
(blanc, beige, orange, rose, etc.), la taille (petite, moyenne ou grande), I’aspect de la colonie
(pateuse ou crémeuse), la forme du bord (lisse ou filamenteuse), et le profil (plat, convexe,
haut).

3.1.2. Purification

Les colonies considérées comme levures sont purifiées par repiquage sur le méme milieu
de culture utilisé dans I’isolement par la méthode des stries. Les isolats sont étalés sur toute

la surface de la gélose et I’incubation de toutes les boites est effectuée a 30°C de 48 a 72h.
4. Mise en evidence des activités hydrolytiques

La capacité des levures sélectionnées a produire et a sécréter des enzymes lytiques a été

testée sur des milieux solides contenant les substrats correspondants :
o Activités amylolytiques

La production des amylases a ¢été testée sur milieu PDA (annexel) contenant ’amidon
soluble a 1%, comme seule source de carbone. Chaque isolat de levure purifiée est
ensemencé sur le milieu sous forme d’une strie. Les boites sont ensuite incubées a 30°C
pendant 48 a 72h. Apres incubation, le milieu gélosé est recouvert d’une solution de
lugol(annexe 2) pendant 30 secondes suivie d’un ringage avec de I’eau distillée. L’hydrolyse
de I’amidon est indiquée par I’apparition d’une zone claire autour de la zone de croissance

(Tatsinkou et al ., 2005) .
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e Activités protéolytiques

La gélose au lait (annexe 1) a été utilisée pour la mise en évidence de la présence d’une
activité protéolytique. Chaque isolat de levure purifiée est ensemencé sur le milieu sous
forme d’une strie. Les boites sont ensuite incubées a 30°C pendant 48 a 72h. La dégradation
de protéines du lait se caractérise par I’observation visuelle et directe d’une zone de lyse

transparente autour de la zone de croissance de la levure testée Moreira et Vale (2018),
e Recherche des activités Antagonistes

Le pouvoir d’antagonisme des levures a ¢été recherché suivant la méthode de double
culture décrite par Chen et al., (2018) légérement modifiée. Des contaminants appartenant
au genre Penicillium ont été utilisés pour tester et évaluer I’activité antagoniste des levures
sélectionnées. Chaque moisissures test est placée par touche a cété de la levure préalablement
ensemencee par une strie de 5 cm de longueur environ sur un milieu PDA, puis incubées a
30°C pendant de 1 a 7 jours. Les milieux inoculés avec les isolats de moisissures test sans
levure antagoniste servent de téemoin négatif. Les observations incluent le pourcentage

d'inhibition basé sur la détermination du diametre de la colonie développée

Figure N © 10 : Contaminants de genre Penicillium






Résultats et Discussion

1. Isolement et identification partielle des levures

La présente étude avait pour objectif I'isolement de levures a partir d’un sol forestier
des (Montagnes de Nemamcha situées dans la commune d’Ouled rechache de la wilaya de

Khenchela. Cette région est caractérisée par un climat semi-aride sec et froid).

Selon Phaff et Starmer (1987), 1’estimation du nombre total des levures est de 10° a
10 /g de sol, suggérant qu’elles représentent un nombre faible, comparé a celui des bactéries

et des moisissures de 1’ordre de 4 x10° & 7x107 /g de sol.
1.1. Caractéristiqgues macroscopiques

L’étude macroscopique des isolats sur milieux PDA et milieu MYPG apres incubation
pendant 5 jours a 30 C° (figure 11) , a permis de sélectionner des colonies en se basant sur
leur forme , leurs tailles, leurs couleur et leur aspect .

Figure N° 11 : Observation macroscopique des colonies

1.2. Caracteéristiques microscopiques

L’¢étude microscopique repose sur 1’observation de différents critéres tels que la forme et
la taille des cellules sous microscope et la recherche du bourgeonnement, caractéristique de

la reproduction chez les levures (figurel2).
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Figure N° 12 : Observation microscopique des levures (Grossissement x100)

L’ensemble des caractéristiques macroscopiques et microscopiques ont permis de
sélectionner et purifier 6 isolats. L’ensemble de ces caractéres sont resumés dans le

(tableau6).

Tableau N° 06 : Caractéristiqgues macro et microscopiques des isolats sélectionnés

Isolat Caracteres macroscopiques Caracteres microscopiques

L1 Colonie petite taille, blanche, forme : Cellules sphériques a ovoide.

lisse, brillantes, crémeuse.
Reproduction : Bourgeonnement

L2 -Colonie petite taille, blanche, -forme: Cellules sphériques a

lisse, brillantes, crémeuse. ellipsoides.

-Reproduction :

bourgeonnement polaire

L3 -Colonie taille moyenne, blanche, -forme: Cellules sphériques a
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lisse, brillantes, crémeuse. ovoides.
L4 -Colonie de taille moyenne, -forme: Cellules sphériques a
blanche, lisse, brillantes, ellipsoides.
crémeuse.
-Reproduction : bourgeonnement
multilatérale
L5 -Colonie petite taille, blanche, -Cellules sphériques a ellipsoides

lisse, brillantes, crémeuse.

L6 -Colonie petite taille, blanche, -forme : Cellules sphériques
lisse, brillantes, crémeuse.
-Reproduction : bourgeonnement
polaire

2. Détermination des activités hydrolytiques
a) Activité amylolytique

Parmi les six isolats isolés et séléctiones, L1, L2, L5 et L6 ont développé des zones de
lyse (halo clair) sur ce milieu sélectif, cependant les deux restantes n’ont présenté aucune
activité amylolytique (figure 13 et tableau 7). Ces résultats sont en accord avec I’étude décrite
par Merabti ., (2006) , qui a permis de sélectionner 3 souches levuriennes a activité
amylolytiques isolées a partir de sol saharien algérien. La souche S5 appartenant au genre

Lipomyces se distingue par une activité amylolytiques élevée.

Les levures amylolytiques secretent les amylases microbiennes qui sont actuellement
parmi les enzymes les plus importantes dans les procédés industriels et alimentaires
(industrie pharmaceutique, textile, papeterie et détergents), en raison de leur productivité et
thermostabilité (Burhan et al., 2003) .
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Figure N° 13 : Résultats de I’activité amylolytiques L1, L2, L5, L6.

b) L’activité protéolytique

Dans le présent travail, le criblage de I’activité protéolytique des souches levuriennes
isolées de sol forestier a permis d’obtenir une seul souche positive L1 ,caractérisé par

I’apparition d’un halo claire autour de la culture ( figure 10 ).

Figure N° 12 : Résultat de I’activité protéolytique de la souche L1 et L2
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Les protéases sont des enzymes industrielles trés importantes (hydrolases), comptent
pour environ 60-65% des ventes totales dans le monde entier des enzymes en raison de leurs
applications dans plusieurs secteurs industriels (Chellappan et al., 2006; Barnali et al., 2008
; Mukherjee et al., 2008).

Les principales industries utilisatrices de protéases sont : applications alimentaires,
industrie des détergents, domaine pharmaceutique et médical, traitement des eaux usées
industrielles et. Elles sont employées aussi avec des mélanges des enzymes hydrolytiques
pour dégrader les polymeres constitutifs de la matiére végétale servant pour I’alimentation
animale (Aviron et al., 1982). Nos résultats sont en accords avec 1’étude décrite par Maamar
F .,(2017) sur la caractérisation des enzymes protéolytiques de 4 levures isolées a partir de
sol saharien d” El Oued .

3. Pouvoir d’antagonisme des levures

Les résultats obtenus par notre étude montrent que les six isolats sont incapables
d’exercer une activité antagoniste contre les souches fongiques testées et sont considérées
comme neutres. Par ailleurs, les levures présentes dans I’environnement sont décrites comme
de puissants antagonistes de différents agents pathogeénes des plantes. En effet de nombreuses
especes levuriennes possédant une activité antagoniste qui contribuent a D’efficacité du
contréle biologique contre divers maladies post récolte des fruits ont été rapportées (Li et al
., 2016).

Les travaux de Bodmmer., (2017) avaient décrit et caractérisé des levures (40 isolats)
et leur effet antagoniste sur 16 champignons filamenteux. Ces levures, isolées du sol, ont
réprimé les champignons plus fortement que les levures de la phylosphere et l'activité
antagoniste était une propriété spécifigue a I'espéce/souche et ne dépendait pas du

champignon filamenteux avec lequel une levure interagissait.
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Tableau N° 07 : Résultats des activités hydrolytiques et I’antagonisme

Souches Activité

protéolytiques

Activité

amylolytiques

Antagonisme

L1 +

L2 -

L3 -

L4 -

L5 =

L6 -




Conelusion et




Conclusion et Perspectives

Les levures représentent un groupe important de microorganismes exploités dans

différent domaines.

La présente étude comporte I’isolement et Il'identification partielle de souches
levuriennes isolées a partir de sol forestier de la région d’Ouled Rechech —Khenchela. Les
isolats sélectionnés et caractérisés ont été évalués afin de rechercher leurs aptitudes

antagonistes et hydrolytiques. (Amylolytiques et protéolytiques).

Pour ce faire, I’isolement a été réalisé sur les milieux solides MYPG et PDA précédé
d’un préenrichissement sur un bouillon MYPG. L’¢tude des caractéres macroscopiques et
microscopiques a permis de répertorier 06 isolats (L1, L2, L3, L4, L5, L6). La recherche des
levures amylolytiques sur milieu PDA additionné d’amidon soluble a révélé 4 souches (L1,
L2, L5 et L6) sécrétant des amylases exocellulaires. Toutefois, une seule (L1) levure sur les
Six testées a présenté des capacités protéolytiques sur une gélose au lait et aucune activité

antagoniste envers les contaminants testés n’a été observée.

L’ensemble des résultats obtenus nous permettent de conclure que les levures isolées
a partir de sol forestier de la région de Khenchela Possedent des activités enzymatiques
intéressantes, notamment protéolytiques et amylolytiques. Ces derniéres méritent d’étre

complétées par d’autres travaux pour une caractérisation approfondie.
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Annexes

Annexe N°01
> Milieu YPG

Bau distillé. ... ..o 500 ml
GIUCOSE .ttt e 59

PP ONE. ... e 2,59
Al e 109
Extraitde levure. ... .. ..o 1,59
Extraitde malt............cooooiii 1,5¢

Y| SRR 30ml
N - T 29
Bau distille. . ... 70ml

» Milieu de ’activité amylolytique

Eau distill€. ... ..o 500ml
EXtrait de leVUre ... 1,5¢
Extrait de malt........ ..o 1,5¢
PEPIONE. ... 2,59
Amidonsoluble. ... 5¢
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Annexe N° 0 2

» Eau peptone:

................................................................................. 90ml

POPLONE. ..ot 0,25¢
» Lugol

JOUE e 59

[0 dure de PotasSiUM.........oouiiini i 109

Bau distillé ... iml



	b) L’activité protéolytique
	Les protéases sont des enzymes industrielles très importantes  (hydrolases), comptent pour environ 60-65% des ventes totales dans le monde entier des enzymes en raison de leurs applications dans plusieurs secteurs industriels (Chellappan et al...
	Les principales industries utilisatrices de protéases sont : applications alimentaires,  industrie des détergents, domaine pharmaceutique et médical, traitement des eaux usées industrielles et. Elles  sont employées aussi avec des mélanges ...

