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Résumé

Clonostachys rosea est un champignon endophyte commun dans le sol reconnu comme un
saprophyte avec une haute capacité de compétition sur les racines et dans le sol. La mise en
évidence de la production in vitro de quelques métabolites secondaires par trois isolats fongiques
du Clonostachys rosea (G133, Sn319112, Sn181022) a été évaluée par la synthese de quelques
métabolites (phytohormones et enzymes) ainsi que leurs effets sur la biostimulation de la croissance
de I’orge. Les essaies réalisés ont montré que nos isolats n’ont pas la capacité de produire 1’’acide
indole acétique (AIA) et I’acide cyanhydrique (HCN), mais ils produisent ’ammoniaque. Les tests
qualitatifs enzymatiques, ont démontrés que les isolats produisent la phosphatase et la protéase et ne

produisent pas la pectinase et cellulase. L’expérimentation a montré que la souche Sn319112 a un
effet positif sur les paramétres de la croissance de la partie aérienne par rapport au témoin. Alors

que le témoin présente une dominance nette dans le développement de la partie racinaire avec un
meilleur développement de la souche G133 par rapport aux d’autre isolats fongiques du

Clonostachys rosea.

Mots clés : Clonostachys rosea, Endophyte, Métabolites secondaires, L’orge, Biostimulation.



Abstract

Clonostachys rosea a common fungus in the soil is known as a high competitor saprophyte
on plant roots and in soil. The in vitro study of the production of some secondary metabolites with
the three isolates of Clonostachys rosea (G133, Sn319112, and Sn181022) was evaluated by the
synthesis of some metabolites (phytohormones and enzymes) and their effects on the bio-
stimulation of the growth of barley. Our study showed that the three isolates did not have the ability
to produce indole acetic acid (IAA) and hydrogen cyanide (HCN), but they produce ammonia.
Enzymatic qualitative tests have shown that isolates of clonostqchys rosea produce phosphatase and
protease and do not produce the pectinase and cellulose. Experimentation has shown that the strain
Sn319112 of Clonostachys rosea has a positive effect on the parameters of the growth of the aerial
part compared to control. While the control has a clear dominance in the development of the root
portion with a better development of the strain G133 compared to other fungal isolates

Clonostachys rosea.

Keywords: Clonostachys rosea Endophyte, secondary metabolites, Barley, Biostimulation.
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Introduction

Les ressources naturelles sont de plus en plus menacées suite a une exploitation non
raisonnée. L’agriculture est un secteur qui a participé en partie dans 1’altération des potentialités
naturelles du milieu par I'ensemble des pratiques culturales adoptées, telle que 1’utilisation
irrationnelle des ressources d’eau et 1’usage intensif des différents intrants. Aujourd'hui, il est
devenu impératif d'adopter de nouvelles approches pour réaliser un développement durable et
assurer le recyclage et le renouvellement des ressources naturelles. (Mansouri, 2011).

A cet égard I’homme a pensé se retourner vers la nature et chercher les vertus d’intérét
économiqgue chez les microorganismes a travers les associations que forment ces derniers avec leurs
hotes, et en particulierement les plantes. Cette partie discrete de notre monde connue par certaines
potentialités écologiques, procure, par ses associations symbiotiques, aux plantes hétes des vertus
bénéfiques d’une importance capitale en agronomie. Parmi ces associations Symbiotiques, on trouve
celles qui se forment entre les plantes et les champignons appelés endophytes qui vivent dans les
espaces intercellulaires des tissus sains. (Mansouri., 2011).

Les champignons endophytes sont les champignons qui colonisent les tissus vivants des
plantes, sans causer aucun symptome apparent, ils sont estimés au nombre de 1.5 millions d’espéces
et seulement environ 75.000 d’entre elles sont décrites (Manoharachary et al., 2005). Ils regoivent
la nutrition et la protection de la plante héte et, en retour, ils améliorent la compétitivité ainsi que la
résistance de celle-ci aux différents agents pathogénes tels les bactéries, champignons, parasites,
insectes... ainsi qu’aux différents types de stress abiotiques (la sécheresse, les hautes températures,
la salinité...) (Saikkonen et al., 1998).

Gréace a cette protection, les champignons endophytes ont recu une attention considérable et
sont maintenant considérés comme étant une source riche de nouveaux métabolites secondaires
biologiquement actifs (Zhang et al., 2006).

Certains champignons endophytes peuvent étre des mycoparasites; ils peuvent produire des
enzymes dégradant les parois cellulaires, qui leur permettent de percer des trous dans les
champignons phytopathogénes et d’extraire des nutriments pour leurs croissance (Cao et al., 2009).
Parmi ces endophytes on a le cas de Clonostachys spp. et plus spécialement I’espece Clonostachys
rosea.

Clonostachys spp.est un champignon saprophyte de la famille des Bionectriacea, il présente
une haute capacité de compétition sur les racines des plantes en décomposition. On le rencontre
régulicrement sur une extraordinaire gamme d’habitats, variant de la région subarctique, région
tempérée, région tropicale et région désertique. C. rosea a été signalé fréqguemment sur les racines
des plantes, sur les animaux et insectes morts, sur les nématodes et sur de nombreux champignons
(Schroers et al., 1999).

Lors des interactions bénéfiques entre une plante et cet endophyte, divers mécanismes sont
impliqués : le mycoparasitisme, I’antibiose, la compétition pour les nutriments, la production des
enzymes, et la résistance induite (Sutton et al. 1997).
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Plusieurs champignons endophytes ont montré leurs efficacité dans la stimulation de la
croissance de cultures économiquement importantes par le biais de 1’augmentation de la
disponibilité¢ des éléments nutritifs, la fixation d’azote, la production d’essentielles substances de
croissance en particulier les phytohormones et la production des sidérophores. En plus, la présence
de ces endophytes facilite la prolifération des poils racinaires qui contribuent potentiellement a
I’absorption des nutriments et des vitamines par la plante (Ratul et al., 2012) parmi ces plantes on a
la plante de I’orge.

L’orge (Hordeum vulgare L.) est une céréale a grande importance économique en Algérie
mais sa production, en quantité et en qualité, reste toujours limité malgré les grands investissements
mise en place pour la protection, la préservation et 1’exploitation de cette culture (Rachedi., 2003).
Les études sur les endophytes de 1’orge et leurs effets bénéfiques sur la croissance de cette plante
sont moins élucidées. Cependant, il y a un manque de recherche et de synthese sur les champignons
endophytes qui colonisent ces racines en particulier (Murphy., 2013).

L’orge est une plante qui vit dans les mémes conditions que le palmier dattier pour cela nous
avons utilisés des champignons endophytes isolés a partir de cette plante pour évaluer leurs effets
sur I’orge.

La présente étude a pour objectif d’évaluer I’efficacité de trois isolats fongiques du genre
Clonostachys spp. dans la promotion de la croissance de 1’orge, a travers une étude réalisée in vitro
par la production de quelques métabolites secondaires ; 1’acide indole acétique (AIA) et 1’acide
cyanhydrique (HCN), I’ammoniaque (NH3) et par la production de quelques enzymes (la
phosphatase, la protéase, la pectinase et la cellulase).

La deuxiéme étape, menée sous serre, porte sur 1’inoculation de la semence de 1’orge (Hordeum
vulgare.L.) par les champignons du genre Clonostacys spp. et la détermination de leurs effets de
biostimulation végétale par 1’évaluation de quelques paramétres de croissance de I’orge (hauteur des
tiges, longueurs des racines, le poids frais et sec de la partie aérienne et racinaire.
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

1. Les champignons endophytes
1.1. Définition

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
vegétaux interne & un certain moment de leurs vie et peuvent coloniser les tissus végétaux internes
sans causer de dommage apparents chez 1’hote. Les premiéres descriptions de ces microbes

remontent a la fin du 19éme et 20 eme siecle (Hyde et Soytong., 2008; Staniek et al., 2008).

En 1866, Anton De Bary, inventa le terme endophytes (Moricca et Ragazzi, 2008), qui est
composé de deux mots grecs, endon signifiant au sein et phyton désignant plante, et qui désignait
tout organisme survenant dans les tissues de plantes (Hyde et Soytong., 2008 ; Staniek et al.,
2008).

Les champignons sont les microorganismes les plus fréqguemment isolé en tant
qu’endophytes (Figure 1), ce sont des champignons qui peuvent croitre de fagon intra et/ou
intercellulaires (Strobel et al., 2004 ; Pimentel et al., 2011) dans les tissus internes des plantes,
sous la couche des cellules épidermiques, sans causer aucun symptome apparent chez 1’hote (Vega
et al., 2008 ; Moricca et Ragazzi., 2008). Les roles écologiques des champignons endophytes sont
variés, il peut étre pathogénes latent, ou des mutualistes, antagonistes des ennemies des plantes,
stimulent la croissance de celles-ci et entre en compétition nutritionnelles avec des pathogénes
végétaux (Clay et al., 1985 ; Caroll., 1986). La communauté endophytique doit étre importante

dans les plantes pour jouer ces réles écologiques (Espinosa-Gardia et Langeneim., 1990).

Dans les dernieres décennies, les recherches ont commencé a s’intéresser aux endophytes
qu’on considére maintenant comme des sources de beaucoup de composés d’intérét tels les
composés antimicrobiens, antioxydants, anticancéreux, insecticides... (Maheshwari., 2006 ;

Moricca et Ragazzi., 2008).
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Figure 1: Ilustrations microscopiques de quelques champignons eh.dophytes.

A : le type de colonisation de Piriformospora indica dans les racines de I'orge hyphe de I'endophyte
entre dans les racines via les poils absorbants des plants de 10 jours. Les champignons forment des
chlamydospores piriformes dans les poils absorbants et se regroupent dans les cellules du
rhizoderme (Waller et al., 2005). B : Fusarium moliniforme endophyte infectant des cellules
radiculaires de Mais. F : hyphe (YATES et al., 1997). C : Hyphe de I'endophyte Neotyphodium lolii
dans la feuille de ray-grass (Lolium perenne) a 400x (Cheplick et Faeth., 2009). D : Conidie de
Neotyphodium sp. isolé a partir de fétuque (Clement et al., 2001).

1.2. Diversités et classification

La plupart des champignons endophytes appartiennent a I’embranchement des Ascomycota ;
cependant certains appartiennent a d’autres taxons tels que les Deuteromycota, Basidiomycota |,
Zygomycota et les Oomycota (Saar et al., 2001); ils représentent un groupe tres diversifié avec une
estimation de 1.5 millions d’espéces (Zabalgogeazcoa., 2008 ; Fernandes et al., 2009) et une
moyenne d’environ 50 espéces d’endophytes par espéce de plante, dont les multiples couches des
tissus sont utilise comme habitat, Ils ont été isolés a partir de toutes les plantes étudiées a ce jour,
des plantes allant des grands arbres ( Frohlich et al, 2000; Alva et al., 2002 ; Oses et al., 2008),
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palmier, les graminées marines et méme a partir des lichens (Li et al., 2007). 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 decrites, et seulement 80.000 a 100.000 espéces ont été décrites. Seulement,
I’utilisation de I’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 diversit¢ d’endophytes ont et vont permettre 1’identification de

nouvelles especes (Saar et al., 2001 ; Zabalgogeazcoa., 2008).
1.2. Mode de reproduction et de transmission
Les endophytes posseédent deux modes de reproduction :

Le premier se fait par la croissance végétative des hyphes qui est complétement interne (Selosse et
Schardl., 2007); ainsi les hyphes du champignon sont transmis de la plante infectée vers la
descendance via les graines. Ceci est communément appelé transmission verticale (Saikkonen et
al., 2004a ; Saikkonen et al., 2004b). Et c’est le principal mode de transmission des champignons
endophytes (Saikkonen et al., 2010). Le second se fait via les spores (Clay., 1986) ; ce groupe de
champignons se transmet horizontalement, c'est-a-dire le champignon peut étre transmis soit par
spores sexuées ou asexuées (Saikkonen et al., 2004a ; Saikkonen et al., 2004b) pour infecter
d’autres plantes (Arnold et al., 2003; Gallery et al., 2007). 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 grains 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 a la reproduction asexuée qui peut se faire verticalement via les

graines ou horizontalement par les spores ou éventuellement les hyphes (Saikkonen et al., 2004a).
2. Colonisation naturelle des tissus des plantes par les champignons

Les champignons endophytes peuvent coloniser les plantes par la transmission horizontale
lorsque I’inoculum est transporté vers d’autres plantes ou verticalement lorsqu’ils colonisent les
semences. La transmission horizontale est le mécanisme prédominant de la dispersion des especes
endophytes (Gallery et al., 2007).
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Ces champignons endophytes disséminent systémiquement tout au long de la plante et habitent
surtout dans les parties aérienne, les vaisseaux conducteurs, les espaces intercellulaires et dans
plusieurs cas, ils colonisent I’intérieurs des cellules. Ils peuvent également retrouvés dans les

semences (Peixoto-Neto et al., 2002).

Les endophytes posseédent une gamme d’hote réduite limité par une seul espece végeétale, tandis
que d’autre sont largement répandus (Sherwood-Pike et al., 1986; Pétrini., 1986). Neotyphodium
spp ont une gamme d’hote limité par une ou deux espeéces de plantes. Autre champignons
endophytes tel que Alternaria spp., penicillium spp., ou piriformospora spp. ont une large gamme

d’héte qui comportent différentes genre ou famille (waller et al., 2005).

Les espéeces de Neotyphodium spp. et Epichloé spp colonisent systémigquement les espaces
intercellulaires des feuilles, des tiges, et des semences de son plantes hétes. Certaines endophytes
peuvent étre trouvés dans des parties spécifiques de la plante tel que les racines, les feuilles ou les

rameaux, bien que d’autres peuvent colonisés plusieurs parties de la plante (Stone et al., 2004).

3. Intérét des champignons endophytes dans la promotion de la croissance

des plantes

3.1.Production des substances bioactives

Les endophytes peuvent produire des substances bioactives in vitro et in planta, ces
métabolites sont importantes pour la symbiose. Beaucoup d’exemples de métabolites importants qui
peuvent étre produits par les champignons endophytes cultivables ou par la colonisation des plantes
hotes. lls produisent divers substances qui réalisent des activités anti-bactériennes, anti-fongiques,
anti-cancer et aussi de promotion de croissance par des phytohormones (Lazarovits et Nowak.,
1997 ; Suryanarayanan et al., 2009). Certaines endophytes produisent nombreuses de composés
organiques volatiles avec une activité de synergisme contre les bactéries et les champignons
(Mitchell et al., 2010).

3.2. Solubilisation du phosphore

Le phosphore inorganique (Pi) est ainsi associé chimiquement au calcium, formant des
complexes de phosphates mono, di et tribasique (CaPQ,), Cay(PO,),, Ca3z(PO4)s. Les sels de
phosphate de sodium et de potassium sont en grande partie biodisponibilité décroissante pour les

sels moins solubles du phosphate de calcium (disponibilité : phosphate monocalcique > phosphate
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dicalcique > phosphate tricalcique (Lall., 1991). Dans les sols agricoles, la dissolution du phosphate
inorganique est étroitement liée a I’activité des microorganismes du sol en effet, on trouve dans les
sols un nombre important de microorganismes du sol, incluant des bactéries, des champignons et
des algues (Richardson., 2001 ; Sundara et al., 2002). Bien que ces microorganismes soient
généralement liés a la surface des particules des sols, ¢’est surtout au niveau de la rhizospheére que
leur activité est la plus élevée. En effet, au niveau de la rhizosphére, les exudats racinaires, tels que
les acides organiques, constituent d’excellentes sources d’éléments nutritifs pouvant supporter la
croissance des microorganismes, ce qui explique leur densité plus forte au niveau du sol
rhizosphérique que dans le sol non rhizosphérique (Kluepfel., 1993 ; Singh et Amberger., 1998).
Cependant, la population et la distribution des microorganismes solubilisant le phosphore au sein de
la microflore totale est variable. Le nombre de bactéries et de champignons dissolvant les
phosphates varie de 0,5 % - 0,1 % a 26 % - 39 % de la microflore totale. Les champignons
solubilisent plus efficacement les phosphates que les bactéries, en plus, une grande partie des
champignons conservent cette propriété tandis que la majorité des bactéries la perdent aprés

plusieurs repiquages successifs (Sperber., 1958; Kucey et al., 1989 ; Zoysa et al., 1998 ).

Plusieurs chercheurs ont associé la solubilisation des phosphates a une baisse du pH du
milieu (Hinsinger., 2001). Les acides produits par les microorganismes vont faire baisser le pH du
milieu et ainsi dissoudre les phosphates naturels, la quantité d’acide produite par ces
microorganismes et la baisse de pH varient en fonction du genre et de I’espéce microbienne. Ainsi
Martinez-Cruz et ses collaborateurs (1990) ont indiqué I’existence de trois niveaux de pH pour une
méme souche d’Aspergillus niger. Chaque niveau correspond a la dissolution du phosphate de fer a
un pH inférieur a 2,1 suivis du phosphate d’aluminium a pH 3 et enfin le phosphate de calcium est
dissout a pH 4,8. Les travaux d’lllmer et Schinner, (1992) ont montré que la dissolution des
phosphates naturels n’est pas absolument liée a une baisse de pH. En effet, certains
microorganismes libérent dans leurs milieux des acides organiques capables d’extraire le phosphore
dit ‘assimilable’ en séquestrant les cations métalliques intervenant dans 1’adsorption du phosphore
et en libérant le phosphore lié aux argiles et aux oxydes de fer et d’aluminium (Violante et al.,
1996 ; Vasquez et al., 2000). En effet, plusieurs expériences réalisées en serres et aux champs, ont
montré une forte croissance et une augmentation intéressante de la production des plantes inoculées
avec des microorganismes solubilisant le phosphore. La sécrétion d’acides organiques et de
phosphatases facilitent la conversion de formes insolubles de phosphore en formes disponibles pour
les plantes (Richardson., 2001).
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Cline et ses collaborateurs (1982) ont montré que 1’acidification artificielle du milieu de
culture par 1’ajout d’acide minéral industriel, a provoqué une dissolution inférieure a celle obtenue
en utilisant les microorganismes, ce qui suggere que les acides organiques sont plus efficaces dans
la dissolution des phosphates inorganiques que les acides minéraux et permettent par conséquent
une meilleure nutrition phosphatée des plants & partir des phosphates inorganiques. La production
des acides organiques au niveau de la rhizosphere sont essentiellement par des microorganismes
rhizosphériques et des racines de certaines plantes. Ainsi, tous les facteurs agissant sur les
microorganismes rhizosphériques occasionnent des variations de la solubilisation des phosphates

inorganiques (Cline et al., 1982).
3.3.Production des phytohormones

Les phytohormones, incluent principalement les auxines, les cytokinines, [’acide
abscissiques, gibbérellines, et de 1’éthyléne, induire des réponses physiologiques importantes a

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

La sécrétion des gibbérellines par les champignons endophytes a été mise en évidence par de
nombreuses recherches qui montrent I’importance de ces métabolites produites par les endophytes
dans la promotion et le développement des plantes, spécialement lors des conditions du stress

nutritionnels (Muhammad et al., 2010).

Les champignons endophytes ont la capacité de produire les auxines qui sont des hormones
végétale, impliquées dans plusieurs aspects de la croissance et le développement des plantes. Elles
controlent d’importants processus physiologiques comprenant 1’élongation et la division cellulaire,
différenciation des tissues et les réponses a la lumicre. L’acide indole acétique (AIA) est la
principale auxine produite par les plantes. Cette hormone est produite au niveau des apex et sa
concentration est la clé de la régulation de la croissance et le développement de la plante (Muller.,
2003 ; Davies., 2004).

L’acide gibberillique est synthétisée par Gibberella fujikuroi, Sphaceloma manihoticola,
Neurospora crassa, Aspergillus niger, Sphaceloma sp; Rhizobium phaseoli, Azospirillum
brasilense, Pseudomonas sp et Phaeosphaeria sp ; alors que 1I’AIA est synthétisé par pseudomonas
sp, Bacillus sp, Aspergilus niger, Rhizopus, Acetobacter diazotophicus, Herbaspirillum
seropedicae, Rhizobium sp et erwinia sp. (Cihangir et Aksoz, 1993 ; ahmad et al., 2008).

3.4.Production des sidérophores
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L’acquisition du fer par les microorganismes dans les sols organiques présente une difficulté
depuis que la constante de solubilité de Ioxyde ferrique est environ 10, Ainsi & pH 7, la
concentration du fer disponible ne dépasse pas 10™'M, ce qui est faible par rapport des exigences de
la flore microbienne et la croissance des plantes. Pour résoudre ce probléme, les microorganismes
possedent un systéme de transport du fer de grande affinité. lls synthétisent et secrétent des
particules & faibles pois moléculaires pour la chélation et la solubilisation du fer, ces molécules sont
nommés ‘sidérophores’ (Lindsay et al., 1982; Abd-alla et Omar., 1998).

Les sidérophores produites par les microorganismes peuvent stimuler d’une fagon directe la
croissance des plantes par augmentation de la disponibilité du fer soluble dans le sol, autour des
racines ou indirectement par 1’inhibition de la croissance des pathogénes quant au phénomene de

compétition pour le fer (Marek-Kozaczuk et al., 1996).

Dans le sol, les racines des plantes coexistent naturellement avec des champignons qui
peuvent produire des sidérophores capables de séquestrer le fer soluble disponible et par conséquent
s’interférent avec la croissance et les fonctions de la plante. Les sidérophores sont produit pendant
les conditions d’épuisement du fer pour la solubilisation de fer ferrique extracellulaire. La
nomenclature des sidérophores est généralement basée sur leurs formes chargées par le fer et le
préfixe déferri ou desferri est utilisé pour indiquer la forme du fer libre. La plupart des espéces du
genre Aspergillus sont connus par leur production de plusieurs types de sidérophores et beaucoup

de travaux sur l’isolement et la caractérisation des ces sidérophores ont été publi¢ (Dube et al.,
2000).

3.5.Production d’enzyme

Les enzymes des endophytes fongiques sont souvent isolés a partir des plantes médicinales
(Alpinia calcarata, Bixa orellana, Calophyllum inophyllum et Cathranthus roseus), sont utilisés
dans les produits alimentaires, les boissons, les confiseries, les textiles et les industries du cuir pour
simplifier la transformation des matieres 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 I’absence des enzymes
spécifiques. Comme d’autres organismes envahisseurs des tissus des végétaux, les champignons
endophytes produisent des hydrolases extracellulaires ; comme un mécanisme de résistance contre
I’invasion des pathogenes et pour obtenir la nutrition de 1’hote, de telles enzymes comprennent une

pectinase, cellulase lipase laccase du champignon endophyte Monotospora sp., xylanase, les
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phosphatases et la protéinase. L’éventail des enzymes produites differe entre les champignons et

souvent dépend de 1’hdte et les facteurs écologiques (Maccheroni et Azevedo., 1998).

Les enzymes pectiques sont induits en présence des substances par les mycétes pathogénes
et endophytes. Les pectinases microbiennes sont importantes dans le processus phytopathologiques,
symbiose entre le microorganisme et la plante et dans la décomposition de la matiere végétale
morte. La dégradation du tissu de centre serveur par des phytopathogénes commence généralement
par la production des enzymes pectinolytiques, qui sont les enzymes principales impliquées dans
I’attaque d’usine. Si un endophyte peut dégrader les substances pectiques, ceci implique que le

mycéte est susceptible d’étre un microbe pathogéne latent (Choi et al., 2005 ; Santos et al., 2012).
3.6.Production d’HCN

Les cyanides sont des métabolites secondaires de plusieurs microorganismes. lls peuvent
étre produits directement a partir de la glycine ou a partir des glycosides cyanogénes. Deux réles
possibles peuvent étre attribués aux cyanides, un role déléteére. L’action bénéfique est liée a la lutte
biologique, soit par induction des mécanismes de défense des plantes ou par antagonisme (Bakker
et Schippers., 1987).

Les endophytes ont été attribué a la production des métabolites diffusibles et volatils et leur
présence dans les tissus de la plante peut influencer la production de ces métabolites volatils par la
plante (Rini et Sulochana., 2007 ; Baysal et al., 2008). Des études ont clairement démontré
I’efficacité relative des endophytes dans la production des métabolites comme I’HCN qui sont
impliqués dans la promotion de la croissance des plantes et la résistance systémique induite
(Nandhini et al., 2012).

Les microorganismes vivant librement dans la rhizosphere peuvent également avoir un effet
bénéfique indirect sur la plante. Parmi les microorganismes a effets bénéfiques indirects, il existe
notamment le champignon tellurique Clonostachys rosea dont I’effet global favorise la croissance

des plantes.

4. Clonostachys rosea
4.1.Définition

Clonostachys rosea est un champignon commun du sol reconnu comme un saprophyte avec
une haute capacité de compétition. Il est rencontré réguliérement sur une gamme d’habitats et d'hote

tres large (John et al, 1997).
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Clonostachys rosea a été signalé freqguemment sur les racines des plantes, sur les animaux et
insectes morts, sur les nématodes et sur de nombreux champignons, (Schroers et al, 1999).

L'état sexuelle comprend petite globuleux a sous-péritheces qui produisent des asques
justesse massue (de meiosporangia) avec ascospores ellipsoidales (méiospores). L'état asexuée
produit des phialides qui sont disposés en tourbillons et qui donnent lieu a des propagules asexuées
appelées conidies. L'état sexuelle est principalement connu dans des régions tropicales du monde,
tandis que I'état asexuée semble avoir une distribution plus large avec de nombreux isolements de

milieux tempeérés (Rossman et al., 1999).

Gréce a sa haute aptitude saprophytique, ce champignon est actuellement utilisé comme un
agent de la lutte biologique. Sutton et al, (1997) ont signalé que C. rosea est fréeguemment associé
aux kystes des nématodes et aux sclérotes des champignons de 1’espéce Sclerotinia sclerotiorum,
Rhizoctonia solani, Botrytis spp, Verticillium spp, et d’autres champignons du sol et matériel

végétal tel que racines, fruits, semences.

Les especes de Clonostachys ont été également signalées comme des agents impliquant le
mycoparasitisme contre les champignons pathogenes, il y a des preuves d’inhibition de pathogéne
avec contact direct des hyphes sans pénétration, qui peut étre considéré comme mycoparasitisme
indirect. Cependant il y a des études qui montrent la pénétration des hyphes de Clonostachys
catenulatum en Rhizoctonia solani sans la formation d’appressorium, le plus souvent les hyphes de
Clonostachys catenulatum s’enroulent auteur des hyphes de 1’hote. Certaines activités enzymatiques
peuvent étre également impliquées, car il existe des observations de la destruction des cellules de
pathogénes, ou I’activité enzymatique de chitinase a été clairement démontrée. (Figure 2)

(Lahdenpera., 2000).

Figure 2 : I’hyperparasitisme de Gliocladium catenulatum (Lahdenperé., 2000).
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A : croissance et sporulation de Gliocladium catenulatum sur Rhizoctonia solani dans la double
culture sur le milieu PDA. B : D’interaction entre les hyphes de Gliocladium catenulatum et
Rhizoctonia solani, 1’appressorium de Gliocladium catenulatum est attaché aux hyphes de

Rhizoctonia solani qui montrent que I’hperparasitisme est impliqué.
4.2 .Classification

D’apres Schroers, (1999) clonostachys rosea est appartenue a la classification démontrée dans le

tableau 1.

Tabeau 1 : Classification de clonostachys rosea.

Embranchement Mycetes

Phylum Ascomycota

Classe Sordariomycetes
Sous-classe Hypocreomycetidae
Ordre Hypocreales
Famille Bionectriaceae
Genre Clonostachys
Espéces Clonostachys rosea

4.3. Pouvoir antagoniste de clonostachys rosea

C.rosea est actuellement utilisé en formulation commerciale comme un agent de la lutte
biologique contre des champignons telluriques. (Sutton et al., 1997) ont signalés que le
champignon est fréqguemment associé aux kystes des nématodes et aux sclérotes des champignons
de I’espece Sclerotinia sclerotiorum,Rhizoctonia solani,Botrytis spp, Verticillium spp, et d'autres
champignons du sol et matériel végétal tel que racines fruits, semence et autres. C.rosea a éte teste
avec succes comme agent de lutte biologique de maladies fongiques causées par des champignons
tel que : Sclerotinia sclerotiorum, Phomopsis sclerotioides, Verticilliym dahliae et sur certaines

especes de Botrytis (Schoroers et al., 1998).
12
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Le traitement des semences du pois chiche (Cicer arietinum) contre 1’infection de Botrytis
cineria avec C.roseum et Trichoderma spp a permis une bonne levée de la culture (Burgess et
Keane., 1997).

C. rosea peut coloniser rapidement les surfaces extérieures et intérieures profondes
(I"épiderme et des cellules corticales) des plantes comme la carotte, le concombre, le blé et I'orge, ce

qui conduit & des réponses de défense induites (Lubeck et al., 2002 ; Chatterton et al., 2008).

5. Cas d’étude : L’orge (Hordeum Vulgare L.)

5.1. Présentation générale de la plante

L’orge commune (Hordeum vulgare L.) est une céréale a paille. C’est une
monocotylédone qui appartient a la famille des Poacées et a la sous famille des
Festucoidées. Le genre Hordeum, auquel appartient 1’orge cultivée, se caractérise par des
épillets uniformes groupés par trois, avec un central flanqué de deux latéraux, disposés
alternativement a chaque étage du rachis (Von Bothmer et Jacobsen, 1985). L’espéce
Hordeum vulgare L. est diploide et posséde sept paires de chromosomes (Rasmusson,
1987). Elle peut étre anuelle ou vivace. L’orge est la céréale la plus rustique, elle présente
une germination rapide et un systéme radiculaire plus important que celui de blé (résistance
a la sécheresse). Sa culture predomine dans les régions arides et semi arides (Clement-
Grandcourt., 1971).
Sa classification est basée sur la fertilit¢ des épillets latéraux, la densité de 1’épi et la
présence ou 1’absence des barbes (Grillot., 1959).
Grillot (1959), classe les orges selon le degré de fertilité des épillets et la compacité de 1’épi
en deux groupes : le groupe d’orge a six rangs dont les épillets médians et latéraux sont
fertiles et le groupe d’orge a 2 rangs dont les épillets médians seuls sont fertiles.
Quant a Soltner (2005), classe les orges selon leur milieu de culture en trois groupes qui
sont :

v Orges d’hiver dont le cycle de développement varie de 240 a 265 jours, s’implantent
en automne. Ces orges ont besoin pour assurer leur montaison de température
vernalisante et qui manifestent un degre plus ou moins élevé de résistance au froid
hivernal.

v’ Les orges de printemps dont le cycle de développement est trés court (environ 120 a
150 jours), s’implantent au printemps. Ces orges n’ont aucun besoin de vernalisation

pour assurer leur montaison.
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v’ Les orges alternatives qui sont intermédiaires au plan de la tolérance au froid, entre
les orges d’hiver et celles de printemps.
Systematique :
D’aprés Burni (2003) la position taxonomique de 1’orge (Hordeum vulgare L.) est la
suivante :

Tableau 2 : classification de 1’orge.

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiosperme

Classe Monocotylédones
Ordre Graminales

Famille Gramineae

Tribu Hordée

Genre Hordeum

Espéce Hordeum Vulgare L.

5.2.Caracteres écologiques

L’orge est une espéce tres rustique et peut donc étre cultivée dans les zones
marginales a sols plus ou moins pauvres, la ou le blé ne peut donner de résultats satisfaisant.
En outre, cette espece est assez intéressante compte tenu de sa tolérance au sel et a la
sécheresse en raison de son enracinement plus profond et plus puissant (Belaid., 1996).

L’orge végete a partir de 4°C a 5°C et supporte les fluctuations de la température des
hauts plateaux. La température la plus favorable a sa germination se situe entre 16°C et
20°C. L’orge d’hiver est moins résistant au froid que le blé mais plus résistant que I’avoine.
On constate a -8°Cdes dégats foliaires, certaines plantes sont tuées a -12°C et les dégats sont
trés importants a -16°C (Soltner., 1979).
5.3.Les maladies d’orge

Les maladies qui attaquent 1’orge sont dues a plusieurs types de pathogenes :
Champignons, bactéries, virus, nématodes. Les plus répondues dans le monde et en Algérie
sont les maladies fongiques ces maladies peuvent étre regroupées selon les symptomes
qu’elles induisent et les ressemblances taxonomiques des pathogenes.

Les principales maladies fongiques sont regroupées dans le tableau 3.

14



Chapitre 1

Synthése bibliographique

Tableau 3 : Principales maladies fongiques de 1’orge (Zillinsky., 1983).

Les maladies Le pathogene Les symptdémes généraux

Rouilles noire Puccinia graminis | Des pustules jaunes

Rouilles . - — - orange a rouge foncé
Rouille naine Puccinia hordei g g

— — apparaissent sur le limbe

Rouille jaune Puccinia _ _
.. . et la gaine des feuilles, la

striiformis

tige et les glumes.

Helminthospor

-ioses

Helminthosporioses

Helminthosporium

Sativum
Rayure réticulée H. teres
Strie foliaire H. graminieum
Taches H. tritici-repentis

helminthosporienne

Taches bigarrures
et stries

foliaires, bralure
des semis

et des épis.

Taches septorienne

Septoria tritici

Bigarrures foliaires

Charbons

et caries

Faux charbon nu

Ustilago nigra

Charbon couvert

Ustilago hordei

Carie commune et

carie naine

Les Tilletia

Septorioses Taches septorienne | Septoria nodorum | dans les quelles
des glumes apparaissent des petits
pycnides foncés.
Charbon nu Ustilago nuda Les grains sont remplacés

par des masses
charbonneuses de spores.
Ces masses peuvent étre
poudreuses, recouvertes
d’une membrane grisatre
ou prendre la forme des
grains qu’elles ont

remplace.
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Chapitre 2 Matériels et Méthodes

La présente étude a pour objectif d’évaluer in planta 1’efficacité de trois champignons
endophytes racinaires du genre Clonostachys spp dans la promotion de la croissance de 1’orge
(Hordeum vulgare L.) toute en mettant en évidence la production in vitro des métabolites
secondaires (production des phytohormones tel que I’AIA et la production d’HCN) et la

production de quelques enzymes (phosphatase,protéase, péctinase, cellulase).
1) Matériel biologique

Les trois souches endophytes du genre Clonostachys spp (G133, Sn319112, Sn181022)
utilisés dans la présente étude font partie de la collection du laboratoire de phytopathologie
(département de Biotechnologie) (Figure 3).

2) Matériel végetal

Le matériel végétal utilisé est constitué des grains d’orge (Hordeum vulgare L.), de variété
Rihane 03. La semence de cette espece est issue de CNCC (Centre National de Contr6le et de

Certification) des semences d’El-harrach.
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Figure 3 : Boites de Pétri contenant des isolats pour I’expérimentation cultiver sur le milieu
de culture PDA.

3) Lesol

Le substrat utilisé pour I’expérimentation est un mélange de 2/3 sable et 1/3 tourbe, le sol
a été désinfecté par la chaleur ; dans des sachets en papier a une température de 250° pendant
lheure (Rapilly., 1986) dans le but d’¢liminer le maximum de microorganismes tellurique,

puis déposée dans des pots étiquetés menés d’un orifice de drainage a raison de 500g par pot.

Méthodes

1. Purification des souches

La purification de ces champignons du genre Clonostachys spp a été réalisée aprés
plusieurs repiquages par des transplantations successives de disques mycéliens des isolats
testés sur le milieu de culture Potato Dextose Agar (PDA) (Jonsthon et Booth., 1983)
(Annexe 1).
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2. Production, in vitro, des métabolites secondaires par les champignons

du genre Clonostachys spp

2.1. Production d’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 champignons du genre
Clonostachys spp. Une membrane d’hémicellulose stérilisée a 1’autoclave a 110°C pendant 20
min a été déposée sur le milicu de culture LBT et I’inoculation a été faite directement sur la
membrane (trois répétitions pour chaque champignon). Les boites ont été incubées a 28°C
pendant 7 jours. Les membranes contenant les colonies montrant une bonne croissance sont
prélevés et sont saturés dans une boite de Pétri stérile en les plongeant directement dans le
réactif de Salkowski (Annexe 1). Le témoin est représenté par une boite de Pétri sans
inoculum. Les champignons qui synthétisent de I’AIA sont identifiées par la formation d’un

halo rouge brique ou marron.
2.2. Production d’acide cyanhydrique (HCN)

La production d’HCN par les champignons endophytes a été évaluée en utilisant la
méthode de Kloepper et al, (1991) avec quelques modifications. Sur un milieu PDA
additionné de 4,4g/l de glycine (Annexe 1), les disques mycéliens sont ensemencés, des
disques de papier Wattman n°1 saturés en picrate alcalin (2,5 g d’acide picrique + 12,5g de
Na,Cosz dans 1L d’eau) sont déposés dans les couvercles des boites de pétri, ces derniéres sont
scellées au parafilm et incubées inversées a 28°C pendant 7 jours. Le virage de la couleur du
jaune vers le brun clair indique la production d’HCN. Trois répétitions ont été effectuées pour

chaque champignon, le témoin négatif est représenté par une boite de pétri sans inoculum.
2.3. Production d’ammoniaque

L’ammoniaque peut avoir un effet inhibiteur, principalement sur la croissance
d’espéces fongiques phytopathogenes par 1’alcalinisation du milieu (Bounoua., 2008). Selon
Dye, (1962) ce test a été réalisé en cultivant les souches dans de I'eau peptonée dans des
tubes, I’incubation est réalisée a 30°C pendant 4 jours. Aprés I’incubation, 1ml de réactif de
Nessler a été ajouté a chaque tube. Le développement d’une couleur jaune ou orange indique

la production de NH3 (Cappucino et Sherman., 1992) (Annexe 1).
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3. Production d’enzymes

3.1. Phosphatase

Le test de solubilisation du phosphate a été effectué sur le milieu Pikovskaya
(PVK) bicalcique solide ; additionné de bleu de bromophénol (Pikovskaya., 1948) (Annexe
2). Des disques mycéliens issues de précultures fraiches sont repiqués dans des boites de Pétri
contenant le milieu PVK a raison de trois répétitions pour chaque souche fongique. Une boite
de pétri contenant le milieu PVK sans inoculum sert comme témoin. Les boites sont incubées
a 28°C pendant 7 jours. La décoloration du milieu de Pikovskaya autour des spots est un

indicateur d’une solubilisation des phosphates.
3.2. Protéase

L’activité protéolytique a été déterminée en utilisant du lait écrémé agar (Sunish
Kumar et al., 2005) (Annexe 2). On dépose les disques mycéliens sur ce milieu ; a raison de
trois répétitions pour chaque souche 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).
3.3. Pectinase

Selon Cattelan et al., (1999), on détermine la production de pectinase par les
champignons endophytes. On utilise le milieu M9 agar (Miller., 1974) additionné de 10g de
pectine et majoré de 1,2g d’extrait de levure (Annexe 3). On dépose les disques mycéliens sur
milieu gélosé ; en raison de trois répétitions par boite et une boite sans champignons sert
comme témoin incuber a 28°C pendant 2 jours. La présence d’un halo clair autour de la

colonie indique une réponse positive pour la production de pectinase.
3.4. Cellulase

La production du cellulase est déterminé par la méthode de Cattelan et al., (1999) en
utilisant le milieu M9 agar (Miller., 1974) additionné de 10g de CMC et majoré de 1,29
d’extrait de levure. On dépose les disques mycéliens sur le milieu, trois répétitions ont été
effectuées pour chaque champignon, le témoin négatif est représenté par une boite de pétri
sans inoculum. La présence d’un halo clair autour de la colonie indique une réponse positive

pour la production de cellulase (Annexe 3).
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4. Evaluation de la promotion de la croissance de I’orge

4.1. Préparation des colonies fongiques pour I’inoculation de la semence
d’orge
Les colonies fongiques du genre Clonostachys spp a inoculer ont été préparées a partir
de culture préalablement purifiées. Les disques mycéliens sont directement repiqués dans des
boites de pétri contenant le milieu PDA (Annexe 1). Ces boites sont ensuite incubées a 28°C
pendant 7 jours.

4.2. Désinfection de la semence

Pour la désinfection de la semence de 1’orge, nous avons suivi le protocole de
Macia-Vicente et al., (2008), la semence est désinfectée a I’eau de javel 12° avec une goutte
de Twine 20 pendant une heure en agitation continue, la désinfection est suivie de 5 ringages
successifs a I’eau distillée stérile puis les graines sont séchées sur du papier Wattman stérile

entre deux becs Bensun.
4.3. Mise en germination et inoculation des semences d’orge par les isolats fongiques

Les semences de I’orge préalablement désinfectées ont été directement placés dans les
boites de pétri contenant les champignons endophytes (Monfort et al., 2005). Pour chaque
champignon endophyte, 5 boites avec 8 a 9 graines par boite ont été maintenues. Pour le
témoin négatif, les graines ont été placées directement sur un milieu PDA sans inoculum

(Figure 4). Les boites sont incubées a 28°C pendant 72 heures.
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Figure 4 : inoculation des graines d’orge par les isolats fongique du Clonostachys rosea

4.4. Mise en place de la culture sous serre

Les graines germeées sont transplantées aseptiquement dans des pots ainsi préparés,
sont répartis a raison de 30 pots par traitement pour 1’évaluation de la promotion de la
croissance et 1 pot pour tester le pouvoir colonisateur des champignons. Chaque pot contient

500g du substrat stérile et une seule semence germée.
4.5. Dispositif expérimentale de 1’essai sous serre

L’essai de la promotion de la croissance de 1’orge ont été conduits sous serre ; selon un
dispositif expérimental en bloc complet, le nombre de traitements était de 120 plants. Le
dispositif est constitué de quatre traitements dont le nombre de répétitions pour chaque

traitement est de 30 dans I’objectif d’avoir des résultats fiables et minimiser les risques

21



Chapitre 2 Matériels et Méthodes

d’erreur. Pour chaque traitement, 1 pot a été ajouté pour 1’évaluation ultérieure de la capacité

de la colonisation racinaire par les champignons du genre Clonostachys spp (Figure 5).

Les plants inoculés sont arrosés réguliérement avec de 1’eau stérile pendant une période de

six semaines, avec une fréquence d’arrosage de deux fois par semaine.
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Figure 5 : Dispositif expérimental en bloc complet, représentatif de 1’essai in planta

d’inoculation de 1’orge (Hordeum vulgare L.) par les isolats du Clonostachys rosea.

T, : Le témoin (semence d’orge sans inoculum). T, : semences de I’orge germées en présence
d’une souche du Clonostachys rosea (Sn181022). T3: Semences de l’orge germées en
présence d’une souche du Clonostachys rosea (Sn319112). T4: Semences de 1’orge germées

en présence de la souche (G133) du Clonostachys rosea.

5. Evaluation de la promotion de la croissance de I’orge

Pour évaluer les effets des champignons du genre Clonostachys spp sur la biostimulation de
I’orge, nous avons mesurés les paramétres de croissance relative au développement de la

partie aérienne et racinaires.
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5.1. Parametre de croissance

Aprés six semaines qui suit la transplantation; des mesures des parametres de

croissance ont été effectuées.

5.1.1. La longueur de la partie aérienne

La longueur de la partie aérienne a été mesurée a I’aide d’une régle a partir du collet

jusqu’au sommet de la tige principale puis la moyenne a été calculée pour chaque traitement.
5.1.2. La longueur du systeme racinaire

La longueur du systeme racinaire a été mesurée a partir de la fin de I’extrémité basale

du collet jusqu’a la fin de chevelu racinaire.
5.1.3. Poids frais et sec de la partie aérienne et racinaire

Toutes les plantes ont été coupées au niveau du collet et pesées immédiatement pour
éviter les pertes en eau. Une fois le poids frais des deux parties est notés, les fragments sont
déposées dans du papier aluminium et placée dans le four Pasteur a une température de 105°C

pendant 48 heures pour évaluer le poids sec des deux parties, aérienne et racinaire.

6. Colonisation racinaire par les champignons du genre Clonostachys rosea
6.1.  Test de confirmation de la colonisation racinaire sur milieu de culture en boites
de Pétri :

A la fin de I’expérimentation et dans le but de vérifier le pouvoir colonisateur des
champignons du genre Clonostachys spp. nous avons jugé nécessaire d’estimer le taux de
colonisation des racines par les trois souches du Clonostachys rosea. Tout d’abord, on
procéde a une désinfection de la surface des racines en les trempant dans une solution
d’hypochlorite a 1% pendant une minute suivie par trois ringages a 1’eau distillée stérile et
sécher sur papier filtre (Macia-Vicente et al., 2008).

Les racines sont ensuite coupées en fragments d’environ lcm puis placées sur milieu
PDA supplémenté d’une goutte de triton a raison de 10 fragments par boites, le nombre de
répétitions pour chaque traitement est de trois. Les boites sont incubées a 30°c pendant 10
jours. La colonisation a été évaluee quotidiennement pendant 10 jours pour déterminer le taux

de colonisation (TC) (Petrini et al., 1992), selon la formule :

23



Chapitre 2 Matériels et Méthodes

.. nombres des fragments avec endophytes
Taux de colonisation (TC) = Jrag D% 100

Nombre total des fragments

6.2.  Test de confirmation de la colonisation racinaire sous microscope :
Ce test est réalisé par la technique de double coloration qui consiste :

Tout d’abord, on réalise des coupes minces de racines (coupes longitudinale et coupes
transversales) suivi par a une déesinfection de la surface de ces coupes a 1’aide d’un trempage
dans I’eau de Javel pendant 10 a 15 min suivie par un ringage avec de I’eau distillée stérile
pendant 10 & 20 min. Les coupes sont ensuite placés dans une solution d’acide acétique
pendant 1min suivie par le ringage par I’eau distillée stérile pendant 10 a 20 min ensuite sont
colorées dans une solution de vert de méthyle 5 a 10 min apres les rincés par 1’cau distillée
stérile, et & la fin les coupes de racines sont placés dans une solution de rouge Congo pendant
10 min et rincé par 1’eau distillée stérile. L’observation des coupes est réalisée au microscope
optique Gx32.
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1. Production in vitro des métabolites secondaires par Clonostachys
rosea
1.1. Production d’acide indole acétique (AIA)

Les isolats fongiques du genre Clonostachys rosea n’ont pas la capacité de produire
I’acide indole acétique malgré 1’addition d’un réactif révélateur (le réactif de Salkowsky)

(Figure 6) (Tableau 4).
1.2.  Production d’acide cyanidrique (HCN)

Les trois isolats fongiques du Clonostachys rosea (G133, Sn319112, Sn181022) n’ont
produisent pas 1’acide cyanhydrique ; révélé par la couleur du papier Wattman qui reste jaune
(Figure 7) (Tableau 4).

1.3. Production d’ammoniaque

Les trois isolats fongiques du genre Clonostachys rosea (G133, Sn319112, Sn181022)
produisent I’ammoniaque qui est révélée par I’apparition d’une couleur jaune ou orange

(Figure 8) (Tableau 4).
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Figure 6 : les isolats fongiques du Clonostachys rosea ne produisent pas I’ AIA.
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Figure 7 : Les trois isolats du Clonostachys rosea ne produisent pas ’HCN.
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Figure 8 : Production d’NH3 par les trois isolats du Clonostachys rosea.

2. Production d’enzymes
2.1.  Production de phophatase
Le test de solubilisation du phosphore montre que les trois isolats fongiques G133,
Sn319112 et Sn181022 étaient capables de solubiliser le phosphore inorganique sous forme
bicalcique. La solubilisation de phosphore est présentée par un changement de couleur du

milieu de culture (Figure 9) (Tableau 4).
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Figure 9: Solubilisation du phosphore bicalcique par les isolats fongiques du Clonostachys

rosea.

2.2.  Production de protéase
Les trois isolats fongiques produisent la protéase aprés 48 heures d’incubation, qui se
traduit par I’apparition d’une zone claire autour de la colonie (Figure 10) (Tableau 4).

2.3.  Production des pectinases

D’aprés ce test on a constaté que les trois isolats fongiques n’ont pas la capacité

de produire la pectinase qui dégrade la pectine (Figure 11) (Tableau 4).
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Figure 10 : Production de protéase par les isolats fongiques.
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Figure 11 : les isolats fongiques du Clonostachys rosea ne produisent pas la pectine.

2.4.  Production des cellulases
Les trois isolats fongiques n’ont pas la capacité de produire la cellulase qui dégrade la

cellulose (Figure 12) (Tableau 4).
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Figure 12: les isolats fongiques du Clonostachys rosea ne produisent pas la cellulase.

Tableau 4 : production des metabolites secondaires et des enzymes

Métabolite secondaire Enzyme
Isolats AlA HCN NH3 P Pc Pr Ce
fongiques
Sn181022 - - + + - + -
Sn319112 - - + + - + -
G133 - - + + - + -

+ : production.

- : pas de production.
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3. Evaluation de la croissance de I’orge (Hordeum vulgare L.) par

Clonostachys rosea

3.1. Effet des isolats fongiques du Clonostachys rosea sur le

développement de la partie aérienne

3.1.1. Effet des trois isolats du Clonostachys rosea sur la longueur moyenne de

la partie aérienne

D’aprés nos résultats, nous avons remarqué que I’inoculation de la semence de 1’orge

par les champignons du Clonostachys rosea a engendré une différence nette de la

longueur de la partie aérienne de trois traitements par rapport au témoin (Figure 13)

Figure 13 : plants d’orge apreés six semaines de I’inoculation.
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Figure 14 : Effet des isolats du Clonostachys rosea sur la longueur moyenne de la

partie aérienne.

D’aprés la figure 14, nous avons trouvé que la meilleure longueur de la partie
aérienne a été enregistrée chez les plantes inoculées par la souche Sn319112 avec une
longueur de 46 ,62 cm par rapport au témoin 43,34 cm. Ceci nous raméne a dire que la
souche Sn319112 a un effet benéfique sur la longueur de la partie aérienne.

3.1.2. Effet des isolats du Clonostachys rosea sur le poids frais moyen de la partie

aérienne
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Figure 15 : Effet de I’inoculation des isolats du Clonostachys rosea sur le poids
frais moyen de la partie aérienne.
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En ce qui concerne le poids frais moyen de la partie aérienne, I’analyse de la figure 15 a

montré que le meilleur poids frais est enregistré chez la souche Sn319112 avec un poids de

1,48 g par rapport au témoin (1,27 g).

3.1.3. Effet des trois isloats du Clonostachys rosea sur le poids sec moyen de la partie

aérienne
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Figure 16 : Effet de I’inoculation des isolats du Clonostachys rosea sur le poids

sec moyen de la partie aérienne.

Les résultats obtenus dans la figure 16 montrent que le poids sec moyen de la partie aérienne
est plus élevé chez la souche Sn319112 avec une valeur de 1,28 g par rapport au témoin 1,18

g, alors que la souche G133 présente le plus faible poids.
3.2. Effet des champignons du genre Clonostachys sur la partie racinaire

3.2.1. Effet isolats fongiques du Clonostachys rosea sur la longueur moyenne de la racine
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Témoin Sn181022 Sn319112 G133

Figure 17 : la longueur de la racine aprés six semaines de 1’inoculation par les isolats

fongiques du Clonostachys rosea.
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Figure 18 : Effet des trois isolats fongiques sur la longueur moyenne de la partie racinaire.

On observe sur la figure 18, que les témoins présentent une meilleure longueur de la partie
racinaire (23,03) alors que la souche G133 présente une valeur plus €levé (22,06) par rapport
aux autres isolats fongiques. Ceci nous ramene a dire que les trois isolats fongiques du

Clonostachys rosea n’ont pas un effet sur le développement racinaire.
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3.2.1. Effet des trois souches du Clonostachys rosea sur le poids frais moyen

de la partie racinaire
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Figure 19 : Effet des trois isolats fongiques du Clonostachys rosea sur le poids
frais moyen de la partie racinaire.

Concernant le poids frais moyen de la partie racinaire (figure 19), on remarque que les
témoins présentent un poids frais moyen de la partie racinaire plus élevé que les autres isolats
fongiques (2,85 g). Alors que la souche G133 présente une valeur plus élevé (2, 36 g) par

rapport aux autres isolats fongiques.

3.2.2. Effet des trois isolats fongiques du Clonostachys rosea sur le poids sec

moyen de la partie racinaire.
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Figure 20 : Effet des trois isolats du Clonostachys rosea sur le poids sec moyen de

la partie racinaire.
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D’apres la figure 20, on remarque que I’inoculation par les trois souches du
Clonostachys rosea présente une diminution du poids sec moyen de la partie racinaire par
rapport aux témoins. L’illustration montre aussi que la meilleure souche fongique est

Sn319112 qui présente un poids sec elevé (0,27 g).

4. Colonisation racinaire par les champignons du genre Clonostachys

rosea
Pour I’évaluation du taux de la colonisation des racines de 1’orge par les trois
champignons endophytes, des fragments de racines désinfectés ont été placés sur un
milieu PDA et apres 10 jours d’incubation, le taux de la colonisation racinaire par les
trois champignons a été déterminé. Selon les résultats obtenus, nous remarquons une
colonisation intense des fragments des racines traités par les endophytes testés
(Figure21) avec un taux de la colonisation racinaire qui dépasse 50% pour les trois

souches fongiques testées.

Figure 21 : colonisation racinaire des plants d’orge par les champignons du genre

Clonostachys rosea sur un milieu PDA.
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Les fragments traités avec la souche G133 a enregistré le taux le plus marqué
(100%) suivie par la souche Sn181022 (81.81%) tandis que la souche Sn319112 a
enregistré le taux de colonisation le plus faible (50%) (Figure 22).
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G133 Sn181022 Sn319112
isolats fongiques

Figure 22 : Taux de colonisation racinaire par les isolats du genre
Clonostachys rosea.

Technique de double coloration

L’observation des coupes des racines d’orge par le microscope optique (Figure 23)
confirme la capacité des souches de Clonostachys pour coloniser une gamme variée des

plantes.

Figure 23 : observation des coupes des racines d’orge sous le microscope optique.

T : Témoin (coupes des racines sans inoculum) ; T1 : coupes de racines inoculées par 1’isolat

(G133) du Clonostachys rosea.
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La rhizosphere ainsi que les racines des plantes renferment une collection de
microorganismes qui peuvent avoir un impact positif sur la croissance et la santé des plantes
(Ahmad et al., 2008).

Plusieurs champignons non pathogénes ont été révélés promoteurs de la croissance des
plantes. Ils ont été rapportés d’étre bénéfiques pour plusieurs cultures non seulement par la
promotion de la croissance mais aussi par la protection contre les stress biotiques et abiotiques
(Shivanna et al., 1996). Les champignons endophytes établissent une relation plus étroite avec leur

plante héte et peuvent de ce fait interagir plus longtemps avec la plante (Hallmann et al., 1997).

Clonostachys rosea est un antagoniste fongique, tres efficace réduit le développement d’une
gamme tres large de pathogenes (jensen et al., 2004 ; Ndiaye., 2007). 1l a été signalé fréquemment
sur les racines des plantes, sur les animaux et les insectes morts, sur les nématodes et sur de

nombreux champignons (Schroers et al, 1999).

Cet antagoniste peut agir par plusieurs mécanismes d’actions, le mycoparasitisme, la
compétition pour les nutriments disponibles, I'activité enzymatique, I’antibiose et la résistance
induite (Sutton et al., 1997).

Notre étude menée sur I’évaluation de l’effet des trois champignons du genre
Clonostachys spp. (G133, Sn319112, Sn181022) de promouvoir la croissance de 1’orge (Hordeum
vulguare L.), et leurs capacités in vitro de produire quelques métabolites secondaires a révélée des

résultats plus au moins satisfaisants.

Le test in vitro de la production de métabolites plus spécialement I’AIA et ’HCN a révélé
que les trois isolats de Clonostachys spp. (G133, Sn3119112, Sn181022) sont incapables de
synthétiser la phytohormone et le composé volatile mais il est possible qu’elles produisent d’autres

métabolites comme 1I’ammoniaque qui est produite par ces trois isolats du genre Clonostachys spp..

L’ammoniaque peut avoir un effet inhibiteur, principalement sur la croissance d’especes
fongiques phytopathogeénes par 1’alcalinisation du milieu (Bounoua., 2008). Donc I’ammoniaque

peut stimule la croissance indirectement par leur utilisation dans la lutte biologique.

Le test de la solubilisation du phosphore montre que les trois isolats fongiques solubilisent le
phosphate. Cette solubilisation est indiquée par un changement de couleur du milieu de culture. La
solubilisation du phosphore est souvent rapportée par la production des acides organiques et

I’abaissement du pH du milieu. L’inoculation par des microorganismes solubilisateurs du
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phosphore augmente la productivité de plusieurs cultures économiquement impartantes telles que le

blé, la luzerne et le soja (Ratul et al., 2012).

La Protéase ; est une enzyme qui dégrade les protéines, elle est produite par les trois isolats
fongique du genre Clonostachys rosea. Le test de pectinase a révélé que les trois isolats fongiques
n’ont pas la capacité de produire cette enzyme malgré que Clonostachys rosea soit capable de
produire d’autre enzymes tel que les chitinases, les glucanases, les protéases (Lorito et al., 2010).

Les trois isolats fongiques n’ont pas la capacité de produire la cellulase.

Clonostachys rosea est un mycoparasite dans lequel les enzymes dégradant les parois des
cellules telles que les chitinases et les sérine-protéases jouent un rdle important par le parasitisme
des pathogeénes fongiques de plantes (Geremia., 1993; Carsolio, 1994) Un total de 55 genes
codant pour des enzymes de dégradation des parois cellulaires ont été identifiés, y compris 32
glucanases, 14 protéases, et 9 chitinases. En outre, 19 génes codant des transporteurs ABC ont été
identifiés qui pourraient étre impliqués dans la détoxification des métabolites toxiques sécrétées par

le champignon pathogéne (Kosawang et al., 2014).

Un groupe d'agents de lutte biologique (ABC) a inclut les champignons mycotrophes tels
que Trichoderma spp. et Clonostachys spp. qui ont la capacité de parasiter et tuer d'autres
champignons (mycoparasitisme) et d'utiliser la biomasse fongique morte (saprophyte) (Druzhinina
et al., 2011). Ces champignons peuvent parasiter les champignons phytopathogenes directement par
sécrétion dans la paroi cellulaire des enzymes dégradant les chitinases, les B-1,3-glucanases, des [3-
glucanases et 1,6-protéases, et des antibiotiques tels que peptaibols, la gliotoxine, viridin et 6-pentyl
-2 H -pyranne-2-one (Lorito et al. , 2010 ; Druzhinina et al., 2011 ; Mukherjee et al 2012), mais

aussi grace a la concurrence pour I'espace et les nutriments.

Des tests réalisés au laboratoire en France ont permis de sélectionner une souche de
Clonostachys rosea capable de contréler le développement des maladies du bois de la vigne causée
par Eutypa lata et Phaeomoniella chlamydospora. Parmi d’autres micro-organismes testés en
protection des plaies de taille seule la souche de Clonostachys rosea semble intéressante pour
pouvoir contréler le développement d’Eutypa lata et de Phaeomoniella chlamydospora (Anonyme.,
2005).

Des travaux de recherche effectués par Ndiaye (2007) ont montré que le traitement du
compost avec C. rosea peut protéger efficacement la culture du niébé en réduisant significativement

le taux d’infection de Macrophomina phaseolina.
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Selon Sutton (1994), C. rosea est efficace aussi bien a basse température (10 — 15°C) qu’a

haute température (20 — 25°C) en supprimant Botrytis cinerea sur les fruits de 85% a 100%.

Des résultats tres satisfaisants de C. rosea contre 1’agent causal de la pourriture grise des
fruits Botrytis cinerea en traitement des fruits en conservation ont été signalés au Brésil (Sutton et
al., 1997).

La souche ACM941 de C. rosea utilisé en traitement des semences, colonise la rhizosphere
et les racines et permet une augmentation du développement de la plante. En outre, il réduit
significativement I’infection des plantules par un complexe de champignons tels qu’Alternaria
alternata, Fusarium oxysporium f. sp. pisi, F. solani f. sp. pisi, Pytium spp., Rhizoctonia solani et

Sclerotinia sclerotiorum, qui causent la fonte de semis sur le pois (Pisum sativum) (Xue., 2002).

Le test in planta de la promotion de la croissance par ’utilisation des trois isolats du

Clonostachys rosea (G133, Sn319112, Sn181022).

La souche Sn319112 est induit une phytostimulation des plants de ’orge. Cette
augmentation de la croissance s’est traduite par une augmentation de la biomasse aérienne. Alors
qu’elle n’a pas un effet sur la croissance de la partie racinaire par contre Ravnskov et al., 2006 a
montré que C,rosea k726 a un effet stimulateur de la croissance des plants de tomate grace

principalement a une solubilisation plus accrue du phosphore .

James et William (2007) ont breveté le 27 Septembre 2007 au Canada la souche C. rosea
88-710, apte a inciter la vigueur, la santé, la croissance et le rendement des végétaux. En effet, sous
forme d'inoculum, le champignon peut agir en symbiose avec les bactéries rhizobium pour stimuler
et produire un effet additionnel sur le développement de nodules fixateurs d'azote des légumineuses

et sur l'augmentation de la croissance des féves, du soja, des pois et de I'alfalfa notamment.

Clonostachys rosea est considéré comme un agent de lutte biologique efficace contre
plusieurs phytopathogenes ce qui confirme les résultats de Hamel et Samet (2011) que les souches
de Clonostachys spp . ont un pouvoir mycoparasitaire a 1’égard des souches de trois champignons
pathogenes (Fusarium oxysporum f.sp albedinis, Fusarium oxysporum f.sp lycopersici et

Gaeumannomyces graminis var. Tritici) donc c’est un agent de biocontrol trés efficace.

D’aprés le test de colonisation racinaire sur boite de pétri et sous microscope optique

clonostachys rosea est bien colonisé les racines d’orge ce que peut conférer a la plante une plus
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Chapitre Discussion

grande capacité a tolérer les conditions du stress. Le taux de colonisation racinaire par les trois
isolats du Clonostachys rosea était élevé qui atteint 100 % pour la souche G133 et 81,81 % par
Sn181022. La colonisation des racines d’orge par ce champignons peut lui attribue plusieurs
d’avantages tels 1’inhibition de I’activit¢ des microorganismes phytopathogenes qui limitent la

productivité des végétales ainsi que la compétition avec les phytopathogénes pour I’espace.
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Conclusion

Clonostachys rosea est une espéce de champignon dans la famille
Bionectriaceae. Il colonise les plantes vivantes comme un endophyte, et digere la
matiere dans le sol comme un saprophyte. Il est également connu comme un parasite
d'autres champignons et des nématodes. Il produit un large éventail de composés
organiques volatils qui sont toxiques pour les organismes, y compris d'autres

champignons, les bactéries et les insectes, et est d'intérét dans la lutte biologique.

Certaines espéces de Clonostachys peuvent également favoriser la croissance
des plantes et de susciter la résistance induite qui peut protéger les plantes contre

I'attaque pathogéne.
Au terme de notre étude on a constaté que :

Les trois isolats fongiques du Clonostachys rosea sont révélés non producteurs
de métabolites secondaires in vitro impliqués dans la promotion de la croissance
vegétale, ils ne produisent pas 1’acide indole acétique (AIA) et ’acide cyanhydrique

(HCN). Par contre, ils synthétisent ’ammoniaque (NH3).

Les trois isolats fongiques du Clonostachys rosea ont la capacité de solubiliser
les Phosphates par la production des Phosphatase. La production du Protéase a été
retrouvée chez les trois isolats fongiques, alors que la Péctinase et la cellulase n’ont pas

été produite par les isolats du Clonostachys rosea

La souche Sn319112 a un meilleur développement de la partie aérienne quelle que soit
le paramétre de la croissance (de la longueur, le poids frais et le poids sec). Les trois
souches fongiques de Clonostachys rosea n’ont pas un effet sur la biostimulation de la

croissance de la partie racinaire.
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Conclusion

Clonostachys rosea est utilisé beaucoup plus dans la lutte biologique contre les agents

phytopatogenes. 1l est considéré comme un champignon tres efficace dans le
biocontrole.
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Annexe 1

Milieux de cultures utilisés.

Milieu de culture PDA (Jonsthon et Booth., 1983)

Pomme de terre 200g
Dextrose 159
Agar 20g
pH=6,8

Milieu de culture Luria-Bertani enrichi avec du tryptophane (Bric et
al., 1991)

Tryptone 10g
Extrait de levure 5¢
NaCl 5¢
L-tryptophane 1,029
Agar 209
pH= 6,7

La préparation de réactif de Salkowski est opérée sous une haute aspiratoire réservée
pour la manipulation des produits chimiques (en mélangeant).

Milieu de culture de production d’HCN (Kloepper et al., 1991).

Milieu PDA + 4,49 de glycine

Milieu de production de I’ammoniaque (NH3) (Cappucino et Sherman., 1992)
Peptone 109
NaCl 50

L’eau distillée stérile 1L



Annexe 2

Milieu de culture PVK (pikovskaya., 1948)

(NH)2SO,4 0,5¢
Extrait de levure 0,59
Phosphate bicalcique 5¢
KClI 0,29
MgSO,, 7TH20 0,19
Glucose 109
Agar 179
MnSO4 trace
FeSO, trace
Bleu bromophénol Aml/l
Eau distillée 1L
pH= 6,7

lait écrémé Agar (Sunish Kumar et al., 2005)

Caséine 5¢
Extrait de levure 2,59
Glucose 1g
Solution de 7% de lait écrémé 100ml
Eau distillée 1L
Agar 159

pH=7,5



Annexe 3

Milieu minimum M9 Agar (Miller., 1974)

Nay;HPO4 69
KH,PO, 39

NaCl 0,59
NH.CI 1g
Eau doublement distillee 1L
Agar 209
pH=6,8.

Milieu de production de pectinase (Cattelan et al., 1999)
Milieu minimum M9 agar + 10 g de pectine + 1,2 g d’extrait de levure.
Milieu de production de cellulase (Cattelan et al., 1999)

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



Annexe 2

Résultats de la partie in planta

Effet des isolats du Clonostachys rosea sur la longueur moyenne de la partie

aérienne :

Moyenne Ecartype
Temoin 43,3448276 6,52
G133 43,6206897 4,47
>n181022 44,8965517 5,32
Sn3119112 46,6206897 4,86

Effet de ’inoculation des isolats du Clonostachys rosea sur le poids frais moyen

de la partie aérienne.

Moyenne Ecartype
Témoin 1,27448276 0,29
G133 1,23965517 0,25
Sn181022 1,43068966 0,37
Sn319112 1,48724138 0,28

Effet de ’inoculation des isolats du Clonostachys rosea sur le poids sec moyen

de la partie aérienne :

Moyenne Ecartype
Témoin 0,18 0,048
G133 0,16068966 0,037
Sn181022 0,18655172 0,047
Sn319112 0,21827586 0,037




Effet des trois isolats fongiques sur la longueur

moyenne de la partie

racinaire :

Moyenne Ecartype
Témoin 23,0344828 8,85
G133 22,0689655 7,78
Sn181022 21,4482759 8,2
Sn319112 20,3793103 6,49

Effet des trois isolats fongiques du Clonostachys rosea sur le poids frais moyen de

la partie racinaire :

Moyenne Ecartype
Témoin 2,85275862 1,29
G133 2,36310345 0,86
Sn181022 1,43931034 0,46
Sn319112 1,56344828 0,59

Effet des trois isolats du Clonostachys rosea sur le poids sec moyen de la partie

racinaire :

Moyenne Ecartype
Témoin 0,32 0,16
G133 0,17586207 0,08
Sn181022 0,15724138 0,08
Sn319112 0,27758621 0,09
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