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Résumé

Le palmier-dattier (Phoenix dactylifera L., 1a famille des ARECACEAE)
est une plante introduite en Algérie pendant la période coloniale. C’est une
monocotylédone subtropicale largement cultivée dans les zones arides pour ses
multiples usages. L'étude a été réalisée pour mieux comprendre 1’importance de
cette filiere agricole et 1’utilisation dans la région d’Adrar (Sud-ouest) et pour
développer les méthodes de lutte biologique contre les agents phytopathogenes

du palmier dattier.

L’¢tude in vitro de la production de quelques métabolites secondaires
ainsi que la tolérance au sel de quinze isolats fongiques endophytes isolés a
partir des racines de palmier dattier de la région d’Adrar en 2010 ; a révélé
qu’ils produisent la protéase et ne produisent pas la pectinase. Seulement sept
isolats ont produit I’acide-indole acétique (AIA) représentés par un taux de
production de 46,67%, dix ont produit 1’acide cyanhydrique (HCN) représentés
par un taux de production de 66,67%, et sept ont solubilisé le phosphore (P) par
un taux de 46,67%. Tout les isolats ont montré une tolérance aux différentes
concentrations de sel ; 15 g/LL et 75 g/LL de NaCl ; ce qui nous a permis de les
classer comme des champignons halophiles. Cette étude a abouti a la sélection
de trois isolats du genre Aspergillus qui sont halophiles et produisent les

métabolites testés (1’AIA, I’HCN, la phosphatase et la protéase).

Mot clés : Phoenix dactylifera L., Champignons endophytes, métabolites

secondaires, halophile, In vitro.
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Abstract

The date palm (Phoenix dactylifera L., family of ARECACEAE) is a plant
introduced in Algeria during the colonial period. It is a subtropical monocot
widely cultivated in arid areas for its multiple uses. The study was conducted to
better understand the importance of the agricultural sector and use it in Adrar
region (south-west) to develop biological control methods against date palm

pathogens.

The in vitro study of the production of some secondary metabolites and salt
tolerance of fifteen endophytic fungal isolates isolated from the roots of date
palm of the Adrar region in 2010; revealed that they produce protease and don’t
produce the pectinase. Only seven isolates produced indole-acetic acid (IAA)
represented by a production rate of 46.67%, produced ten hydrogen cyanide
(HCN) represented by a production rate of 66.67%, and seven solubilized
phosphorus (P) by a rate of 46.67%. All isolates showed tolerance to different
concentrations of salt; 15 g/ L and 75 g / L NaCl; which allowed us to classify
them as halophilic fungi. This study led to the selection of three isolates of
Aspergillus genus that are salt-tolerant and produce metabolites tested (IAA

HCN, phosphatase and protease).

Keyword: Phoenix dactylifera L., Endophytic fungi, secondary metabolites,

halophilic, In vitro.
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INTRODUCTION

Les micro-organismes ont un réle essentiel dans I'agriculture pour favoriser I'échange
des nutriments des plantes et pour réduire I'application des engrais chimiques autant que
possible. Les bio-fertilisants microbiens sont essentiellement des champignons, bactéries et
levures qui interagissent directement ou indirectement avec la plante. Avis et al., (2008) ont
proposé les termes PGPM (Plant Growth Promoting Microorganism) pour les
microorganismes qui agissent sur la plante, et BCA (Bio Control Agent) pour ce qui agissent
sur les agents pathogénes. En raison de leurs effets bénéfiques sur leurs plantes hétes, ils
suscitent un tres grand intérét en agriculture (Morgan et al., 2005). En raison de leur nature,
leur origine et leurs actions, plusieurs termes ont été avancés des dernieres années afin de
classifier les PGPM plus précisément. Ainsi, les termes PGPF (Plant Growth Promoting
Fungi), PGPY (Plant Growth Promoting Yeast) et PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) permettent de les différencier en fonction de leur nature (El Tarabily et

Sivasithamparam, 2006).

Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) peuvent exercer un
effet positif menant a la croissance des plantes ainsi les champignons promoteurs de la
croissance des plantes (PGPF) ; chez ces plantes, les PGPF peuvent étre épiphytiques et/ou
endophytiques (Selosse et al., 2004). Les interactions bénéfiques plante-microorganisme dans
la rhizosphére peuvent influencer la vigueur de la plante et la fertilité¢ du sol. Ces effets
bénéfiques des PGPF ont un effet direct ou indirect sur les plantes. La promotion de la
croissance directe comprenant la production des métabolites secondaires qui augmente la
croissance des plantes telle que les auxines, les cytokinines et les gibbérellines ; la production
des enzymes qui solubilisent les minerais comme le phosphate. La promotion de la croissance
indirecte se fait par I'élimination des agents pathogénes a travers la production des métabolites

secondaires tels que le cyanure d'hydrogéne et les sidérophores (Idris et al., 2010).

Ces micro-organismes du sol sont isolés a partir des plantes ; le plus souvent sans
provoquer de symptomes apparents de diverses especes. Leur association avec les plantes sont
connues pour améliorer I'absorption des élements nutritifs, la croissance des plantes et leur

vigueur en produisant des hormones végétales (Ting et al., 2008). La colonisation de la
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rhizosphere par quelques micro-organismes non pathogénes peut protéger le plant d'une
variété de maladies bactériennes, virales et cryptogamiques. Ce phénomene est connu sous le
nom de résistance systémique et conférer potentiellement une résistance contre les maladies

des plantes et contre l'infection par des microorganismes pathogene (Ting et al., 2007).

De nombreuses études ont révélé l'omniprésence de ces champignons, avec une
estimation d'au moins 1 million d'espéces de champignons endophytes résidant dans les
plantes et méme les lichens. Les champignons endophytes représentent un élément important
de la biodiversité quantifiable fongique, et sont connus pour affecter la diversité de la
communauté vegétale et sa structure (Krings et al., 2007). Seulement environ 80.000-100.000
especes de champignons ont été décrites, sur une estimation prudente de 1, 5 millions d'euros.
Des études sur les champignons endophytes des foréts tempérées et tropicales prouve des
estimations élevées de la diversité des especes. Ces estimations ne tiennent pas en compte

plusieurs sources complémentaires de la diversité fongique (Ganley et Newcomb, 2006).

Une variété de relations existe entre les champignons endophytes et leurs plantes
hotes, allant de mutualisme ou de symbiose vers 1’antagonisme ou la latence. En raison de ce
qui semble étre leur contribution a la plante hdte, les endophytes peuvent produire une
pléthore de substances bioactives d'utilisation potentiel dans la médecine moderne,
I'agriculture et l'industrie, comme; les nouveaux antibiotiques, les anti-mycoses, les
immunosuppresseurs, et les composés anticancéreux (Mitchell et al., 2008). Il ya un grand
potentiel pour trouver de nouveaux médicaments a partir des endophytes pour le traitement de

nouvelles maladies chez les humains et les animaux (Kumar et al., 2005).

Les sols salins et les irrigations salines constituent un probleme sérieux de production
pour des récoltes pendant que des conditions salines sont connues pour supprimer la
croissance des plantes. On le pense que I'effet répressif de la salinité sur la germination et la
croissance des plantes pourrait étre lié a un abaissement dans les niveaux endogenes des
hormones de croissance des plantes ou des phytohormones. On suggére egalement que les
bactéries colonisant les racines qui produisent des phytohormones qui favorisent leur
développement et peuvent agir en tant qu'un mécanisme pour la stimulation de la croissance
des plantes et ces organisations peuvent empécher les effets délétéres des efforts de

I'environnement (Frankenberger et Arshad 1995).
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La présente étude a pour objectif la selection des souches endophytes fongiques
isolées a partir du palmier dattier de la région d’Adrar, a travers une étude réalisée in vitro par
la production de quelques métabolites secondaires ; 1’acide indole acétique (AIA) et 1’acide
cyanhydrique (HCN), par la production de quelques enzymes (la phosphatase, la protéase et la

pectinase) et leurs tolérance au stress salin.
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Chapitre | : Données bibliographiques

Afin de pallier a I’utilisation abusive des traitements chimiques, de nouvelles approches
pour la protection des cultures ont été envisagées par la prise en compte des interactions
existantes entre les microorganismes naturellement présents dans le sol et la plante hote.
Ainsi, de nombreux produits a base de champignons microscopiques ont vu le jour.
Cependant il faut noter que méme si certains de ces produits sont bien enregistrés comme
bio-pesticides dans les pays comme la Nouvelle Zélande, Israél, I’Inde ou les USA, la
réglementation européenne et notamment frangaise est difficilement abordable étant donné le
cott et les délais d’une telle démarche ; cette derniére étant plus drastique que celle

concernant I’homologation des molécules chimiques (Anonyme, 2007).

L'agriculture biologique est un systéeme de production respectueux de I'environnement,
ce qui évite largement l'utilisation des composés synthétiques (les engrais) et de maintenir la
santé des écosystémes et des étres humains (Lind et al., 2003). L’utilisation des bio-
fertilisants y compris les micro-organismes bénéfiques comme une alternative de composés
synthétiques sont connus pour augmenter la croissance des plantes via les nutriments aux
végétaux et méme a maintenir la santé et la productivité des sols (O'Connell, 1992). Les rdles
naturelles des microorganismes de la rhizosphére dans le maintien de la fertilité des sols,
améliorer la croissance et la santé des végétaux susciter I'intérét de recherche considérable.
Un nombre considérable des espéces fongiques et bactériennes sont associées a la rhizosphere
de la plante et a ’intérieur de cette dernicre, qui ont été testées et se sont avérées avoir des
effets bénéfiques sur la croissance des plantes, le rendement ainsi la qualité des produits
(Khalid et al., 2004 ; Egamberdiyeva 2007) sur plusieurs filieres agricoles ; parmi eux la

phoeniculture.

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) appartient a la famille des Arecaceae, il est
cultivé pour la production de fruits (dattes) et aussi pour sa valeur ornementale. C’est une
plante d'intérét écologique, économique et social pour de nombreux pays des zones arides.

Son adaptation aux conditions climatiques séveéres et son aspect morphologique permettent le
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développement des cultures sous-jacentes (céréaliéres, maraicheres, fruitiéres, fourrageres) et
le maintient des paysages oasiens.

Actuellement les zones oasiennes sont particulierement menacées par une
surexploitation anthropique des ressources en eau et en sols. De plus ces écosystemes fragiles
sont aussi touchés par les changements climatiques, la diminution des précipitions, en

particulier, entraine la salinisation des sols (Memadji-le-allah, 2011).

I.1. Présentation du palmier dattier :

I. 1. 1. Les différentes espéces du genre Phoenix L.

Le genre Phoenix comporterait 12 especes d'aprés Auguste Chevalier (1952): Phoenix
dactylifera L., P. atlantica A. Chev., P. canariensis Chabaud, P. reclinata Jacq., P. sylvestris
Roxb., P. humilis Royle, P. hanceana Naudin, P. roebelinii O'Brien, P. farintfera Roxb., P.

rupicola T. Anders, P. acaulis Roxb., P. paludosa Roxb.

I. 1. 2. Systematique du palmier dattier :

Son nom commun est « Palmier dattier » en francais, « Date palm » en anglais et a
Toliara «Asenjy». Sa classification botanique d'aprés Linné (1753) (Tableau 1). lls existent de
nombreuses variétés. Le nombre de variété est basé sur les caractéres morphologiques (de

fruit, feuille, graine et méme du stipe) et les noms vernaculaires.

Tableau 1 : Classification du palmier dattier (Anonyme, 2012) :

Classification
Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordre Arecales
Famille Arecaceae
Genre Phoenix
Espéce Dactylifera L., 1753
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I. 2. 3. Présentation biologique :

I. 2. 3. 1. Structure générale d’un palmier dattier :

Phoenix dactylifera (Arecaceae) est une plante monocotylédone. C’est un grand palmier
de 10 a 30 meétres (Ozenda, 1958) au tronc cylindrique (figure 1). Le stipe porte une couronne
de feuilles (palmes). Les feuilles sont pennées finement divisées et longues de 4 a 7 metres.
Les inflorescences méle et femelle appelées spadices sont enveloppées d’une trés grande
bractée membraneuse, la spathe (Sallon et al., 2008). C'est le palmier le plus cultivé dans le
monde avec le cocotier Cocos nucifera. Un palmier a une espérance de vie de 250 a 300 ans.

I. 2. 3. 2. Organes floraux :

Le palmier dattier étant dioique, les fleurs males et femelles sont portées par des
individus différents, il est nécessaire d’attendre 6 a 8 ans 1’induction des premiéres floraisons
pour connaitre le sexe des plantes (Aberlenc-bertossi, 2012). La différentiation
morphologique entre ces organes est extrémement précoce puisque celle-ci est déja marquée
lorsque I’inflorescence ne mesure que 10 mm de longueur, avant méme que n’intervienne la
différentiation sexuelle des fleurs (Daher, 2010). La différence entre pieds males et femelles

pourrait étre remargquée morphologiquement.

Figure 1: Les palmiers dattiers « Phoenix dactylifera » (Bezato, 2013).
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I. 2. 3. 2. 1. L'inflorescence femelle :
Les inflorescences femelles présentent une élongation marquée du pédoncule ainsi
qu’une bilatéralisation. Les inflorescences et les épillets sont plus longs. Ceci est lie a leur

position relative sur le rachis (Figures 2).

2a. Inflorescence femelle initiale 2b. Inflorescence femelle plus matures

Figures 2 : Inflorescences femelles de palmier-dattier (Bezato, 2013).

I.2.3.2.2. L'inflorescence male :

L’inflorescence male a une forme conique (figures 3) et le nombre de méristemes
floraux est plus élevé sur les épillets. La longueur de ces derniers semble indépendante chez

les males de la position relative sur le rachis (Zango, 2011).
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3a. Inflorescence male (spadice) avec son 3b. Inflorescence méle avec des fleurs plus
spathe la protégeant
ouvertes

Figures 3 : Inflorescences méles du palmier-dattier (Bezato, 2013)

I.2.3.3. Le fruit :

Le fruit ou datte est une baie contenant une seule graine improprement appelée noyau a
cause de sa dureté. La datte comporte un mésocarpe charnu (pulpe) protégé par un fin
péricarpe et un tégument interne blanc et fibreux, I’endocarpe directement appliqués sur la
graine (Bouna, 2002). Ce fruit se présente en grappe ou régime (nombre de 4 a 10) de quatre

au minimum sur un pied et dix au maximum.

I. 2. 3. 4. Les feuilles ou palmes de Phoenix dactylifera L. :

Les feuilles des jeunes plants issus des graines présentent un pétiole peu développé et un
limbe entier. Ce type de feuille se forme durant les deux ou trois premieres années qui suivent
la germination des graines (feuilles primordiales). La premiere feuille formée est réduite & une
gaine. C'est la gaine post-cotylédonaire. Les feuilles suivantes sont formées par un limbe vert
entier de plus en plus grand et présentant des plis dont le nombre va de 3 a 8 selon I'age et
peut-étre selon les cultivars. Le bourgeon terminal initie ensuite les feuilles définitives. Les
jeunes palmes sont d'abord de grandes feuilles entiéres a nervation pennée, pliées sur elles
mémes; puis en se développant, le limbe se déchire aux plissements et chaque élément se
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sépare pour former une feuille pseudo-composée ou palme. Les palmes sont disposées sur le
tronc en hélice. Elles demeurent en activité pendant 4 a 7 ans; puis elles jaunissent, se
dessechent et meurent. Un palmier adulte peut produire de 20 a 30 palmes par an et porter 50
a 150 palmes actives (Munier, 1973 ; Djerbi, 1992).

I. 2. 3. 5. Le tronc ou stipe de Phoenix dactylifera L.

Le palmier dattier, en tant que Monocotylédones, ne s'accroit pas par genése de tissus
secondaires. Le tronc, perpétuellement en structure primaire quels que soient son age et sa
taille, est appelé stipe mais pas tronc comme la tige des Dicotylédones. Le stipe est
généralement cylindrique sans ramification. Certains cultivars peuvent cependant avoir une
forme tronconique. L'élongation du dattier se fait dans sa partie coronale par le bourgeon
terminal ou phyllophore. La hauteur de I'arbre peut atteindre 10 a 30 m (Ozenda, 1958). Le
tronc des jeunes palmiers est recouvert par les bases des pétioles des anciennes palmes mortes
depuis 10-20 ans (Bouna, 2002).

I. 2. 3. 6. Le systeme racinaire :

Le systéme racinaire du dattier est de type fasciculé comme chez presque la totalité des
monocotylédones. Les racines de premier ordre ne ramifient pas et n’ont relativement que peu
de radicelle. Il y aurait quatre zones d’enracinement chez les palmiers dattiers (Munier, 1973).
L'extension de ces quatre zones d'enracinement est fonction de la nature du sol, du mode de
culture, de la profondeur de la nappe phréatique, de la variété cultivée et de l'origine de la
plante (Bezato, 2013).

1.2. Microorganismes promoteurs de la croissance des plantes (PGPM) :

Les micro-organismes promoteurs de la croissance des plantes (PGPM) sont
hétérogénes dans la nature comportant les bactéries, les mycetes et les actinomycetes et se
retrouvent dans et autour de la rhizosphére. Les PGPMs augmentent la croissance des plantes
soit directement ou indirectement (Hariprasad et al., 2009). La promotion de la croissance des
plantes directe est impliquée dans la solubilisation ou la mobilisation des aliments importants
(phosphore, potassium, zinc, soufre, et fer) ou la fixation de I'azote atmosphérique dans le sol
pris par les plantes. lls sont également connus pour produire les hormones de croissance de

diverses plantes comme : l'acide indole acétique, I'acide gibbérellique, les cytokinines et
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I'éthylene (Arshad et Jr Frankenberger, 1993). Un micro-organisme promoteur de la
croissance des plantes (PGPM) réduit également indirectement I'effet délétere des

phytopathogeénes.

Le mode d'action des PGPMs cependant n’est pas complétement explore, les raisons

possibles ont pu étre :

» Production des régulateurs de la croissance des plantes,

» Fixation symbiotique et a-symbiotique de Ny,

> Activité antagonistique aux phytopathogenes par la production des sidérophores,
antibiotiques (Shanahan, 1992) et HCN (Flaishman, 1996),

» Solubilisation des minéraux phosphatés et d'autres nutriments (Gaur, 1990),

> Compétition aux substrats,

» Production des chitinases,

» Production des cellulases, pectinases, protéases et 1’hydrolyse de 1’amidon,

» Sclérotes et mycoparasitisme.

En plus de ces traits, un PGPM effectif devrait étre un compétent rhizospérique, faire face aux
stresses biotiques et abiotiques et pour coloniser la rhizosphére (Cattelan, 1999). Il s'avere que
les especes de Bacillus spp, Pseudomonas spp, Azospirillum spp, Rhizobium spp, Azotobacter

spp, Klebsiella spp et Serratia spp augmentent la croissance des plantes (Kloepper, 1989).

La rhizosphere est le centre de la dynamique microbienne et la richesse en éléments
nutritifs, elle décrit la zone du sol entourant les racines des plantes qui libérent des substances
organiques. Les bactéries existantes dans la rhizosphére améliorent la croissance des plantes
par différents mécanismes ; sont désignés rhizobactéries promotrices de la croissance des
plantes (PGPR) (Arnou et al., 1953).

1.2.1. Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) :

Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) colonisent

rapidement la rhizosphere et suppriment les pathogenes telluriques a la surface des racines

10
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(Rangajaran et al., 2003). Ces organismes peuvent étre également bénéfiques pour la plante
en stimulant sa croissance (Bloemberg et Lugtenberg, 2001;. Moeinzadeh et al., 2010). Parmi
ces organismes, les Pseudomonas spp. fluorescents sont considérées comme le groupe le plus
prometteur des rhizobactéries impliqué dans la lutte biologique contre les maladies des
plantes (Gardner et al, 1984; Moeinzadeh et al., 2010). Parmi ces espéces bactériennes
Pseudomonas fluorescens, Azotobacter et Bacillus ont une efficacité élevee pour la
colonisation des racines de I'h6te et dans 1’augmentation de production des metabolites
secondaires dans de nombreuses plantes ; sont connues pour coloniser la rhizosphere de la
pomme de terre, du blé, de mais, d’herbes, de petits pois et de concombre (Brown et Rovira
1976 ; Howie et Echandi, 1983 ; Khalid et al., 2004).

IIs produisent des métabolites secondaires tels que les antibiotiques, les phytohormones
(Keel et al., 1992), les composés volatils comme le cyanure d'’hydrogéne (HCN) et les
sidérophores. Ces bactéries ont une grande capacité de stimuler la croissance des plante c’est
principalement, en raison de la production de l'acide indole acétique (AlA) (Patten et Glick,
2002), sidérophores et des antibiotiques. Les PGPR les plus étudiés sont les genres
d’Acinetobacter,  Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillium, Azotobacter, Bacillus,
Beijerinckia, Burkholdria, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Rhizobium, Serratia et
Glumus (Sturz and Nowak 2000 ; Sudhakar et al., 2000; Glick et al., 2007). Comme les
PGPR, les PGPF (Plant Growth Promoting Fungi), représentés par les genres Trichoderma,
Fusarium, Penicillium, Phoma, .....etc, ont été signalé comme étant bénéfique pour plusieurs
plantes, non seulement par la promotion de leurs croissance, mais aussi en les protégeant
contre les maladies (Hyakumachi, 1994 ; Koike et al., 2001 et par Mouslim et al., 2003 ;
Shivanna et al., 1996).

1.2.2. Les PGPF ou les champignons bénéfiques :

Des champignons bénéfiques ont été récemment appelés PGPF “ Plant Growth-
Promoting Fungi” (Bent, 2006). lls peuvent étre des champignons filamenteux voire méme
des levures également appelées PGPY pour “Plant Growth-Promoting Yeasts”. Les PGPF
peuvent étre naturellement présents chez diverses plantes, aussi bien chez des plantes

herbacées que des plantes ligneuses. Chez ces plantes, les PGPF peuvent étre épiphytiques et /

11
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ou endophytiques. Ces champignons peuvent stimuler les défenses de la plante et présentent
une activité antagoniste envers différents phytopathogenes, ceci tout en stimulant directement
la croissance de la plante et sont méme quelque fois a ’origine de symbioses remarquables

comme c’est le cas avec les mycorhizes (Selosse et al., 2004).

Depuis la premiere description de la symbiose comme «les organismes différents qui vivent
ensemble '(De Bary, 1879), les modes de vie ont été définies en fonction des bénéfices ou des
impacts des deux partenaires ; les hétes macroscopiques et les symbiontes microscopiques.
Collectivement, plus de 100 ans de recherche suggéere que plus, les plantes dans les
écosystemes naturels sont si pas tous symbiotique avec les champignons mycorhiziens et / ou

des champignons endophytes (Petrini, 1986).

1.2.3. Les endophytes :

La définition la plus couramment utilisée pour décrire les endophytes est celle de Petrini
(1991) qui définit les endophytes comme étant tous les microorganismes vivant dans les
organes végétaux interne a un certain moment de leurs vie et peuvent coloniser les tissus
végétaux internes sans causer de dommage apparents chez 1’héte. L’endophyte ; est un micro-
organisme capable d’entrer a I’intérieur d’une plante et d’y survivre au moins une partie de sa
vie sans provoquer de symptdmes apparents a son hote végétal. Cette définition correspond a
la définition de Hallmann (2001). Pour les bactéries endophytiques et inclut également les
micro-organismes de nature fongique. Ceci exclut en revanche les autres définitions de De
Bary (1866) et Kado (1992), ainsi que celle de Quispel (1992) trop restrictives ou pouvant
également inclure des agents pathogénes. Les champignons sont les microorganismes les plus
fréquemment isolés en tant qu’endophytes, ce sont des champignons qui peuvent croitre de
fagon intra et/ou intercellulaires dans les tissus internes des plantes, sous la couche des
cellules épidermiques. lls sont présents et ont été isolés de toutes les plantes déja étudiées
(Hyde et Soytong, 2008).

Les endophytes sont des eucaryotes colonisant les tissus vivants sains des plantes. lls
ont souvent été rapportés associés avec des racines, ou ils semblent protéger les plantes
exposées a divers stress abiotique et stress biotiques et de promouvoir la croissance des
plantes. Plus précisément, les champignons profondes colonisant les racines et leurs facons de

croitre a-symptomatiquement dans les tissus de plantes a induit que leurs relations avec 1’hote

12
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était de I’ordre du mutualisme et de symbiose avec la majorité des espéces de plantes
terrestres fournissant une mycovitalité et une myco-hétérotrophie avec le renforcement
d’efficacité a controler de nombreuses maladies racinaires (Waller et al.,2005 ; St- Arnaud et
Vujanovic, 2007). Mais leur biodiversité suggere qu’ils peuvent étre également des

saprophytes ou des pathogénes opportunistes (Strobel et al., 2004).

1.2.3.1. Diversité des champignons endophytes :

La plupart des champignons endophytes appartiennent a 1’embranchement des Ascomycota ;
cependant certains appartiennent a d’autres taxons tels que les Deuteromycota,
Basidiomycota, Zygomycota et les Oomycota, ils représentent un groupe trés diversifié avec
une estimation de 1.5 millions d’espéces et une moyenne d’environ 50 espéces d’endophytes
par espece de plante, dont les multiples couches des tissus sont utilisés comme habitat, 1ls ont
été isolés a partir de toutes les plantes étudiées a ce jour, des plantes allant des grands arbres
(Oses et al., 2008), palmier, les graminées marines et méme a partir des lichens. Et aussi, a
partir de plante poussant dans les foréts aussi bien tropicales, tempérées que boréales (Stone et
al., 2004).

En 2007, les estimations ont démontré que plus de 90% d’espéces de champignons
endophytes ne sont pas décrites, et seulement 80.000 a 100.000 espéces ont été décrites.
Seulement, I’utilisation de 1’identification moléculaire pour faire la distinction entre les
cultures stériles isolées au laboratoire ainsi que I’exploration de nouveaux environnements
telles les foréts tropicales qui pourraient révéler une grande diversité d’endophytes (Saar et

al., 2001) ont et vont permettre 1’identification de nouvelles espéces (Zabalgogeazcoa, 2008).

1.2.3.2. Mode de transmission et de reproduction:

Les endophytes possedent deux modes de transmission :

Le premier se fait par la croissance végetative des hyphes qui est complétement interne ; ainsi
les hyphes du champignon sont transmis de la plante infectée vers la descendance via les
graines. Ceci est communément appelé transmission verticale. Et c’est le principal mode de

transmission des champignons endophytes (Saikkonen et al., 2010).

13
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Le second se fait via les spores ; ce groupe de champignons se transmet horizontalement,
c'est-a-dire le champignon peut étre transmis soit par spores sexuées ou asexuées pour infecter
d’autres plantes. Pour les endophytes non systémiques des plantes ligneuses, la transmission
se fait horizontalement provoquant généralement des infections locales trés limitées, mais ils
peuvent étre trouvés aussi dans les graines et les glands mais la transmission verticale est rare
(Saikkonen et al., 1998).

Les endophytes possédent deux modes de reproduction (la reproduction sexuée et la
reproduction asexuée). Etant donné que certains champignons peuvent produire soit des
spores sexuées soit asexuées et que la reproduction sexuée nécessite des spores sexuées, elle
est donc toujours horizontale, contrairement & la reproduction asexuée qui peut se faire
verticalement via les graines ou horizontalement par les spores ou éventuellement les hyphes
(Saikkonen et al., 2004a).

1.2.3. 3. Interactions plantes-endophytes :

En 1879, De Bary a définit le terme de symbiose par une association entre deux
partenaires d’especes différentes. Ceci inclut une association de type commensalisme,
neutralisme, mutualisme ou de type parasitisme (figure 4). Etant donné que 1’interaction
plante/agents pathogéne peut étre, ainsi, représentée dans ce terme de symbiose de type
mutualisme, c’est a dire une association a caractére constant et durable ou des bénéfices sont
partagés entre deux espéces différentes. Ceci exclut, par conséquent, les micro-organismes ne
présentant un impact positif sur leur hdte que pendant un laps de temps limité. Cependant, ces
derniers peuvent quand méme étre considérés comme symbiontes puisqu’ils restent au contact
de la plante pour certains, mais deviennent neutres pour leur hote végétal. Les endophytes
sont susceptibles d'adopter la méme stratégie que les champignons phytopathogenes afin
d'entrer dans une plante héte. Méme une telle généralisation doit étre faite avec une certaine
prudence: dans le cas d'agents pathogénes fongiques biotrophiques directs pénétrant, la
surface de I'épiderme de I'h6te est la premiere ligne de défense expliquer a un certain degré de
spécificité entre eux (Heath, 2002 ; Valkama et al., 2005).

14



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

,——-—-----\ ’———————-—§

I . 1 !
I A% Bt d 1 |- |
Ifl 1 [ |
I (® I' Im'
S -
\\ -
N -
I, '.-I.V\" X \ =~ L N —-———-——-
I (A) Endophytic \
i § 8 (@ \
3 I
: £
1 g Balanced x\ IJ [
i & \\. I
I T I
: v : :: Plant antagonism ﬂi = :
I [ II f\‘w l
w Iy » [
: > Path I  d ; [
] 1 athogens y |
I ’\‘l ; FR. o :' 3 % I
] ‘ » N s £ l
| @‘ . ' Insects/ )% I ? 3 I
Plants N — A || ¥ |
l \ pests/feeders '\ 3 )
(VaNEE——— @0 ORI | N oo oo = 4
\ 9{ * e
TRENDS in Biotechnology

Figure 4 : Interaction entre la plante et les champignons endophytes (Kusari et al., 2014).

Les analyses récentes des interactions compatibles plante-endophyte et plante-parasite
augmentent notre compréhension aux principes de reprogrammation moléculaires communs
ayant pour résultat un statut compatible (Liu et al., 2003, Kistner et al., 2005). Puisque les
endophytes possedent des similitudes structurales avec les pathogénes, elles sont I'objet de
I'identification de la non-auto reconnaissance de la plante hote (Figure 5). En outre, dans la
pénétration de la paroi cellulaire par un intrus fongique est normalement accompagnée par la
libération des molécules éliciteurs actives d'origine végétale. Ainsi, les endophytes doivent
¢éviter ou vaincre la réponse de I’hdte par la résistance non spécifique pour atteindre une
pénétration reussite par la reprogrammation qui envahi la cellule de la plante héte pour
recevoir les structures d'infection et pour maintenir l'intégrité de la cellule héte pour une

interaction de longue durée.

15



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Le logement ou la localisation ; exige la reconnaissance sophistiqué de I'endophyte
comme un intrus sympathique; pour les mycorhizes, cette reconnaissance est réalisée par
récepteur-kinase de I'h6te médiée par une signalisation transmembranaire. Le médiateur
récepteur-kinase de la reconnaissance est également impliquée dans la reconnaissance non-

specifique des pathogénes (Zipfel et Felix, 2005).

(b)

(d)

o )

Current Opinion in Plant Biology

Figure 5: Schéma comparatif entre la relation plante-endophyte
et plante-pathogéne (Bhat et al., 2005).

Développement symbiotique des endophytes et des pathogénes biotrophes.

(@) Une fois les spores germent et le tube germinatif rapproche des racines, la dominance
apicale est abandonnée et I'embranchement des hyphes est déclenché par le 5deoxy-strigol
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(Akiyama, Matsuzaki et Hayashi, 2005) Aprés le contact physique, le mycete forme un
appressorium, qui semble induire le mouvement du noyau de la plante vers le site de contact.
(b) Les élements cyto-squelettiques et le réticulum endoplasmique forment la structure de pre-
pénétration le long de I'axe du mouvement nucléaire (Genre et al., 2005).

(c) La structure est formé par un hyphe d'infection,

(d) L’initiation de la colonisation du cortex racinaire. L'infestation initiale est accompagnée
d'une induction équilibrée des genes de la défense de la plante.

(e) lorsque le myceéte atteint finalement le cortex intérieur, il pénetre dans la paroi cellulaire et
reconstruit la structure d’un hyphe qui ressemble a un arbre, I'arbuscule.

Les cellules qui contient les arbuscules possédent des structures spécifiques cyto-squelettiques
et accumulent le ROS (les espéces réactives d’oxygénes). Tandis que les arbuscules se
développent et décedent, le mycete propage plus loin dans la racine et colonise également les
alentours du sol. Ou il prend les éléments minéraux, qui sont transportés dans la racine et
échangés des hydrates de carbone.

(f) Une fois les spores fongiques de I’oidium germent, Elles forment un appressorium pour la
pénétration de la paroi de cellule hote.

(G) Appressoria semblent libérer des signaux pour la formation membranaire (le jaune) dans
lequel les facteurs de susceptibilité et les facteurs de la défense de la plante héte sont recrutés
(Bhat et al., 2005). Dans une interaction compatible, le noyau de 1’hote migre transitoirement
a lI'emplacement de la pénétration (non montrée) et quelques filaments d'actine (rouges)
polarisent vers cet emplacement.

(h) Pendant la pénétration, la membrane de la cellule hote est formée autour de la structure
d’alimentation fongique (vert), qui est étroitement enveloppée par des filaments d'actine et
menée par un anneau d'actine autour de la pointe de croissance (Opalski et al., 2005).

(i) Lorsque I’haustorium arrive a maturité, un maillage d'actine corticale est maintenu autour
du cou haustorial, tandis que des résolutions de polarisation d'actine aura lieu.

(j) Par la suite, le parasite établit les haustoria secondaires et accomplit son cycle de vie en

produisant une nouvelle génération des conidies.

Les champignons pathogenes peuvent résider comme des endophytes asymptomatiques
dans les tissus de la plante. Un endophyte bénigne résidant dans le tissu de I'ndte dans un état
ou une asymptomatiques qui peuvent étre bénéfique a son héte peut se transformer en un
agent pathogene en réponse a un certain signal environnemental. 1l est logique & supposer

gu'un tel changement dans la nature de I'endophyte entrainerait également un changement de
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son profil de métabolite. 1l peut étre dans un environnement métabolique agressif rencontrant
sans cesse des produits chimiques de défense de I'hdte. Un tel environnement défavorable
peut représenter I'évolution de la capacité de synthese potentiellement accru des endophytes.
Ceci explique peut-étre I'anomalie apparente observée quand une espece d'endophyte isolé a
partir d'un hote végétal produit un composé bioactif, mais ne parvient pas a le faire lorsqu'il
est isolé d’une autre espece végétale (Li et al., 1996).

1.2.3.4. Les champignons endophytes et les méetabolites secondaires:

Les métabolites secondaires englobent tout produit a activités antibiotiques,
pharmaceutiques, immunosuppressive et toxiques (mycotoxine et phytotoxine). Les
microorganismes ne produisent pas leurs métabolites secondaires avant d’avoir terminé leur
phase de croissance et d’avoir entamé la phase stationnaire, appelé idiophase. En effet, le
métabolite secondaire (Tableau 2) peut étre un produit d’un métabolite primaire du méme
microbe qui se forme (le métabolite primaire) au moment ou les cellules se divisent durant la

phase de croissance logarithmique appelée trophophase (Tortora et al., 2003).

Beaucoup de mycétes et de bactéries peuvent produire des composés appelés métabolites
secondaires qui sont caractérisés par le fait que, leur production n’est pas indispensable a la
croissance du microorganisme lui-méme et ils sont de structure et d’activité biologique trés
diverses. Habituellement, ils sont sécrétés sous forme de mélange qui ne représente qu’une
structure chimique unique. Chez les mycetes, la production des métabolites secondaires est un
processus couplé au développement morphologique en particulier a la phase de sporulation.

De ce fait, les métabolites secondaires peuvent avoir certaines activités :

1- Métabolites qui activent la sporulation (acide linoléique et ses dérives produit par
Aspergillus nidulans) (Mazur et al.,1991 ; Calvo et al., 2001) ;

2- Pigments nécessaires (mélanine) pour la formation des spores sexuelles et asexuelle
(Kawamura et al., 1999) ;

3- Métabolites toxiques secrétés par des colonies a la période approximative de la sporulation

(la biosynthese des mycotoxines) (Alspaugh et al., 1997).

Les études récentes n’ont pas assez développé sur les endophytes ; comme une source de

produits naturels a intérét pharmaceutique et agronomiques. Les bactéries endophytes, méme

18



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

les champignons endophytes sont connus par la production de plusieurs nouveaux composes
chimiques fonctionnels et structurels qui sont utilisés directement dans les modifications
synthétiques (Gunatilaka,2006 ; Mitchell et al., 2008).

Tableau 2 — Quelgues métabolites secondaires bioactifs isolés a partir des champignons

endophytes (Suryanarayanan et al., 2009) :

Champignon endophyte Composé bioactive

Phomopsis sp. Phomopsolide A
Phomopsolide B

Chaetomium sp. Chaetoglobosin A
Chaetoglobosin C
Chaetoglobosin D
Chaetoglobosin G

Alternaria alternata Prosalanapyrone |
Prosalanapyrone 11
Prosalanapyrone 111
Solanopyrone A,B,C,D,E, F, G

Nigrospora oryzae Aphidicolin
Aphidicolene
Aphidicolaneodiol
Aphidicolanatriol
Aphidicolanepentol

Curvularia sp Cytochalasin B
Cytochalasin F

Fusarium sp. Apicidin
Enniatin Al
Enniatin B

Enniatin E
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1.2.3.5. Effet bénéfique des champignons endophytes:

1.2.3.5.1. Stimulation directe de la croissance des plantes :

Au cours des dernieres années, de nombreuses recherches sur les réles des champignons
endophytes dans les plantes hotes ont été realisées. La stabilitt ou
la variabilité de l'interaction asymptomatique entre les champignons endophytes et leurs
plantes hotes dépend de nombreux facteurs tels que le stress de l'environnement, la
sénescence des hotes, la virulence des endophytes et la réponse de défense de I'hdte. En
géneral, les champignons endophytes pourraient jouer un réle important dans la physiologie
de la plante en conférant la résistance aux insectes et aux herbivores, la tolérance a la
sécheresse, la protection contre les agents phytopathogenes et [I'amélioration du

développement et de la croissance végétative (Arnold et al, 2007; Brosi et al, 2011).

+ Changement de la physiologie de la plante :

Concernant les roles physiologiques des champignons endophytes; ils peuvent
améliorer la tolérance au stress général et la résistance aux champignons pathogenes d'hétes
est un domaine de recherche actif. Tanaka et al., 2006 ont démontré que les endophytes
produit le ROS (les espéces réactives de I'oxygéne) qui joue un rdle tres important dans le
maintien de l'association symbiotique entre un endophyte et son hote. 1l y a de plus en plus de
données qui suggérent que des champignons endophytes modifient la physiologie des plantes
hotes et affecter la facon dont ils réagissent aux contraintes environnementales. La
modification des tissus des plantes est physiquement associée aux stomates fongiques ; est
une stratégie pour augmenter la surface d'échange nutritionnelle et de I'eau, entre la plante et
les champignons. Les modifications des tissus et des cellules de la plante sont
particulierement évidentes dans les tissus des végétaux incorporés avec les stomates (Kuldau
et Bacon 2008; White et Torres 2010).
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+ Bio-fertilisation :

Une fertilisation adéquate est un préalable pour 1’agriculture moderne afin de pouvoir
satisfaire a de forts rendements et a une qualité optimale des récoltes. La grande majorité des
¢léments minéraux essentiels au développement de la plante, n’est nécessaire qu’en quantités
infimes, qui peuvent étre fournies par la plupart des sols sans suppléments. Cependant
quelques éléments clefs, que sont le phosphore (P), le potassium (K), le soufre (S) et lI'azote
(N), sont freguemment en quantités insuffisantes dans le sol pour permettre la croissance

optimale des cultures.
> Fixateurs d’Azote (N):

Dans le sol, les nitrates et I’ammonium sont les deux principales formes d’azote
inorganique disponibles pour la plante. Dans les sols bien aérés, la nitrification est rapide: il
en résulte une faible concentration en ammonium, et le nitrate est la principale source d’azote
disponible pour les plantes. Dans les sols détrempés ou acides, ’ammonium s’accumule
(Crawford et Forde, 2002). Les plantes non fixatrices de 1’azote atmosphérique absorbent et
assimilent ces deux formes d’azote anionique (NOz) et cationique (NH4"). Azotobacter,
exemple de bactéries fixatrices d'azote est considéré comme économique, le faible colt de
bio-engrais dans les productions agricoles. Des expériences avec des souches d’Azotobacter
chroococcum a donné le potentiel aux bactéries pour promouvoir la croissance des plante et
d'améliorer le rendement de cultures dans des sols différents et dans différentes conditions
climatologiques (Pandey et Kumar, 1998). La production des hormones de croissance des
plantes, I'amélioration de l'absorption des nutriments et 1’effet antagoniste contre les
pathogénes des plantes (Parmar et Dadarwal, 1997), sont quelques effets bénéfiques

d’Azotobacter.

L'azote atmospheérique et la fixation dans le sol est assimilé par Azospirillum, il
contribue également a économiser de I'azote. Azospirillum sécréte des phytohormones dans la
partie racinaires des plantes pour améliorer la croissance des racines. Littérature a cité
clairement que Azospirillum peut étre utilisé en tant que potentiel de bio-engrais en agriculture
intensive et extensive. L’application des bio-fertilisants est une clé importante pour maximiser
le rendement des cultures, Azotobacter et Azospirillum sont potentiel bio-engrais, qui sont

capables de contribuer a un azote nombre de cultures non légumineuses. L’augmentation de la
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hauteur, le pourcentage de protéines, le poids du grain, le rendement en grains, la surface
foliaire signifie que les racines sont associées a l'extension de la contamination avec
Azetobacter et Azespirilium (Kim, 2003, Krieg et al., 1984 et Okon et Kapulink, 1986).

» Solubilisation du phosphore(P):

Le phosphore est I'un des principaux éléments nutritifs, le deuxiéeme élément apres
I'azote dans I'exigence pour les plantes. La grande partie du phosphore du sol, environ 95 a
99% est présente sous forme de phosphates insolubles et ne peut pas étre utilisé par les
plantes. Pour augmenter la disponibilité du phosphore pour les plantes, de grandes quantités
d'engrais sont appliqués sur le sol. Mais la grande partie du phosphore de ces engrais aprés
I'application est rapidement transformé a la forme insoluble. Par conséquent, tres peu de
pourcentage de la quantité appliquée du phosphore est disponible pour les plantes, ce qui

continue I’application nécessaire (Abdalla, 1994).

Cependant, les carences en phosphore sont largement répandues sur le sol dans le
monde et les engrais phosphatés représentent le codt le plus important pour la production
agricole. De nombreux champignons et bactéries du sol, levures, et especes d’actinomycetes
sont connus pour solubiliser les phosphates inorganiques (Whitelaw, 2000). Les micro-
organismes solubilisant les phosphates (MPSs) jouent un réle trés important dans la
solubilisation du phosphore supplémentaire pour les plantes, permettant une utilisation
durable des engrais phosphatés. Ces micro-organismes sont impliqués dans une gamme de
processus qui influent sur la transformation de phosphore du sol (P), et sont donc partie
intégrante du cycle de phosphore 'P' du sol.

L’application des MPSs dans le champ a été signalée pour augmenter le rendement des
cultures. Plusieurs mécanismes comme l'abaissement du pH par la production des acides,
chélation des ions et les réactions d’échange, dans le milieu de croissance ont été rapportés
pour jouer un role dans la solubilisation du phosphate par les MPSs. Parmi les MPSs, les
champignons reussissent mieux dans les conditions d’un sol acide. Les espéces d’Aspergillus,
Penicillium et la levure ont été largement rapporté pour solubiliser diverses formes de

phosphates inorganiques (Asea et al., 1988;. Whitelaw, 2000).
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1.2.3.5.2. Stimulation indirecte de la croissance des plantes :

+« Production des phytohormones :

Les phytohormones, incluent principalement les auxines, les cytokinines, 1’acide abscissique,
gibbérellines, et de I'éthylene, induire des réponses physiologiques importantes a différents

stades de développement de la plante a des concentrations basses (Lee ASY et al., 2008).

L'acide gibbeérellique est un régulateur de croissance des plantes d'importance économique et
industrielle. Diverses gibbérellines sont disponibles et sont associées avec plusieurs processus
de croissance et de développement végétales, telles que la germination des graines,
montaison, floraison, et le développement des fruits(3,4). D'autre part, l'auxine a d'abord été
isolé et caractérisé comme une hormone de plante, et I'acideindole-3-acétique (AlA) est un

type d’auxine (Nakamura et al., 2006).

L’acide gibberellique est synthétisée par Gibberella fujikuroi, Sphaceloma manihoticola,
Neurospora crassa, Aspergillus niger, Sphaceloma sp.,Rhizobiumphaseoli, Azospirillum
brasilense, Pseudomonas sp..etPhaeosphaeria sp., alors que I’AlA est synthétisé par
Pseudomonas sp., Bacillus sp., Aspergillus niger,Rhizopus, Acetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillumseropedicae, Rhizobium sp., Azospirillum sp., et Erwinia sp. (Cihangir et
Aksoz , 1993 ; Ahmad et al., 2008).

En particulier dans les pays développés ou les activités agricoles jouent un réle important, les
régulateurs de croissance des plantes ainsi que des engrais devraient étre utilisés pour
maximiser l'efficacité de la production. Par conséquent, les régulateurs de croissance des

plantes synthétiques devraient étre produits économiquement a I'échelle industrielle.
+ Production des composés organiques volatiles :

Les champignons produisent divers mélanges de composés a base de carbone en phase
gazeuse appelés les composés organiques volatiles (COVS) qui en raison de leur petite taille
sont capables de diffuser a travers 1’atmosphére et les sols. Malgré certaines contraintes
méthodologiques et technologiques, les chercheurs ont détecté et caractérisé environ 250
COV fongiques, dont beaucoup qui ont des odeurs caractéristiques et sont produits au cours
du métabolisme primaire et secondaire. Les composés organiques volatiles (COVs) fongiques

peuvent contribuer dans le succés de certaines espéces de lutte biologique de Trichoderma.
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Les COVs jouent également un réle de signalisation importante pour les champignons dans
leur milieu naturel. De nombreuses interactions écologiques sont médiés par les COVs, y
compris entre les champignons et les plantes, les arthropodes, les bactéries, les champignons
et autres (Morath et al., 2012).

Les diverses fonctions des COV fongiques peuvent étre développé pour une utilisation
dans des applications biotechnologiques pour les biocarburants, la lutte biologique, et
mycofumigation. Les composés volatiles représentent une nouvelle frontiere dans la
bioprospection qui sont derivees a partir des voies du métabolisme a la fois primaire et
secondaire (Korpi et al., 2009), et parce que les COV peuvent diffuser a travers I'atmosphére

et le sol, elles sont idéales "Info-chimiques" (Figure 6).
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Figure 6: Fonctions et odeurs des composés volatiles produites par les champignons
(Morath et al., 2012).
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+ Production d’enzymes :

Les enzymes des endophytes fongiques sont souvent isolés a partir des plantes
médicinales (Alpinia calcarata, Bixa orellana, Calophyllum inophyllum et Catharanthus
roseus), sont utilisés dans les produits alimentaires, les boissons, les confiseries, les textiles et
les industries du cuir pour simplifier la transformation des matiéres premieres. lls sont
souvent plus stables que les enzymes dérivées d'autres sources. Les enzymes des endophytes
sont des agents de dégradation des polysaccharides disponibles dans les plantes hotes.
L'utilisation d'un simple milieu solide permet la sélection rapide de grandes populations de
champignons pour la présence ou l'absence des enzymes spécifiques. Comme d'autres
organismes envahisseurs des tissus vegétaux, les champignons endophytes produisent des
hydrolases extracellulaires ; comme un mécanisme de résistance contre l'invasion des
pathogénes et pour obtenir la nutrition de I'hdte, de telles enzymes comprennent une
pectinase, cellulase lipase laccase du champignon endophyte Monotospora sp., xylanase, les
phosphatases et la protéinase. L'éventail des enzymes produites différe entre les champignons

et souvent dépend de I'héte et les facteurs écologiques (Maccheroni et Azevedo, 1998) ;

Les enzymes pectiques sont induits en présence des substances pectiques par les mycétes
pathogenes et endophytes. Les pectinases microbiennes sont importantes dans le processus
phytopathologique, symbiose entre le microorganisme et la plante et dans la décomposition de
la matiére végétale morte (Santos et al., 2012) . La dégradation des tissus de la plante hote par
les agents phytopathogenes commence généralement par la production des enzymes
pectinolytiques, qui sont les enzymes principales impliquées dans le processus de la
dégradation. Si un endophyte peut dégrader les substances pectiques, ceci implique que le
mycete est susceptible d'étre un microbe pathogéne latent (Choi et al., 2005).

1.2.3.5.3. Adaptation des plantes aux stress abiotiques :

+ Stress hydrique et thermique

Les plantes sont confrontées & des conditions environnementales changeantes, les

obligeant a s’adapter ou a succomber a des températures extrémes, des insuffisances d’eau et
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des produits chimiques. Les mycétes sont généralement plus adaptés a la sécheresse que les
bactéries. En effet, certains mycetes du sol peuvent survivre pendant les périodes de
sécheresse par la formation des spores, en particulier en contact avec 1’oxygeéne et des sels
minéraux. Les spores sont des cellules de résistance et leur formation nécessite une

concentration, plus au moins, importante de matiere carbonée (Malinowski et al., 2000).

Redman et al., (2002) ont démontré que les champignons endophytes pourraient aussi
augmenter la tolérance a la chaleur chez leurs hétes, cette tolérance a été détectée chez
Dichanthelium lanuginosum infect¢ par 1’endophyte Cuvularia sp. qui résiste a des
températures élevées de 65°C, alors que les plantes non infectées ne résistaient méme pas a
une température de 40°C. Il a été suggéré que 1’endophyte agirait comme un déclencheur
biologique pour activer la réponse au stress plus rapidement et plus fortement que dans les
plantes non symbiotiques, cette résistance a la température peut étre trés avantageuse pour ces
plantes qui pourraient croitre dans des chaleurs ou tous les agents pathogénes, les ravageurs et
les mauvaises herbes ne résisteraient pas. Plusieurs études ont démontré que les plantes
associées a des champignons endophytes ont été plus tolérantes a la sécheresse, la chaleur, la

toxicité des métaux et a une salinité élevée (Rodriguez et al., 2004; Waller et al., 2005).
+ Stress salin

Dans le monde entier, la salinité est I'un des plus graves contraintes abiotique qui
limitent la croissance et la productivité des cultures. Presque 20% des terres irriguées du
monde sont affectées du sel, avec 2500 - 5000 km? de production perdus chaque année en
raison de la salinité. Environ 60% des sols salins sont sodiques et de nature saline qui a
augmenté de facon constante au fil des décennies dans les plaines du nord-ouest du bassin
indo-gangétique et du fleuve Jaune bassin de la Chine (Gupta et Abrol, 2000). Cependant, les
micro-organismes halophiles et halotolérants peuvent contaminer la nourriture qui est
conservée avec du sel, ils peuvent aussi habiter les environnements hyper-salins naturels dans

le monde, tels que les lacs salés et les marais salants solaires.

Dans la nature, la plupart des cas de salinité sont dus aux sels de sodium et surtout au
NaCl. La haute salinité compromet des fonctions biologiques dans les écosystémes et cause la
dégradation des ressources de sol et de ’eau (Das Sarma et Arora, 2001). Bien que, les océans
soient de loin, la plus grande eau superficielle saline des environnements hyper salins (3.5%
sels totaux). Ce processus méne les diverses espéces microbiennes a s’adapter aux différentes

gammes de salinités (figure 7), pendant que la saumure est concentrée de 1 mol/L a 3.5 mol/L
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(DasSarma et Arora, 2001). Les microorganismes halophiles et halotolérants sont trouves
dans chacun des trois types de vie : Archea, Bacteria et Eucarya (Litchfield and Gillevet,

2002). lls peuvent étre classifiés selon leur concentration en sel de NaCl :

- Les halophiles, se développent de fagons optimales & 0.2-0.85 mol/L (2-5%) de NaCl.

- Les halophiles modérés se développent de fagcons optimales a 0.85-3.4 mol/L (5-20%) de
NaCl.

- Les halophiles extrémes se développent de fagcons optimales a 3.4-5.1 mol/L (20-30%) de
NaCl.

En revanche, les non halophiles se développent de facons optimales a moins de 0.2
mol/L. Les halotolérants peuvent se développer dans la salinité élevée et en 1’absence d’une
concentration élevée des sels. Les mycétes ont été découvertes dans les environnement dont la
salinité s’étend entre 15-32% de NaCl, ou jusqu’ici supposé que seules les bactéries pouvaient

se développer (Gunde-Cimerman et al., 2002).

En outre, un certain nombre des mycetes tolérants de sel ont été isolées a partir des
poissons salés (Polypeaucilum pisce et Basipetspora halophila) 1’eau de mer et des sols des
désert. Une variété des mycetes filamenteux ont été récemment isolées a partir de la mer
morte (340 g/L en montent de sels dissous). Buchalo et al., (2000) ont isolé 26 especes
fongiques de la mer morte représentent 13 genres : Zygoymycotina (Absidia glauca),
Ascomycotina (Chaetomium aureum, C. flaveginum,Emericella nidulans, Eurotium
amstelodami, Gymnoascella marismortui, Thelvia terricola), mycetes mitosporiques
(Acremonium persicinum, Stachybotrys chartarum, Ucladiumchlamydosporum) (Kispapo et
al., 2003).
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Figure 7 : La tolérance des microorganismes aux concentrations de sels (NacCl) :
PR-6 Agmenellum quadraplicatum, Fs Fabrea saline, Ds Dunaliella salina, Ah Aphanothece

halophytica , H Halobacterium d’aprés DasSarma et Arora (2001).

L’osmose élevée (hypersalinité) peut étre nocive a la cellule fongique car, 1’eau perdue
dans le milieu environnemental peut empécher la perte de I’eau cellulaire. Dans ces
conditions, les mycetes halophiles accumulent généralement des concentrations élevées des
corps dissous dans le cytoplasme (Galinski, 1993). Ces corps dissous (osmolytes) qui
s’accumulent dans la cellule des halophiles sont habituellement, des acides aminés et des
polyols comme, Betaine de glycine, acetoine, tréhalose et glycérol qui ne perturbent pas les
processus métaboliques. Les osmolytes peuvent se produire par la biosynthése du matériel de
stockage ou par de nouveaux materiel se trouvant dans le milieu (DasSarma and Arora, 2001).
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CHAPITRE II: MATERIEL ET METHODES

Le présent travail a pour objectif de mettre en évidence la production de quelques
métabolites secondaires secrétés par une collection de mycetes. Il s’agit de quinze isolats
fongiques endophytes isolés a partir des racines de palmier dattier de la région d’Adrar testées
in vitro en déterminant une phytohormone, un antibiotique et quelques enzymes et de tester

leur tolérance a différentes concentration de sel.

II.1. MATERIEL BIOLOGIQUE:

I1.1.1. Isolats fongiques endophytes utilisés :

Dans la présente étude, les quinze isolats fongiques endophytes utilisés appartiennent a
la collection du laboratoire de phytopathologie de département de Biotechnologie de la faculté
des sciences naturelles et vie (SNV). Les mycetes endophytes ont été isolés en 2010 a partir

des racines de palmier dattier de la région d’ Adrar (Tableau 2) (Figure 8).
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Tableau 2 : Champignons endophytes utilisés :

ISOlatS . . o e s 2 s .

fongiques Nom scientifique Origine végétale Région Provenance
Bias3 Aspergillus sp. Racine de palmier dattier
B3 Isolat 1 Racine de palmier dattier
Bz Fusarium sp. Racine de palmier dattier
Bj19s Isolat 2 Racine de palmier dattier
Bs Isolat 3 Racine de palmier dattier Collection du
Bj3g7 Isolat 4 Racine de palmier dattier laboratoire de
Bsiis Isolat 5 Racine de palmier dattier Adrar phytopathologie.
B0z Penicillium sp.2 Racine de palmier dattier Université de
Sxn Fusarium sp. Racine de palmier dattier Blida 1
Szas1 Isolat 6 Racine de palmier dattier
T3 Isolat 7 Racine de palmier dattier
Tun Aspergillus sp. Racine de palmier dattier
Tas7 Aspergillus sp. Racine de palmier dattier
Ti2122 Isolat 8 Racine de palmier dattier
Ta2100 Acremonium sp. Racine de palmier dattier

I1.2. METHODES :

I1.2.1. Purification des isolats :

Apres plusieurs repiquage, la purification des isolats a été réalisée par des
transplantations successives des disques mycéliens de chaque champignon dans des boites de
Pétri contenant le milieu (MEA, Malt Extract Agar) (Dutton et Penn, 1989), et (PDA, Potato
Dextrose Agar) (Johnston et Booth, 1982) (Annexe 1) (Figure 8).
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Fusarium sp Fusarium sp

\ Aspergillus sp '

Figure 8 : Mycetes endophytes utilisés.
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11.2.2. Production des métabolites secondaires :

I1.2.2.1. Estimation de la production de I’acide indole acétique (AIA) :

Le milieu solide LBT de Luria Bertani additionné au tryptophane (Bric et al., 1991)
(Annexe 1) a été utilisé pour détecter la production d’AIA par les isolats fongiques
milieu de culture LBT. Le disque mycélien est déposé sur le papier filtre ; puis les boites ont
été incubées a 28°C pendant 2 jours avec deux (2) répétitions pour chaque isolat. Les disques
de papier filtre contenant le champignon sont prélevés et sont saturés dans une boite de Pétri
en verre stérile en les plongeant directement dans le réactif de Salkowski (Annexe 1). Le

témoin est représenté par une boite de Pétri sans inoculum.

Selon (Naik et Sakthivel, 2006), la production d’AIA et/ou de ses analogues se manifeste
apres 10 a 30 min par la formation d’un halo rose autour des colonies, et pour les souches

productrices d’autres types d’indoles la coloration est jaune a jaune brune.

11.2.2.2. Production de substances volatiles (HCN) :

La cyanogénese a été évaluée sur milieu solide ; une méthode adaptée de celle de Lorck
(1948). Sur le milieu PDA, additionné de 4.4¢g/1 de glycine (Annexe 1); les disques mycéliens
sont déposés sur le milieu, des disques de papier Wattman n°1 saturés en picrate alcalin (2.5g
d’acide picrique + 12.5g de Nay,CO; dans 1L d’eau) sont déposés dans les couvercles des
boites de Pétri, ces dernieres sont scellées au parafilm et incubées inversées a 28°C pendant 4

jours (Figure 9).
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Figure 9 : Les étapes de la cyanogénese :

A : Le disque mycélien est déposé sur le milieu HCN.

B : Le disque de papier Whatman n°1 est saturé en picrate alcalin.

C : Le disque de papier Whatman n°1 est déposé dans le couvercle de la boite
de Pétri.

D : La boite de Pétri est scellée au parafilm.

Le virage de la couleur : du jaune vers le brun clair au rouge brun indique respectivement une
production modérée ou élevée d’HCN par le champignon producteur. Deux répétitions ont été

effectuées, le témoin est représenté par un milieu sans inoculum.
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I1.2.2.3. Production d’enzymes :

I1.2.2.3.1. Phosphatase :

Le test de solubilisation du phosphate a été effectué sur milieu Pikovskaya (PVK)
bicalcique solide ; additionné de bleu de bromophénol (Pikovskaya, 1948) (Annexe 1). Selon
la méthode décrite par Mehta et Nautiyal, (2001). Cette méthode est basée sur la décoloration
du Bleu de Bromo-Phénol (BPB) suite a un abaissement du pH du milieu de culture par la

production de phosphatase.

Les disques mycéliens sont déposés sur gélose de Pikovskaya, a raison de deux répétitions
pour chaque isolat fongique (Figure 10). Une boite de pétri contenant le milieu PVK sans

inoculum sert comme témoin. Les boites sont incubées pendant 4 jours a 28°C.

La décoloration du milieu de Pikovskaya autour des spots est un indicateur d’une

solubilisation des phosphates ; on mesure le diametre de solubilisation (halo + colonie) et

celui de la colonie fongique.

Figure 10: Les étapes de la phosphatase.

A : Le disque mycélien est déposé sur le milieu PVK

B : Une boite sans inoculum sert comme témoin.
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11.2.2.3.2. Pectinase : Seclon Cattelan et al, (1999), on détermine la production de
pectinase par les isolats endophytes fongiques. On utilise le milieu M9 agar (Miller, 1974)
additionné de 10 g de pectine et majoré de 1,2 g d'extrait de levure (Annexe 1). On dépose
trois disques mycéliens sur milieu gélosé ; en raison de trois (3) répétitions par boite et une

boite sans champignon sert comme témoin incuber a 28° C pendant 2 jours.

Les boites ont été inondées avec 2M d’HCI apres 2 jours d'incubation. La présence d’un

halo clair autour de la colonie indique une réponse positive pour la production de pectinase

(Figure 11).

Figure 11: Les étapes de la pectinase.

A : Trois disques mycéliens sont déposés sur le milieu gélosé de pectinase
B : Une boite sans inoculum sert comme témoin

C : L’inondation des boites avec 2M d’HCI apres 2 jours d'incubation.
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11.2.2.3.3. Protéase :

L'activité  protéolytique a été déterminée en utilisant du lait écrémé
agar (Sunish Kumar et al., 2005) (Annexe 1). On dépose trois disques mycéliens sur ce
milieu; en raison de trois (3) répétitions par boite et une boite sans champignon sert comme
témoin. Apres 2 jours d’incubation a 28°C, une zone claire autour de la colonie indique une

activité protéolytique positive (Smibert et Krieg 1994).

11.2.2.4. Tolérance a la salinité :

Le choix des deux concentrations a été€ par rapport a la recherche bibliographique ; bien
que, les océans soient de loin, la plus grande eau superficielle saline des environnements
hyper salins (3.5% sels totaux). Ce processus mene les diverses especes microbiennes a
s’adapter aux différentes gammes de salinités, pendant que la saumure est concentrée de 1

mol/L a 3.5 mol/L (DasSarma et Arora, 2001).

La tolérance a la salinité des isolats fongiques est étudiée dans un milieu gélosé a base
de pomme de terre (PDA, potato dextrose agar) ; additionné a des concentrations progressives

de NaCl (g/L) : 15,75 par rapport a un témoin (Kogej et al., 2005).

Chaque boite de Pétri contient un disque mycélien de 5 mm de diametre de 1’isolat fongique a
subi une incubation de 10 jours a une température de 30°C. Deux répétitions ont été
effectuées par isolats (Figure 12). Le meilleur développement est déterminé par la mesure du

diametre de la croissance mycélienne par rapport au témoin respectif.
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Figure 12 : Les étapes de la salinité.

A : Un disque mycélien Smm de Q est déposé de dans le milieu PDA a 15 et 75g de NaCl

B : Une boite de PDA sans NaCl et sans inoculum sert comme témoin.

I1.2.2.5. Analyses statistiques des résultats :

Les résultats obtenus lors de cette étude sont analysés statistiquement en utilisant le
logiciel XLSTAT 2012 a une valeur de probabilité p=0.00001 ; afin d’analyser tous les

parametres pour déterminer le taux de production des différents métabolites secondaires.
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CHAPITRE III: RESULTATS ET INTERPRETATIONS

I11.1. Production des métabolites secondaires in vitro par les isolats
fongiques endophytes :

II1.1.1. Production de I’acide indole acétique (AIA) :

La production de I’acide indole acétique et/ou de ses analogues a été observée chez la plus
part des isolats testés. Toutefois, sept de ces derniers (Bjass, Baoss, Basgz, Baiisi, Sas71, T,
T»257) ont montré un degré de production appréciable et dont la concentration varie d’un isolat
a un autre en présence de tryptophane, alors que huit isolats (Bj33;, B2172, B219s, Bai1102, S2381,
Ti123, Ti2122, Ta2100) n’ont pas produits I’AIA (Tableau 3). Les isolats producteurs de ce
métabolite ont développé une coloration rose avec quelques isolats (B2ass, B2sgz, B2i131, Sa371)
et une coloration marron avec d’autres du genre Aspergillus sp. (Bi2s3, Ti172, Ta2s7:); a la
suite de 1’addition du réactif révélateur de Salkowski apres 20mn a 30mn. (Figure 5).

II1.1.2. Production de I’acide cyanhydrique (HCN) :

Le nombre des isolats producteurs d’HCN est plus élevé par rapport a la production de
I’AIA. Parmi ces isolats fongiques testés, dix (B1283, Bi331, Ba172, Baigs, Ba2ss, Bossr, Saasi,
T1172, Ta2s7, Ti2122) produisent I’acide cyanhydrique, avec des taux variables selon les isolats
(Tableau 3). La production de 'HCN par ces isolats fongiques est indiquée par un léger
virage du papier Wattman du jaune vers le marron qui devient net entre deux a trois jours. Le
papier Wattman devient brun-rougeatre apres cinq jours d’incubation, en dépassant une
semaine le papier prend I’aspect noiratre pour quelques isolats.

Les cinq isolats (B21131, Ba11102, S2371, T1123, T22100) ne produisent pas 1’acide cyanhydrique ;
révélé par la couleur du papier Wattman qui reste jaune dans les mémes conditions
d’expérimentation (Figure 6).
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Figure 13 : Production d’AIA par les isolats fongiques.

A : Boite en verre stérile, B : Papier filtre stérile, C : Disque mycélien.
D : Coloration marron, E : Réactif de Salkowski, F : Coloration rose.

G : Papier Wattman de 9cm.
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Figure 14 : Production d’HCN par les isolats fongiques

A : Boite de pétri. B : Papier Wattman n°1 saturés en picrate alcalin.

C : Couleur marron.

II1.1.3. Production des enzymes :

Les tests qualitatifs permettant de démontrer la production des enzymes
extracellulaires ; la phosphatase, la pectinase et la protéase a partir des isolats fongiques
endophytes nous ont permis d’obtenir les résultats ainsi résumés dans le (Tableau 3) et les
(Figures 7, 8, 9).
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II1.1.3.1. Production des phosphatases :

Le test de solubilisation du phosphore montre que parmi les quinze isolats fongiques
testés, sept seulement (Bjzss, Bissi, B2oss, Ti123, Ti172, Ta2s7, Ta2109) ont pu synthétiser la
phosphatase pour solubiliser le phosphore inorganique sous forme bi-calcique. Cette
solubilisation est révélée soit par la présence d’un halo transparent autour de la colonie
fongique soit par un changement de couleur du milieu de culture au moment ot les huit isolats
(B2172, Baios, Bassz, Baizi, Bainioa, S2371, Sa3st, Ti2122) ne produisent pas la phosphatase
(Tableau 3). La variation du diameétre de cet halo montre qu’il ya une variabilité dans le
pouvoir de solubilisation du phosphore entre les isolats (Bj331, T1123, T22109) fongiques testés.

Les isolats fongiques (B2s3, B223s, T1172, T2257) ont provoqués un changement de couleur du
milieu de culture du bleu vers le vert clair; est expliqué par [’'utilisation du bleu de
bromophénol comme indicateur coloré de pH acido-basique. C’est une substance qu’on a
ajoutée au milieu de culture et a donné la couleur bleu clair en fonction du pH de ce milieu.
La plupart du temps il donne deux couleurs distinctes et dans une zone de 1,2 a 2,0 unités de
pH des teintes correspondantes au mélange de ces deux couleurs, c'est la zone de virage de
l'indicateur. Par exemple le bleu de bromophénol (BBP) (tétrabromophénol
sulfonephthaléine) est jaune pale pour un pH<3, et bleu pour un pH>4,6. Il peut parfois €tre
utilis€é comme teinture bleue en milieu neutre. Sa zone de virage: 3<pH<4.6 est donc verte
(Figure 7) (Lecomte, 2011).

II1.1.3.2. Production des pectinases :

D’apres ce test on a constaté que notre collection des différents isolats fongiques n’a pas
la capacité de produire la pectinase qui dégrade la pectine malgré 1’addition d’un réactif
révélateur ; I’acide chlorhydrique a deux moles (Figure 8) (Tableau 3).
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Figure 15 : La solubilisation du phosphore bi-calcique par les isolats fongiques.

A : Halo transparent. B : Disque mycélien.
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Figure 16 : Les isolats fongiques ne produisent pas la pectine.

I11.1.3.3. Production des protéases :

Tous les isolats fongiques produisent la protéase contrairement a la pectinase apres 48h
d’incubation, ce sont des enzymes qui dégradent les parois cellulaires (Figure 9) (Tableau 3).
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Figure 17 : Production de protéase par les isolats fongiques.

A : Disque mycélien B : Halo transparent.
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II1.2. Analyse statistique :

I11.2.1. Effet des métabolites secondaires sur les isolats fongiques : D’aprés les
résultats obtenus dans cette expérimentation, 1’étude statistique par I’analyse de la variance et
de I’écart-type, aussi I’étude du coefficient de corrélation entre les différents isolats fongiques
endophytes ; nous a permis d’¢laboré la Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) et
I’Analyse en Composantes Principales (ACP) pour affilier les quinze isolats fongiques par
rapport au taux de production et de dressé des diagrammes en batons et en secteurs pour la
comparaison entre les cinq métabolites secondaires.

I11.2.1.1. Classification Ascendante Hiérarchique des quinze isolats
fongiques (CAH) :

La Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) (Figure 10 et 11) et I’Analyse en
Composantes Principales (ACP) (Figure 12), montrent la présence de quatre groupes de
statuts comportementaux différents.

Le groupe 1 regroupe nef isolats fongiques qui sont : Bjag3, B2172, B223s, Sa2371, T1123, T11725
Ta2s7, Ta2109. Ce groupe est corrélé positivement avec les vecteurs, c'est-a-dire les isolats
fongiques sont producteurs des différents métabolites secondaires. A I’exception de I’isolat
B:11102 qui ne produit que la protéase.

Le deuxieme groupe est corrélé négativement avec les différents vecteurs. Il regroupe deux
isolats fongiques B23s7, B1331 qui sont producteurs des métabolites secondaires.

Le groupe trois représente le groupe qui est corrélé négativement aux vecteurs. Il englobe
I’isolat Ty2122, B219s et ’isolat S»3g; qui sont producteurs des métabolites secondaires.

L’isolat B21131, constitue le groupe quatre qui est corrélé négativement avec les vecteurs. Il
produit que la protéase et I’acide indole acétique.
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Figure 18 : Classification ascendante hiérarchique des différents isolats fongiques.
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Figure 19 : Classification ascendante hiérarchique des différents isolats fongiques répartis en

quatre groupes.
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Figure 20 : Analyse en Composante Principale (ACP) des isolats fongiques testés.
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II1.2.2. Différence entre les isolats fongiques producteurs et non
producteurs des métabolites secondaires:

Il s’avere intéressant de représenté nos résultats en diagrammes en batons et en secteurs pour
les comparer :

v’ Par ailleurs, la figure 21 montre que pour le test de production de I’acide indole

acétique ; la plupart des isolats n’ont pas la capacit¢ de secrétés cette auxine ;
représenté par la fréquence de 53,33%. Par contre les isolats qui produisent I’auxine
sont représentés par la fréquence de 46,67%.

La figure 22 révele que les dix isolats fongiques endophytes produisant ’acide
cyanhydrique a un taux de production tres élevé ; il est de 66,67% et pour les isolats
ne produisant pas, il est donc de 33,33%.

La figure 23, montre une faible fréquence de production de la phosphatase, elle est de
46,67%.

La figure 24 montre que tous les isolats fongiques ne produisent pas la pectinase avec
une fréquence de 100%.

La figure 25 montre qu’il ya une production maximum de la protéase par les isolats
fongiques endophytes avec une fréquence de 100%.
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Figure 21 : Taux de production de 1’acide indole acétique.
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Figure 23 : Taux de production de la phosphatase.
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Figure 24 : Taux de production de pectinase.
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Figure 25 : Taux de production de protéase.
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II1.3. Tolérance a la salinité :

Le test de salinité détermine la tolérance des isolats fongiques au stress salin ; pour la
premiere concentration [15] de NaCl, on a eu une bonne moyenne de diametres de croissance
du champignon (Figure 18) qui varie de 73,5 a 85mm par rapport au témoin a 1’exception de
I’isolat B,;13; qui donne une moyenne de diametres de croissance mycélienne de 38,5mm,
apres 62 jours d’incubation il est de 45mm (Tableau 4).

Pour la deuxieme concentration [75] de NaCl ; la croissance mycélienne des isolats
fongiques a été faible (Figure 18) par rapport au témoin, la moyenne de diametres de
croissance varie de 32,5 a 83mm. L’isolat Bjjj3; n’a aucun développement dans cette

concentration ; mais apres 55 jours on a observé une moyenne de diametres de croissance de
12mm (Tableau 4).
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Figure 26 : Croissance des mycetes dans la concentration [15] et [75] de NaCl.

A : Croissance du mycélium a une concentration de 15g de NaCl.

B : Croissance du mycélium a une concentration de 75g de NaCl.
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Tableau 4 : Croissance des isolats fongiques dans le milieu PDA additionne de 15g et de 75g
de chlorure de sodium :

Isolats fongiques

Diameétre de

Moyenne des diametres de
la concentration [15]

Moyenne des diametres
de la concentration [75]

Témoin (Mm) (Mm) (Mm)
B12s3 76 83 83
Bi3a: 60 80 43,5
B 75 73,5 82,5
B219s 78 85 32,5
B223s 78 74,5 75,5
Ba3s7 55 80,5 64,5
B1131 25 38,5 00
Bs11102 72 82,5 76,5
S2371 80 85 62,5
S23s1 80 75,5 46
T1123 75 78,5 60
Tumn 77 79,5 80
T2257 79 73,5 71,5
Ti2122 75 80,5 33,5
T22100 80 85 75

Par conséquent, ces champignons sont des micro-organismes qui produisent les

enzymes dégradant les parois cellulaires fongiques tels les protéases méme peut Etre les

chitinases. Ils favorisent la croissance des plantes parce qu’ils produisent les métabolites

secondaires comme les auxines et les composés organiques volatiles et se sont des

champignons halophiles extrémes qui tolere le sel jusqu’a 75g.

57




Tableau 3 : Production des métabolites secondaires :

ls\g:(t)?llg:illt'zz Acide indole- acétique (AIA) Acide cyanhydrique (HCN) Phosphatase (P) Pectinase Protéase

Isolats (Pc) (Pr)
fongiques

Bi2s3 ++ +++ * - +
B3 - + - +
Bi72 - + - - +
B219s - +++ - - +
B2a3s + + * - +
Ba3s7 ++ + - - +
Ba1131 + - - - +
Ba11102 - - - - +
Saant + - - - +
S23s1 - + - - +
T1123 - - + - +
Tun ++ ++ * - +
Tazs7 ++ +++ * - +
Ti2122 - + - - +
T22100 - - + - +

+ : Production.

* . Vert clair.

- : Pas de production.




DISCUSSION

CHAPITRE IV: DISCUSSION

Les champignons endophytes des racines sont considérés comme des alternatives
prometteurs pour remplacer les fertilisants chimiques et les pesticides dans les systémes
d'agriculture durable et biologique. La formation de structure des champignons endophytes
joue un réle primordial dans I'association symbiotique intracellulaire avec les racines des
plantes (Abdellatif et al., 2009). 1l est établi que les zones arides en général sont peu riches en
espéces biotiques, néanmoins, elles abritent de nombreuses especes indigénes animales,
végetales et microbiennes, ayant élaborés des stratégies particuliéres pour s’adapter aux
conditions environnementales extrémes (LeBerre et Ramousse, 2001). Par ailleurs, Badrani
(1995) a indiqué que les sols steppiques sont caractérisés par la présence d’accumulation
calcaire, le faible teneur en matiére organiques, en azote et une forte sensibilité a 1’érosion et a
la dégradation (les ressources hydriques sont faibles). Ainsi, les sols arides de Sud d’Algérie
(Adrar) qui constituent des milieux pratiquement extrémes semblent étre des environnements
promoteurs pour isoler des myceétes producteurs de nouveaux métabolites secondaires.

La capacité de production des métabolites secondaires, telles que les molécules
antibiotiques, ont favorisé I’utilisation biotechnologique des champignons. On recensait en
2006 plus de 8600 métabolites bioactifs produits par des souches fongiques, dont 4900
auraient une activité antibiotique. La majorité des organismes producteurs de molécules
bioactives seraient filamenteux et une trés faible part d’organismes levuriformes serait
impliquée. Par exemple, 900 composés bioactifs ont pu étre isolés des champignons du genre
Penicillium (Bérdy, 2005). Cependant, en considérant le grand nombre d’espéces fongiques
non cultivées, de nombreuses souches productrices de molécules bioactives restent a
découvrir.

Pour exploiter efficacement sa niche écologique, les endophytes ont besoin de
concurrence avec d’autres endophytes, agents pathogénes et 1a plante hote ; les antibiotiques
entant que métabolites secondaires jouent un réle important dans le processus. De nombreux
champignons endophytes produisent des métabolites secondaires et certains de ces composés
sont antifongiques et antibactériens qui inhibent fortement la croissance d'autres micro-
organismes. Ces organismes se sont avérées étre une source exceptionnellement riche de
nouveaux produits naturels, et constituent une source précieuse de métabolites secondaires
bioactifs (Li et al., 2000). Les métabolites secondaires isolés des microorganismes et qui
exhibent soit une activité antimicrobienne (antibactérienne, antifongique ou anti-protozoaire),
anti-tumorale et/ou antivirale, sont dits antibiotiques. Les antibiotiques incluent un groupe
organique chimiquement hétérogéne, de faible poids moléculaire, produits par des
microorganismes, a de faibles concentrations, ayant une activité délétere sur la croissance et
les activités métaboliques d’autres microorganismes (Fravel, 1988 ; Thomashow et al., 1997).
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L’étude est faite sur quinze (15) isolats fongiques testés in vitro, pour deduire leur
capacité de produire deux (2) hormones (AIA, HCN) et trois (3) enzymes (Phosphatase,
Protéase, Pectinase) et méme leur tolérance au sel.

Aussi, la stratégie de notre travail repose sur deux axes principaux :

1- Estimation des métabolites secondaires synthétisés par des isolats fongiques isolés a partir
des sols des régions arides et des racines du palmier dattier ;

2- Etudier la tolérance de ces isolats fongiques a la salinite.

D’apreés les résultats obtenus, on a constaté que 46,67% des isolats fongiques ont pu
synthétisés les auxines (1’acide Indole-3 acétique) en présence de tryptophane.

Les auxines sont des hormones impliquées dans divers aspects de la croissance et le
développement des plantes. Elles régulent plusieurs fonctions dans les plantes, y compris la
croissance des racines, tropisme, la dominance apicale, la sénescence des tissus vegétaux et
I'expansion des cellules (Davies, 2004).

L’acide Indole-3 acétique (AlA) est ’auxine la plus commune, elle est produite par les
plantes ; par les apex de la tige et sa concentration est la clé de régulation de la croissance des
plantes et leur développement (Muller, 2003).

Le tryptophane est naturellement secrété dans les exsudats racinaires, et la plus part des
auxines retrouveées dans la rhizosphére proviennent de I’activité biosynthétique des
microorganismes. Parmi les souches productrices d’AIA, le Fusaruim sp. et le Noire+pigment
blanc ont produits de 1’AIA en présence de tryptophane, alors que 1’Aspergillus sp. a produit
une quantité d’AIA importante en présence de la méme quantité de tryptophane 1,02¢g/1.
Karnwal (2009), a montré que P. aeruginosa AK2 produisait quatre fois plus d’AIA que la
souche P. fluorescens AKI1 en absence de tryptophane, alors qu’en augmentant la
concentration de ce dernier de 0,05 a 0,2g/l (50 a 200ug/ml), voyait la concentration d’AIA
triplait ou quadruplait. La syntheése d’AIA est largement répondue chez les rhizobactéries.
Nos observations sont en accord avec celles de Naik et Sakthivel (2006), qui avaient suggéré
I’induction de la production d’AIA en phase stationnaire de croissance, probablement due a
I’induction d’enzymes clé impliquées dans la biosynthése d’AIA (Garcia de Salmone et al.,
2001).

Dans le premier test ; la différence entre 1’apparition de la couleur rose et la couleur marron
est peut étre due a la variation des différents composés secrétés tels que : I’acide Indole-3
acetique, indole-3 éthanol et plusieurs indole-glycérols suggere qu'ils peuvent également avoir
un impact physiologique chez la plante. Bien que la plupart d'entre eux ont éeté isolé a partir
des endophytes cultivés in vitro et méme des extraits de culture de Neotyphodium
tembladerae et Epichloe festucae; I’acide Indole-3 acétique, indole-3 éthanol, ont été
identifiés et averés inhibitrices a d'autres champignons (Yue et al. 2000).
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L'étude des composes organiques volatils (COVs) fongiques a pris du retard par rapport
a l'éetude des autres métabolites fongiques due aux contraintes methodologique et
technologique. En outre, la production des COVs est biologiquement dynamique.

Beaucoup de composés organiques volatils (COVs) ont des odeurs distinctives de sorte qu'il
n'est pas surprenant que l'intérét pour les COVs fongiques a commencé avec les champignons
les humains peuvent sentir. Par exemple, les bouquets distincts des macro-champignons tels
que les champignons et les truffes, tres appréciés dans les arts culinaires, y compris des
mélanges de différents COVs, des alcools, des aldéhydes, des terpenes, des hydrocarbures
aromatiques et des thiols dominer (Cho et al., 2008 ; Fraatz et Zorn, 2010). Le profil de COV
d'une espéce ou d’une souche sera varier en fonction du substrat, de la durée de I'incubation,
type de nutriments, la température, et d'autres parametres de I'environnement (Fiedler et al.,
2005).

Dans la collection dix isolats ont produits de I’THCN. Parmi eux Fusarium sp., Le Noire
et la souche la plus productive de ’HCN est bien Aspergillus sp., caractérisée par 1’aspect
noiratre du papier filtre. Alors que cinq isolats fongiques n’ont pas produits de I’HCN.
Certains PGPR produisent des antibiotiques volatiles, dont le plus important est ’"HCN qui
inhibe le cytochrome oxydase de nombreux organismes. Les souches productrices possedent
une cytochrome oxydase alternative résistante a I’HCN, et sont relativement insensibles a ce
dernier. On ne lui connait pas de role comme métabolite primaire. Le cyanure d’hydrogéne est
un metabolite secondaire produit par les bactéries a Gram négatifs P. fluorescens, P.
aeruginosa, et Chromobacterium violaceum. L’HCN et le CO2 se forment a partir d’un acide
aminé en I’occurrence la glycine par ’HCN synthétase (Castric, 1994).

Chez les Pseudomonas sp. Cette enzyme oxyde la glycine en présence d’accepteurs
d’¢éléctrons, comme le méthosulfate phénazine. P. fluosrescens CHAO est une bactérie
aérobie, agent de biocontréle, colonisant les racines et protégeant de nombreuses plantes des
maladies causées par les champignons telluriques. La production d’HCN par la souche CHAO
est suppressive vis-a-vis de la pourriture noire du tabac causé par Thielaviopsis basicola.
GacA- mutant de la souche CHAO, défectueux en la production d’HCN, d’antibiotiques et
d’exo-enzymes, perd son habilité a protéger le tabac de la pourriture noire (Sacherer et al.,
1994).

Le phosphore, est le second macronutriment requit pour la croissance des plantes apres
I’azote. Et méme dans des sols qui en sont riches, le phosphore se trouve sous une forme
insoluble: oxydes de fer et d’aluminium dans les sols acides, et oxydes de calcium dans les
sols basiques, et seulement une faible proportion (0.1%) est assimilable par les plantes. En
plus les ¥ du phosphore apporté par les fertilisants appliqués au sol précipitent en des formes
insolubles, augmentant ainsi le besoin des cultures en cet élément (Goldstein, 1986).

Le test fait sur la solubilisation du phosphore montre que parmi les isolats testés, le genre
Aspergillus et le genre Acremonium ont un pouvoir producteur de phosphatase.

Les bactéries solubilisant le phosphore (PB) secretent des acides organiques et des
phosphatases, qui convertissent les formes insolubles de phosphates en ions de phosphates
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soluble monobasique (H2PO4-) et dibasique (HPO42-). Ce phénomene est attribué a la
solubilisation minérale du phosphate (MP). Quelques uns de nos isolats solubilisent le
phosphate, mais cette solubilisation n’est pas due a une production d’acides organiques, mais
plutot a une production d’enzymes.

D’aprés le test de pectinase ; tous les isolats (15) fongiques n’ont pas la capacité de
dégrader la pectine qui peut étre d’ordre physiologique ou bien génétique ou par rapport au
produit (Pectine). Les enzymes pectiques sont induits en présence des substances pectiques
par les mycétes pathogenes et endophytes. Les pectinases microbiennes sont importantes dans
le processus phytopathologiques, symbiotique dans I’interaction plante-microorganisme et
dans la décomposition de la matiere végétale morte (Bezerra et al., 2012). La dégradation du
tissu de la plante-hote par des phytopathogénes commence généralement par la production des
enzymes pectinolytiques, qui sont les enzymes principales impliquées dans l'attaque des
plantes (Brett, 1990 et Hoondal et al., 2002). Si un endophyte peut dégrader les substances
pectiques, ceci implique que le mycéte est susceptible d'étre un microbe pathogeéne latent
(Choi et al., 2005). Schulz et Boyle, 2005 présument que l'interaction endophyte fongique-
plante hote est caractérisée par I’équilibre entre la virulence fongiques et la défense de la
plante, si cet équilibre est troublé par une diminution de la défense de la plante ou une
augmentation de virulence fongique, la maladie se développe.

La protéase ; est une enzyme qui dégrade les protéines, elle est produite par tous les
isolats fongiques testés. En comparent avec les travaux de (Sunitha et al., 2013) de
I'activité extracellulaire maximum de protéase dans les espéces d'aspergille, d'Isaria suivies
de fusarium solani. Les especes d'aspergille et un mycélium stérile, Colletotrichum et
Alternaria isolé a partir de calcarata d'Alpinia ont montré I'activité modérée de protéase.
Bezerra et al., 2003 ont rapporté que 88% d'isolats pectinolytiques positifs de moulin ficus-
indica d'opuntia. Venkatesagowda et al., 2012 a rapporté l'activité protéolytique est élevée
chez les endophytes gloeosporioides, citrinum d'aspergille noir, de penicillium et de
palmarum de Pestalotiopsis. Jalgaonwala et Mahajan, 2011 ont rapporté que le mycélium
stérile des racines de roseus de Catharanthus ont eu une plus grande activité protéolytique
qu'autre les isolats fongiques examinés. L'activité de protéase a été également vue dans

certains endophytes par Maria et al., 2005.

Les résultats montrent qu’il existe trois isolats fongiques qui sont halotolérants et
producteurs de métabolites secondaires et qui ont des capacités antagonistes d’aprés (Hamel
et Samet, 2011).
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Ces trois isolats (Bi2ss, T1172, T22s7) appartiennent au genre Aspergillus, ils tolérent le sel
jusqu’a 75¢g/1, ils produisent 1’acide indole acétique, acide cyanhydrique, la phosphatase et la
protéase. Acremonium sp. représenté par I’isolat Tzp109 tolére le sel jusqu’a 75g/1, il produit la
phosphatase et la protéase

D’aprés Hamel et Samet (2011) ces trois isolats (Bi2ss, T1172, T2257) appartiennent au genre
Aspergillus, ont un taux d’inhibition de 57,09% vis-a-vis Fusarium oxysporum f.sp. albidinis
et 66,66% vis-a-vis Fusarium oxysporum f.sp. albidinis; la souche de référence et
Acremonium sp a un taux d’inhibition de 54,54% vis-a-vis Fusarium oxysporum f.sp.
albidinis et 56,11 vis-a-vis Fusarium oxysporum f.sp. albidinis ; la souche de référence.

Par ailleurs, lorsque la conductivité électrique (CE), facteur indiquant le degre de la
salinité, est supérieure a 10, c'est-a-dire la concentration en sel du sol est tres élevee (la
salinité élevee). Ainsi, Sardin et al., (2003) ont indiqué que la salinité du sol aride est devenue
une issue environnementale importante et la salinité excessive dans le sol a été considérée
comme un facteur limiteur principal pour la croissance des plantes et la production végétale et
limite la flore microbienne. En outre, la salinité du sol peut diminuer I’activité microbienne et
amoindrir le cycle d’éléments nutritifs.

Les résultats des tests de tolérance a la salinité ont révélé qu’Aspergillus sp., Fusarium
sp., Penicillium sp.2, Acremonium sp., sont de nature halotolérant et il se développe
normalement sur des milieux de culture contenant jusqu’a 75 g/L de NaCl. Ces résultats se
rapprochent de ceux obtenus par Gund-Cimerman et al., (2002) révélant que des mycétes ont
été découverts dans des environnements contenant des concentrations de 15 a 332 % de NaCl,
ou jusqu’ici supposé, seules les bactéries pouvaient se développer. Par ailleurs, Kispapo et al.,
(2003) ont rapporté que récemment, des variétés de mycétes filamenteux ont été isolées a
partir de la mer morte (340 g/l de NaCl). Pour s’adapter a ces conditions, les halophiles
accumulent généralement des concentrations élevées des substances dissoutes ou les
osmolytes et des cryoprotectants dans leur cytoplasme. Les osmolytes qui s’accumulent dans
la cellule des halophiles sont habituellement des acides aminées et des polyols comme ; de
Bétaine, de glycine, de I’acétoine, de tréhalose et de glycérol qui ne perturbent pas le
processus métaboliques et qui n’ont aucune charge a 1’exception de leur effet sur le pH
(DasSarma et Arora, 2001 ; Kojeg et al., 2006).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L'écologie fongique est basée sur le groupe des plantes symbiontes qui ont été
appelées collectivement «endophytes microbiens». De facon générale, les endophytes
microbiens sont couramment considérés comme étant n'importe quel groupe varié de
bactéries, de cyanobactéries ou de champignons qui colonisent les tissus internes des plantes.
S'ils sont partiellement endophytes ou entierement endophytes, ils sont venus pour représenter
une pléthore “d'avantages inconnus » pour les plantes, parmi eux ; la bio-stimulation de la
croissance et 1’antagonisme par le biais des sources potentielles de nouveaux métabolites
secondaires qui pourraient servir en produits agrochimiques et en médecine (Alvarez-Loayza
etal., 2011).

La présente étude a examiné I'état actuel des connaissances sur nos champignons
endophytes, ainsi que de selectionner et de mettre en évidence la gamme des métabolites
secondaires produits par ces champignons. Nous avons montré dans cette étude les
potentialités de production in vitro de ces métabolites chez 15 isolats fongiques endophytes.
Sept champignons endophytes (Isolat 3, Isolat 4, Isolat 5, Fusarium sp., et trois isolats du

genre Aspergillus) ont produits I’AlA ou les produits apparentés, et dix champignons

(Isolat 1, Isolat 2, Isolat 3, Isolat 4, Isolat 6, Isolat 8, Fusarium sp., et trois isolats du genre
Aspergillus) ont produits I’HCN considéré comme un antibiotique pourraient avantager

I’isolat dans sa compétition et son adaptation a divers écosysteémes.

Sept champignons (Isolat 1, Isolat 3, Isolat 7, Acremonium sp., et trois isolats du genre
Aspergillus) ont la capacité de solubiliser les phosphates par la production des phosphatase.
La production des enzymes protéolytiques (qui peuvent intervenir dans le parasitisme) a été
retrouvée chez tous les isolats étudiées, par contre la pectinase n’a pas été produite par tous

les quinze isolats fongiques endophytes.
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Tandis que la culture des isolats fongiques sur milieu PDA contenant des concentrations
progressives du NaCl allant de 0 ; considéré comme témoin, jusqu’a 75g/L a permis de
constater que la croissance des isolats est normale méme a 75 g/L ; les quinze champignons

endophytes tolere le sel, les champignons (Isolat 1, Isolat 3, Isolat 4, Isolat 6, Isolat 7,

Isolat 8, Isolat 2, Penicillium sp.2, Acremonium sp., deux isolats du genre Fusarium et trois
isolats du genre Aspergillus) sont des halophiles extrémes qui tolere le sel a 75g/l et le
champignon (Isolat 5) est halophile modéré n’a pu se développer a 75g/1. Ces trois isolats
(B12s3, T1172, T22s7) appartiennent au genre Aspergillus, ils tolérent le sel jusqu’a 75g/1, ils

produisent I’acide indole acétique, acide cyanhydrique, la phosphatase et la protéase.

Dans une certaine mesure, la grande majorité d'endophytes sont des microbes
mystérieux dont les valeurs potentielles doivent étre découvertes encore. Au terme de cette
étude, nous fixons certains points en perspectives ; Nos travaux sont une étape préliminaire

pour des études plus larges, plus approfondies et plus accomplies incluant :

+ Isolement, purification et identification des métabolites secondaires produits par les
champignons endophytes et la détermination des autres métabolites secondaires
produits par les isolats fongiques étudiés.

+ Quantification de la production enzymatique de ces champignons endophytes.

+ Identification du genre et de I’espéce de chaque isolat endophyte et identification des
champignons endophytes qui se fera a 1’échelle moléculaire par séquencgage de la
sous-unité 18S et des ITS de I’ADNTr puis comparaison des séquences obtenues avec
les bases de données.

+ Etudier le test d’antagonisme in vitro et in situ des isolats endophytes (Blanc 2,
Aspergillus sp.) avec des champignons phytopathogénes et caractériser la nature des
antibiotiques secrétés.

+ Etudier la tolérance des quatre isolats (Blanc 2, Aspergillus sp.) aux stress abiotique
aux conditions extrémes de différentes température 60, 80, 90 et 100 °C et de salinité

allant jusqu’a 300g/1.
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Annexe 1

Milieux de culture utilisés

(MEA, Malt Extract Agar) : (Dutton et Penn, 1989).
Milieu préparé déshydraté

Poudre 35,69

Eau distillée 1L

PH=46

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) : (Johnston et Booth, 1982).

Pomme de terre 200g

Dextrose 209

Agar 179

Eau distillée 1L
PH=6,8

Milieu LBT (Luria Bertani enrichi du tryptophane) : (Bric et al., 1982).

Tryptone 10g
Extrait de levure 5¢
NaCl 5¢
L-tryptophane 1,029
Gélose 20¢
Eau distillée 1L
Agar 209
PH=7,5

La préparation de réactif de Salkowski est opérée sous une haute aspiratoire réservée pour la
manipulation des produits chimiques (en mélangeant ; 2% de FeCls a 0.5M dans 35% d’acide
perchlorique).

Milieu de production d’HCN : (Lorck, 1948).
Milieu PDA + 4,4gde glycine.
PH=6,8

Milieu de production de pectinase : (Cattelan et al., 1999).

Milieu minimum M9 agar + 10g de pectine + 1,2g d’extrait de levure.

PH=16,8




Milieu PVK (Pikovskaya, 1948).

(NH2),SO,4 0,59
Extrait de levure 0,5¢
Phosphate bicalcique 5¢
KCI 0,29
MgSO,, 7H,O 0,19
Glucose 10g
MnSO, Trace
FeSO, Trace
Bleu bromophénol 4ml/l
Eau distillée 1L
Agar 179
PH=6,7

Milieu minimum M9 Agar (Miller, 1974)

Na,HPO, 69

KH,PO, 39

NaCl 0,5¢

NH,CI 19

Eau doublement distillée 1L

Agar 209
PH=16,8

Apres autoclavage a 120°C et refroidissement du milieu ; on ajoute 10ml stérilisée par
filtration : de 100mM MgSO,, 20% de glucose, 10mM CaCl, et 100 mM thiamine-HCI avant
utilisation.

Lait écrémé Agar : (Sunish Kumar et al., 2005).

Caseine 59
Extrait de levure 2,5¢
Glucose 19
Solution de 7% de lait écréme 100ml
Eau distillée 1L
Agar 15¢g

PH=7,5




Annexe 2

Résultats des analyses statistiques de la partie in vitro

Statistiques descriptives

Tableau 1 : Statistiques descriptives.

Ecart-
Variable | Moyenne type Variance
Sal_15 Q| 7,700 1,139 1,297
Sal_75 Q| 5,910 2,367 5,604
Tem_Q 7,100 1,466 2,149

Tableau 2 : Résultats par classe des quinze isolats endophytes fongiques.

Classe Cl C2 C3 C4
Objets 9 2 3 1
Variance intra-classe 0,962 2331 0.855 0,000
B1283 B1331 B2198 B21131
B2172 B2387 S2381
B2235 T12122
B211102
S2371
T1123
T1172
T2257
T22109

Tableau 3 : Matrice de corrélation [Pearson (n)].

Variables | Sal 15 Q| Sal 75 Q| Tem Q
Sal_15 Q 1 0,595 0,804
Sal_75_Q 0,595 1 0,647
Tem Q 0,804 0,647 1
Tableau 4 : Valeurs propres.
F1 F2 F3
Valeur propre 2,368 0,440 0,192
Variabilité
(%) 78,946 14,668 6,386
% cumulé 78,946 93,614 100,000




Tableau 5 : Coordonnées des observations.

Observation F1 F2 F3
B1283 1,098 0,513 -0,213
B1331 -0,675 -0,471 -0,682
B2172 0,536 0,921 0,306
B2198 0,097 -1,455 0,018
B2235 0,551 0,561 0,438
B2387 -0,365 0,376 -1,077

B21131 -5,409 0,430 0,175
B211102 0,748 0,380 -0,361
S2371 0,890 -0,402 -0,022
S2381 -0,007 -0,598 0,626
T1123 0,271 -0,113 0,116
T1172 0,882 0,533 0,064
T2257 0,446 0,437 0,570
T12122 -0,248 -1,165 0,125
T22109 1,186 0,054 -0,083

Tableau 6 : Statistiques descriptives (Données qualitatives).

Echantillon Modalité Effectif_pgr Fréquence par modalité
modalité (%)
Isolats B1283
B1331
B211102
B21131
B2172
B2198
B2235
B2387
S2371
S2381
T1123
T1172
T12122
T22109
T2257
AlA + 7 46,667
- 8 53,333
HCN + 10 66,667
- 5 33,333
P + 7 46,667
- 8 53,333
Pectinase - 15 100,000
Protéase + 15 100,000




Tableau 7: Matrice de proximité (Distance euclidienne entre les quinze isolats fongiques endophytes) :

Isolats

fongiques | B1283 B1331 B2172 B2198 B2235 B2387 | B21131 | B211102 | S2371 S2381 T1123 | T1172 | T2257 | T12122 | T22109
B1283 0 4,272 0,957 5,058 1,151 2,810 10,710 0,765 2,098 3,796 2,346 0,472 | 1,522 4,957 0,917
B1331 4,272 0 4,229 2,168 3,712 2,159 6,957 3,520 2,804 2,065 2,235 4,027 | 3,446 1,803 3,765
B2172 0,957 4,229 0 5,139 0,768 2,780 10,262 1,122 2,361 3,690 2,305 0,680 | 1,170 4,950 1,461
B2198 5,058 2,168 5,139 0 4,426 3,966 7,764 4,448 3,007 1,663 2,842 4,783 | 4,067 0,550 4,255
B2235 1,151 3,712 0,768 4,426 0 2,619 9,902 1,005 1,683 2,958 1,629 0,680 | 0,424 4,253 1,070
B2387 2,810 2,159 2,780 3,966 2,619 0 8,261 2,090 2,548 3,150 2,060 2,693 | 2,596 3,689 2,749
B21131 10,710 6,957 10,262 7,764 9,902 8,261 0 9,999 9,536 8,068 8,775 10,385 | 9,619 7,339 10,398
B211102 0,765 3,520 1,122 4,448 1,005 2,090 9,999 0 1,632 3,230 1,724 0,680 | 1,245 4,315 0,851
S2371 2,098 2,804 2,361 3,007 1,683 2,548 9,536 1,632 0 1,904 0,857 1,859 | 1,464 2,977 1,250
S2381 3,796 2,065 3,690 1,663 2,958 3,150 8,068 3,230 1,904 0 1,517 3,437 | 2,560 1,436 3,052
T1123 2,346 2,235 2,305 2,842 1,629 2,060 8,775 1,724 0,857 1,517 0 2,012 | 1,316 2,658 1,710
T1172 0,472 4,027 0,680 4,783 0,680 2,693 10,385 0,680 1,859 3,437 2,012 0 1,059 4,655 0,802
T2257 1,522 3,446 1,170 4,067 0,424 2,596 9,619 1,245 1,464 2,560 1,316 1,059 0 3,885 1,206
T12122 4,957 1,803 4,950 0,550 4,253 3,689 7,339 4,315 2,977 1,436 2,658 4,655 | 3,885 0 4,204
T22109 0,917 3,765 1,461 4,255 1,070 2,749 10,398 0,851 1,250 3,052 1,710 0,802 | 1,206 4,204 0
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