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Tolérance au stress abiotique de champignons endophytes isolés de
Zygophyllum album

Résume
Cette étude, s’intéresse a I’évaluation in vitro de la tolérance de quelques champignons
endophytes, isolés de la plante Zygophyllum album de région d’Adrar, aux stress abiotiques

(stress salin, hydrique et thermique) .

Pour le test de stress salin et sur le milieu PDA, les douze isolats fongiques (Penicillium
sp., deux isolats de genre Alternaria sp.,quatre isolats de genre Botryosphaeriaceae, trois isolats
de genre Fusarium sp., Aspergillus sp.et Curvularia sp.) montrent une croissance en présence
des concentrations de 15 g/l et 45 g/l de Na ClI et une faible croissance a la concentration de 75
o/l par rapport au témoin (0 g/l). Par contre sur le milieu PDB, les souches fongiques
enregistrent une bonne croissance a 15g/l , 45 g/l et méme a 75 g/l de NaCl a I'exception de
trois souches (Curvularia sp. et deux souches de la famille des Botryosphaeriaceae) qui
montrent une croissance faible par rapport au témoin. Le test de stress thermique & une
température de 45 C, tous les souches ont montré une faible croissance par rapport au témoin,
alors qu’a 70°C tous les souches ont enregistré une bonne croissance. Pour le test de stress
hydrique, uniquement trois souches (Alternaria sp. , Aspergillus sp. et Fusarium sp.) ont pu
croitre dans ces conditions . Une absence de la germination des semences de tomate inoculées
par quelques champignons endophytes et en présence d’une concentration de 75 g/l de Na Cl a
été constatée. Parmi les douze souches fongiques testés seulement trois souches fongiques
Alternaria sp. (BA12s), Aspergillus sp. (I1A195) et Fusarium sp. (1Az10) , sont halophiles extrémes,
thermo-tolérants et résistants au stress hydrique , peuvent étre utilisée pour conférer I'adaptation
des plantes aux stress abiotique.

Mots-clés : champignons endophytes, stress hydrique , stress abiotique, tolérance, in vitro,

halophile.



Abiotic stress tolerance of endophytic fungi isolated from Zygophyllum album

Abstract
This study is concerned with the in vitro evaluation of the tolerance of some endophytic
fungi, isolated from the Adrar region plant Zygophyllum album, to abiotic stresses (salt, water

and thermal stress).

For the salt stress test and the PDA medium, the twelve fungal strains (Penicillium sp.,
two isolates of genus Alternaria sp., four isolates of genus Botryosphaeriaceae, three isolates of
genus Fusarium sp., Aspergillus sp. and Curvularia sp.) show growth in the presence of 15 g/ |
and 45 g/ | NaCl and a low growth at 75 g / | relative to the witness (0 g / ). On the other hand,
on the PDB medium, the fungal strains show good growth at 15g/1,45g/land even 75 g / | of
NaCl with the exception of three strains (Curvularia sp. and two strains of the family of
Botryosphaeriaceae) which show low growth compared to the control. The heat stress test at a
temperature of 45°C, all the strains showed a weak growth compared to the control, whereas at
70 ° C all the strains recorded a good growth . For the water stress test, only three strains
(Alternaria sp., Aspergillus sp., and Fusarium sp.) were able to grow under these conditions. An
absence of germination of tomato seeds inoculated by some endophytic fungi and in the presence
of a concentration of 75 g / | NaCl was found. Of the twelve fungal strains tested, only three
fungal strains Alternaria sp. (BAizs), Aspergillus sp. (IA1gs) and Fusarium sp. (1Agi0), are
extreme halophiles, thermo-tolerant and resistant to water stress, can be used to confer plant
adaptation to abiotic stress.

Keywords : endophytic fungi, water stress, abiotic stress, tolerance, in vitro, halophilic .
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INTRODUCTION

Introduction

Les conditions climatiques défavorables qui créent des stress abiotiques sont parmi les
principaux facteurs responsable de déclin de la productivité agricole (PADGHAM, 2009 ;
GRAYSON, 2013). Selon le rapport de la FAO (2007), seulement 3,5% de la superficie totale du
globe n'a été affectée par aucune contrainte environnementale. Les stress abiotiques dominants
comprennent la sécheresse, les basses et les hautes températures, la salinité et les conditions
acides ainsi que la carence en nutriments (BAILEY-SERRES et VOESENEK, 2008). Le déficit
hydrique (sécheresse) a affecté 64% de la superficie terrestre mondiale, 13% d'inondation et 6%
de salinite (MITTLER, 2006; CRAMER et al., 2011). Sur les 5,2 milliards d'hectares de terres
arides cultivées dans le monde, 3,6 milliards d'hectares sont touchés par les problemes d'érosion,
de degradation des sols et de salinité (RIADH et al., 2010). De méme, le colt annuel global de la
dégradation des terres par la salinité dans les terres irriguées a s'élevé a 27,3 milliards de dollars
américains en raison de la perte de production agricole (QADIR et al., 2014).

A cet égard I'homme a pensé se retourner vers la nature et chercher les vertus d'intérét
économique chez les microorganismes a travers les associations que forment ces derniers avec
les plantes. Les interactions des microorganismes avec les plantes cultivées sont essentielles a
I'adaptation et a la survie des deux partenaires dans l'environnement abiotique. Le rble des
micro-organismes dans l'atténuation des stress abiotiques chez les plantes a été un sujet de

grande préoccupation au cours des derniéres décennies (SOUZA et al., 2015).

Des études ont montré que certaines espéces et / ou souches microbiennes améliorent la
tolérance des plantes aux stress abiotiques tels que la sécheresse, la salinité, la carence ou I'exces
de nutriments (YANG et al., 2009) et les teneurs élevées en métaux lourds (GROVER et al.,
2010). Plus précisément, les micro-organismes rhizosphériques ont le plus grand impact sur la
tolérance des plantes agricoles aux stress abiotiques. Les (PGPR) Plant Growth Promoting
Rhizobacterie ou les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes, qui vivent en
association avec les racines des plantes, provoquent la plus grande influence sur les plantes,

affectant leur productivité et leur immunité (YANG et al., 2009) .
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Yang et al. (2009) ont introduit le terme «tolérance systémique induite» (TSI) causée par
les PGPR. Selon ces auteurs, le mécanisme de TSI provoque des changements physiques et
chimiques dans les plantes, ce qui entraine une tolérance des plantes aux stress abiotiques.
Comme les PGPR on a les PGPF (Plant Growth Promoting Fungi), plusieurs études indiquent
que les champignons mutualistes (PGPF) contribuent d’une maniere significative a, ou sont tenus
responsables de l'adaptation des plantes face a des conditions de stress environnementaux, y
compris la sécheresse, la chaleur et les pathogénes et méme des conditions limitant la présence
des nutriments (STONE et al., 2000). Chez les plantes, les PGPF peuvent étre épiphytiques et /
ou endophytiques (SELOSSE et al., 2004). Plusieurs études ont démontré que les plantes
associées a des champignons endophytes ont été plus tolérantes a la sécheresse, a la chaleur, a la
toxicité des metaux et a la salinite élevée (LEWIS, 2004; RODRIGUEZ et al., 2004; WALLER
et al., 2005).

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail dont I’objectif consiste a I’étude la
tolérance au stress abiotique des champignons endophytes isolés d'une plante Zygophyllum
album de la région d'Adrar vivant dans des condition extréme de température et de stress

hydrique . L’étude est consacrée aux :

» Stress salin avec I’application de différentes concentrations du sel (15 g/, 45 g/l
et 75 g/l de NaCl)

> Stress thermique avec I’application de température de 45 et 70 C)

» Stress hydrique : I’effet de la présence de 20% de PEG (polyéthyléne glycol).

> Un test préliminaire de sélection de quelques champignons qui tolérent le stress
salin de concentration 75 g/l de NaCl pour étudier leurs effets sur la germination

des semences de tomate.
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1.1 Généralités sur le stress abiotique

I.1.1. Notion de stress

Le terme « stress » défini I'ensemble des perturbations biologiques provoquées par une
agression quelconque sur un organisme. C’est un processus qui induit une contrainte
potentiellement néfaste sur un organisme vivant. En revanche ce terme lorsqu’il est utilisé en
biologie végétale, a des connotations particuliéres, il représente le (s) facteurs(s) responsable(s)
des perturbations, et des changements, plus ou moins brusque par rapport aux conditions
normales de la plante subies au cour de son développement (BOUCHOUKH, 2010). En effet, le
stress signifie la déviation dans le développement et les fonctions normaux de la physiologie des
plantes, il est percu au niveau cellulaire puis transmis a la plante entiére. Le changement dans
I’expression des génes qui s’ensuit modifie la croissance et le développement de la plante et
influence ces capacités reproductives, causant ainsi des dommages sur celle ci (BENKOLI et
BOUZEGHAIA, 2016).

1.1.2. Stress abiotique

Les facteurs abiotiques sont ceux liés a l'action du non-vivant sur le vivant, ils sont dd
principalement a des facteurs environnementaux susceptibles de déclencher des modifications
dommageables, provoquant ainsi chez une espéce végétale une augmentation du taux de
mortalité de la population. En effet, les plantes se trouvent rarement dans des conditions
environnementales optimales, elles se trouvent souvent dans des conditions extrémes qui
amenent les organismes a la limite de la survie. Les plus importantes de ces contraintes, suite aux
roles majeurs qu’elles jouent dans les fonctions essentielles de la plante, sont la variation de la
précipitation, de la température, de la sécheresse et de la salinité (LEZZAR et MEZIANI, 2015).
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1.1.2.1. Stress salin

La salinité, est definie selon plusieurs chercheurs comme étant la présence de processus
pédologique selon lequel le sol s’enrichit anormalement en sels solubles acquérant ainsi un
caractére salin. C’est un facteur environnemental trés important qui limite la croissance et la
productivité agricole. La salinité élevée des sols due essentiellement au chlorure de sodium, qui
affecte le tiers des terres a I'échelle mondiale et constitue un facteur limitant la production
végetale. La salinité se rencontre dans de nombreuses zones arides et semi arides (DREVON et
al., 2001). En Algérie les facteurs qui contribuent a I'extension du phénomeéne de salinisation des
terres sont liés a I’aridité du climat qui porte plus de 95% du territoire national. La qualité
médiocre des eaux d’irrigation, le systeme de drainage souvent inexistant ou non fonctionnel, la
conduite empirique des irrigations, le fort ensoleillement et la faible pluviométrie font accumuler
les sels dissous en surface. Ces accumulations transforment profondément les propriétés
physique et chimique du sol avec pour conséquence principale un milieu qui devient non
productif voir stérile (AMROUCHE et MESBAH, 2017).

1.1.2.2. Stress thermique

Pour effectuer sa croissance et son développement, la plante exige une gamme
bien particuliere de températures. Chaque plante posséde une température optimale de
croissance et de développement, lorsque la température avoisine se limite, la croissance diminue
et au-dela, elle s’annule (HAICHOUR, 2009). Le stress thermique est souvent défini quand les
températures sont assez hautes ou basses pendant un temps suffisant pour qu'elles
endommagent irréversiblement la fonction ou le développement des plantes. Elles peuvent
étre endommagées de différentes maniéres, soit par des températures basses ou élevées de
jour ou de nuit, par I’air chaud ou froid ou par les températures élevées du sol. La
contrainte thermique est une fonction complexe qui varie selon [l'intensité (degré de la
tempeérature), la durée et les taux daugmentation ou de diminution de la température
(OUKARROUM, 2007) . On appelle températures critiques, les températures minima et
maxima au-dessous et au-dessus desquelles le végeétal est tué. Elles sont extrémement
variables suivant les espéces et selon le stade de végetation (AMROUCHE et MESBAH,
2017).
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1.1.2.3. Stress hydrique
La notion de stress hydrique ou sécheresse renvoie en réalité le plus souvent a de
nombreuses définitions :

» En méteorologique, la secheresse est une absence prolongée voire une faible distribution
des précipitations, en relation avec une valeur dite normale.

» En hydrologie, on parle de secheresse des lors qu'a I'échelle régionale la hauteur des
pluies est inférieure a la moyenne saisonniére, ce qui se traduit par un approvisionnement
insuffisant des cours d'eau et des réserves d'eau superficielles ou souterraines.

» Enagriculture, Le stress hydrique peut se définir comme le rapport entre la quantité d’eau
nécessaire a la croissance de la plante et la quantité d’eau disponible dans son
environnement . La demande en eau de la plante est quant elle est déterminée par le

niveau de transpiration ou évapotranspiration (MOUELLEF, 2010).

En effet, on assiste a un stress hydrique lorsque la demande en eau dépasse la quantité
disponible pendant une certaine période de sécheresse ou la plante est placée dans un
environnement qui amene a ce que la quantité d'eau transpirée par la plante soit supérieure a la
quantité qu'elle absorbe. L’installation d’une sécheresse se manifeste par la combinaison d’une
part, de la restriction de la disponibilité en eau du sol et, d’autre part, de I’augmentation de la
demande évaporatrice (KARA et ZERGUINE, 2016).

Le manque d’eau, déficit hydrique ou la sécheresse représente le stress abiotique le plus
sévere, auquel la culture du blé dur fait face dans les conditions de productions des zones arides
et semi- arides (CHENNAFI et al., 2006).

1.1.3.Effets des stress abiotiques sur les plantes

Les plantes deviennent déficientes en nutriments et perdent leur schéma physiologique
normal de croissance et de développement en raison de conditions acides variées. L'exposition a
la salinité entraine une toxicite ionique (MUNNS et TESTER, 2008). La sécheresse diminue les
taux de germination, la photosynthese de l'intégrité de la membrane et de la génération accrue
d'espéces réactives de l'oxygéne (GREENBERG et al., 2008). Le stress hydrique prolongé
diminue le potentiel hydrique et I'ouverture stomatique, réduit la taille des feuilles, réduit la

croissance des racines, réduit le nombre de graines, leur taille et leur viabilité, retarde la
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floraison, la fructification, limite la croissance et la productivité des plantes (XU et al., 2016). La
salinité et la sécheresse ont éte les principales causes de stress osmotique pour les plantes. Une
température plus élevée entraine une dénaturation et une agrégation importantes des protéines
cellulaires qui, si elles ne sont pas contrdlées, conduisent a la mort cellulaire. La basse
température altere les processus métaboliques, a travers les altérations des propriétés
membranaires, les changements dans la structure des protéines et les interactions entre les
macromolécules ainsi que l'inhibition des réactions enzymatiques. Les métaux lourds interferent
avec de nombreux processus biochimiques et physiologiques, y compris la photosynthése, la
respiration, le métabolisme de l'azote et des protéines et I'absorption des nutriments (ZHANG et
al., 2009).

1.1.4. Réponses des plantes au stresse abiotiques a la température, a la sécheresse et a la
salinité

Les réponses utilisées par les plantes confrontées a la chaleur ou a la sécheresse
comprennent I'évasion, I'évitement et I'adaptation (FAROOP et al., 2009). les plantes sont des
organismes sessiles, I'évasion peut prendre la forme d'une durée de vie raccourcie, y compris un
temps de floraison plus précoce (ARAUS et al., 2002 ; FAROORP et al., 2009). Une diminution
de la durée de vie des plantes cultivées en dessous des niveaux optimaux entraine souvent une
diminution du rendement . Un temps de floraison plus précoce peut signifier que la plante alloue
moins de ressources a la biomasse végetative et plus de ressources a la reproduction et a la
production de semences (TURNER et al., 2001).

Les stratégies d'évitement et d'adaptation & la sécheresse comprennent la fermeture des
stomates, la réduction de la surface foliaire (LORENA et ERNESTO, 2005), la présence d'une
cuticule ou d'un revétement cireux a la surface des feuilles (SMITH et al., 2006), I'augmentation
de la profondeur d'enracinement et l'altération de la morphologie racinaire (WEIR et
BARRACLOUGH 1986, PINHEIRO et al., 2005). Ces changements phénotypiques peuvent
diminuer la perte d'eau due a la transpiration et augmenter la capacité de la plante a absorber
I'eau du sol. L'augmentation de la teneur en soluté dans le phloeme et I'annélation du phloeme
pour réduire l'allongement des tiges peut également permettre la croissance des plantes en
conditions de sécheresse (FAROOP et al., 2009).
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Au niveau tissulaire et cellulaire, les mécanismes de tolérance a la sécheresse
comprennent l'ajustement osmotique par I'accumulation de glucides non structuraux ou des
changements dans I'élasticité de la paroi cellulaire (IZANLOO et al., 2008). L'ajustement
osmotique et le maintien de la turgescence qui en résulte peuvent retarder les dommages
irréversibles aux membranes cellulaires et permettre la poursuite des fonctions cellulaires (ELMI
et WEST 1995). L'ameélioration de I'ajustement osmotique semble entrainer une diminution de la
sécheresse, ce qui entraine une diminution de I'accumulation d'acide abscissique (IZANLOO et
al., 2008).

Une forte salinité entraine a la fois des stress hyperioniques et hyperosmotiques et peut
entrainer la mort des plantes (HASEGAWA et al., 2000). Il est rapporté que les plantes qui
poussent dans des conditions salines sont affectées de trois fagons: réduction du potentiel
hydrique dans la zone racinaire entrainant un déficit hydrique, phytotoxicité des ions tels que
Na* et CI et déséquilibre des nutriments diminuant I'absorption et le transport des nutriments. Le
Na* entre en compétition avec K* pour les sites de liaison essentiels aux fonctions cellulaires
(MUNNS, 2002).

La concentration en sel excessive augmente egalement le potentiel osmotique de la
matrice du sol, ce qui limite I'absorption d'eau par les plantes. Le sodium est I'ion toxique
primaire, car il interfére avec l'absorption de K* et perturbe la régulation des stomates, ce qui
provoque finalement la perte d'eau et la nécrose. D'autre part, CI" induit des symptémes de
toxicité chlorotique dus a une production altérée de chlorophylle . Bien que, Na* et CI” soient les
principaux ions qui produisent de nombreux troubles physiologiques chez les plantes, en
particulier CI™, qui est le plus dangereux que Na* (TAVAKKOLI et al., 2010). Dans les cellules
vegétales, CI" est nécessaire pour la régulation de certaines activités enzymatiques dans le
cytoplasme. C'est aussi un co-facteur dans la photosynthese et il est impliqué dans la régulation
de la turgescence et du pH. Cependant, il est toxique pour les plantes a des concentrations
élevées, les niveaux critiques de toxicité étant de 4 a 7 mg g -1 pour les especes sensibles au Cl
et de 15 a 50 mg g -1 pour les espéces tolérantes au CI° (XU et al., 2000, WHITE et
BROADLEY, 2001).



CHAPITRE | : SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUES

A cet égard I'homme a pensé se retourner vers la nature et chercher les vertus d'intérét
économique chez les microorganismes a travers les associations que forment ces derniers avec
les plantes. Les interactions des microorganismes avec les plantes cultivées sont essentielles a
I'adaptation et a la survie des deux partenaires dans I'environnement abiotique. Le rble des
micro-organismes dans l'atténuation des stress abiotiques chez les plantes a été un sujet de

grande préoccupation au cours des derniéres décennies (SOUZA et al., 2015).

I.2.Les microorganismes utilisées dans I'adaptation des plantes aux stress

abiotiques

Les plantes faconnent leur environnement microbien et peut interagir avec divers
micro-organismes bénéfiques. Ces interactions peuvent améliorer la croissance des plantes
et l'aident a résister a des conditions de stress biotiques et abiotiques. Les plus connus sont
les interactions microbiennes bénéfiques avec les champignons mycorhiziens et les bactéries de
genre Rhizobium. 80% de toutes les especes de plantes terrestres forment des relations
symbiotiques avec les mycorhizes (HARRISON ,2005). Des associations bénefiques avec
d'autres microbes existent a la fois pour diverses espéces rhizosphériques, généralement
appelée PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) ainsi que de divers champignons,
désignées par PGPF (Plant Growth Promoting Fungi). Les PGPR et les PGPF peuvent
stimuler la croissance des plantes et / ou conférer aux plantes une meilleure résistance
aux stress biotiques et abiotiques ( LUGTENBERG et KAMILOVA , 2009).

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

Les PGPR habitent la rhizosphére de nombreuses plantes agricoles et participent a leurs
croissance et a la lutte contre les maladies causées par les champignons pathogeénes, les
bactéries, les virus et les nematodes (KLOPEP et al., 2004). Yang et al. (2008) ont introduit le
terme «tolérance systémique induite» (TSI) causée par les PGPR. Selon ces auteurs, le
mécanisme de I'TSI provoque des changements physiques et chimiques dans les plantes, ce qui
entraine une tolérance des plantes aux stress abiotiques. Les PGPR atténuer l'impact de la
sécheresse sur les plantes a travers un processus appelé tolérance systémique induite (TSI) qui
comprend: la production de cytokinines qui provoque l'accumulation d'acide abscissique (ABA)

dans les feuilles, ce qui a son tour entraine la fermeture des stomates, la production
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d'antioxydants (par exemple, I'enzyme catalase) provoque la dégradation des formes réactives de
I'oxygéne et la dégradation du précurseur d'éthylene 1-amino- cyclopropane-1-carboxylate
(ACC) par I'ACC désaminase bactérienne (YANG et al., 2009).

Les contraintes environnementales peuvent étre la cause de la production d’éthyléne
hormonal chez les plantes, qui se traduit par des réactions d'inhibition de la croissance et du
stress. Habituellement, I'éthylene est formé dans les plantes a partir du précurseur acide
1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC). Certaines bactéries produisent des ACC
désaminases, qui dégradent I’ACC, réduisant ainsi la formation d'éthyléne dans les plantes. C’est
de cette maniere qu’Achromobacter piechaudii induit une tolérance systémique contre la

sécheresse et le sel et favorise la croissance des plantes (GLICK, 2007).

Le role de plusieurs occupants de la rhizosphére dans la croissance des plantes, la
promotion et l'atténuation de plusieurs types de stress abiotiques ont été documentées ;
Pseudomonas (SORTY et al., 2016), Azotobacter (SAHOO et al., 2014 ), Azospirillum (OMAR
et al., 2009), Rhizobium (SORTY et al., 2016), Pantoea (SORTY et al., 2016), Bacillus (SORTY
et al., 2016), Enterobacter (SORTY et al., 2016), Bradyrhizobium (PANLADA et al., 2013),
Methylobacterium (MEENA et al., 2012), Burkholderia (OLIVEIRA et al.,, 2009) et
Cyanobactéries (SINGH et al., 2011) .

1.2.2.Les PGPF ou les champignons bénéfiques

Des champignons bénéfiques ont été appelés PGPF “ Plant Growth-Promoting Fungi”
(BENT, 2006).Les PGPF peuvent conférer a leurs plantes hétes une tolérance a divers stress
biotiques et abiotiques, occasionnés entre autres par la secheresse, la chaleur, les herbivores et
les attaques de pathogénes (RODRIGUEZ et al., 2008). les PGPF représentés par les genres
Trichoderma, Fusarium, Penicillium, Phoma et d'autre ont été signalés comme étant bénéfiques
pour plusieurs plantes. Fait intéressant, il semble que la tolérance au stress de la plante hote n'est
pas une caractéristique génerale de l'interaction avec les PGPF, mais une caractéristique du
milieu spécifique de l'interaction (REDMAN et al., 2002 ; RODRIGUEZ et al., 2008) .

Chez les plantes, les PGPF peuvent étre épiphytiques et /ou endophytiques (SELOSSE
et al., 2004) .
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1.3. Quels sont les endophytes?

La definition la plus couramment utilisée pour décrire les endophytes est celle de Petrini
(1991), qui definit les endophytes comme étant tous les microorganismes qui vivent dans les
organes internes des plantes & un certain moment de leur vie et peuvent coloniser les tissus
végétaux internes sans causer de dommage apparents chez I’hdte (HYDE et SOYTONG , 2008).

Littéralement, le mot endophyte est dérivé du grec, «endo» signifie « intérieur » et «
phyton » signifie « plante » (JALGAONWALA et al., 2010). Le terme endophyte a été utilisé
pour la premiére fois par Debray en 1866 pour décrire les champignons qui colonisent I'intérieur
des tissus végétaux des tiges et des feuilles (MORICCA et RAGAZZI, 2008 ; MANSOURI,
2011). Le terme endophyte englobe des bacteries, des algues et des champignons (SURENDRA
etal., 2011).

Les champignons sont les microorganismes les plus fréquemment isolé en tant
gu’endophytes (STROBEL et al., 2004). Ce sont des champignons qu’ils peuvent croitre de
facon intra et/ou intercellulaires dans les tissus internes des plantes, sous la couche des cellules
épidermiques, résident d’une maniere asymptomatique dans le tissu interne des plantes
(MORICCA et RAGAZZI., 2008 ; VEGA etal., 2008 ; PIMENTEL etal., 2011).

les endophytes sont des organismes et des nano-organismes, les bactéries et les
champignons endophytes qui vivent dans les plantes d’une maniére inter ou intracellulaire en
interagissant biochimiquement et genétiquement avec I'hdte, sans induire de symptémes de
pathogénicité. Cette définition élargie rapporte les fonctions principales de ces microorganismes,
notamment, la promotion de la croissance et la défense par la synthése des phytohormones, de
biosurfactants, d’enzymes ou des précurseurs de métabolites secondaires des végétaux
(www.endophytes. eu).

Ils sont présents et ont été isolés de toutes les plantes déja étudiées, et leurs facons de
croitre asymptomatiquement dans les tissus de plantes a induit que leurs relations avec I’hote
était de I’ordre du mutualisme et de la symbiose (STROBEL et al., 2004 ; HYDE et
SOYTONG, 2008) (Figure 1).

10
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Figure 1: Modes de croissance des champignons endophytes dans les tissus des plantes Hotes.
(KUSARI et SPITELLER , 2012).

1.3.1.Diversité des endophytes

Des estimations récentes (2007) ont démontré que plus de 90% d’espéces de
champignons endophytes ne sont pas décrites (SHIPUNOV et al., 2008), et seulement 80.000 a
100.000 espéces ont été décrites en 2008 (HUANG et al., 2008). 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 réveler une grande diversité d’endophytes (SAAR et al., 2001) ont et vont permettre
I’identification de nouvelles espéces (ZABALGOGEAZCOA , 2008).

1.3.2.Distribution géographique des champignons endophytes

La présence endophytique et la diversité sont en corrélation avec l'altitude. Les especes
fongiques recueillies dans la forét tropicale de basse altitude (ile Barro Colorado, Panama)
dans la forét boreale du nord (Schefferville, Québec, Canada) ont montré une plus faible

diversité des especes dans les hautes altitude , représentées par plusieurs classes

11
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d'Ascomycota, alors que les sites tropicaux avaient une plus grande diversité d'espéces
mais un  petit nombre de classes (ARNOLD et LUTZONI, 2007).

De plus, la spécificité d'une zone biogéographique peut s'expliquer par des raisons. Dans
les zones désertiques, une faible diversité fongique des plantes peut étre due a la végétation rare
et aux conditions climatiques, puisque la propagation horizontale des champignons nécessite de
I'hnumidité pour la sporulation et l'infection. Une autre explication est que les endophytes du
désert ont une large aire de répartition en tant que bénéficiaires opportunistes de la plante
infectée, les endophytes surmontant des conditions extrémes comme la chaleur intense, le

rayonnement uv et la dessiccation (SUN et al., 2011).

Dans la zone antarctique, la diversité des endophytes est plus faible que les zones
tempérées et tropicales. Les communautés végétales tropicales sont riches en biodiversité, y
compris les endophytes. Cependant, les endophytes tropicaux sont moins spécifiques a I'hdte que
ceux des régions tempérées (ROSA et al., 2010 ; UREN et al., 2012).

1.3.3. La Transmission des champignons endophytes

La transmission des endophytes peut étre verticale ou horizontale. La transmission
verticale, les hyphes du champignon sont transmis de la plante infectée vers la descendance via
les graines (SAIKKONEN et al., 2004). Les champignons se transmet horizontalement par les
spores sexuées ou asexuées et va donc infecter les autres plantes (ARNOLD et al., 2003 ;
GALLERY et al., 2007).

1.3.4.Une symbiose adaptée a I'habitat par des endophytes fongiques

Le concept selon lequel les endophytes fongiques s'adaptent au stress d'une maniére
spécifique a I'habitat a été confirmé avec différentes espéces de champignons et de plantes et
différents stress environnementaux (RODRIGUEZ et al., 2008). En réalisant des études au
laboratoire et sur le terrain d'endophytes de classe Il a partir de plantes provenant de sols
géothermiques, de plages cotieres et de champs agricoles, Rodriguez et al.(2008) ont observé un
nouveau phénomene écologique defini comme une symbiose adaptée a I'habitat. Ils ont
déterminé que les endophytes provenant de ces habitats conferent une tolérance au stress
spécifique a I'habitat pour les plantes. (REDMAN et al., 2002 ; RODRIGUEZ et al.,2008 ).

12
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Il est intéressant de noter que la tolérance au stress conférée par certains endophytes
implique des adaptations fongiques spécifiques a [I'habitat. Par exemple, dans les sols
géothermiques du parc national de Yellowstone, WY, une espéce végetale Dichanthelium
lanuginosum a été étudiée et s'est révélée étre colonisée par un endophyte dominant Curvularia
protuberata. Cette espéce confere une tolérance thermique a la plante héte, et ni le champignon
ni la plante ne peuvent survivre séparéement les uns des autres lorsqu'ils sont exposés a un stress
thermique > 38 °C (REDMAN et al., 2002 ).

Une étude comparative des isolats de C. protuberata provenant de plantes geothermiques
et non géothermiques a révélé que la capacité a conférer une tolérance a la chaleur était
spécifique aux isolats provenant de plantes géothermiques; la capacité a conférer une tolérance a
la chaleur est un phénomene adapté a I'habitat (RODRIGUEZ et al., 2008 ).

Un autre exemple d'adaptation fongique propre a I'habitat concerne un indigéne Leymus
mollis sur les plages cétieres de Puget Sound, WA. L. mollis qui est colonisé par un endophyte
fongique dominant Fusarium culmorum, cette espéce confere une tolérance au sel a la plante
hote qui ne peut pas survivre dans les habitats cotiers sans I'endophyte adapté a I'habitat. Une
évaluation comparative des isolats de F. culmorum de L. mollis et d'une plante non cbtiere a
révélé que la capacité a conférer une tolérance au sel était specifique aux isolats des plantes
cotieres, ce qui indique que la tolérance au sel est un phénomene adapté a [I'habitat
(RODRIGUEZ et al., 2008 ).

L'évaluation des isolats de C. protuberata, F. culmorum et C. magna soutient également
I'adaptation spécifique des endophytes a I'habitat: C. protuberata confére de la chaleur mais pas
de tolérance aux maladies ou au sel ; F. culmorum confére du sel mais pas de tolérance a la
chaleur ou a la maladie; et C. magna confere la maladie mais pas la chaleur ou la tolérance au sel
(RODRIGUEZ et al., 2008 ). Ces tolérances de stress conférees par la symbiose se conforment a
I'évolution qui doit se jouer dans les différents habitats, avec des champignons s'adaptant aux
contraintes spécifiques a I'habitat et conférant une tolérance au stress aux plantes hotes. Cette
adaptation spécifique a I'nabitat est définie comme une symbiose HA, et il est supposé que cela
permet aux plantes de s'établir et de survivre dans des habitats a stress élevé (RODRIGUEZ et
REDMAN ,2008).
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1.3.5.Tolérance au stress abiotique chez les plantes via les champignons endophytes

Plusieurs etudes ont démontré que les plantes associées a des champignons endophytes
ont été plus tolérantes a la sécheresse, a la chaleur et a la salinité élevée (RODRIGUEZ et al.,
2004 et Waller et al., 2005) ( Tableau 1) .

La tolérance au stress abiotique symbiotiqguement conférée implique au moins deux
mécanismes: (1) activation des systemes de réponse au stress de I'h6te peu apreés I'exposition au
stress, permettant aux plantes d'éviter ou d'atténuer les impacts du stress (REDMAN et al., 1999)
et (2) la biosynthese des substances biochimiques antistress par les endophytes (SCHULZ et al.,
2002).

14



CHAPITRE | : SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUES

Tableau 1 : Quelques exemples d'endophytes fongiques conférant une tolérance au stress
abiotique .

Endophytes fongiques | Stress abiotique Plantes hotes Références
Neotyphodium spp. Sécheresse Festuca pratensis ,
Perennial Ryegrass, Morse et al., 2002
Festuca arizonica
Curvularia Chaleur Dichanthelium
protuberate lanuginosum Redman et al., 2002
Curvularia Sécheresse Dichanthelium
protuberate (Cp4666D) lanuginosum Rodriguez et al.,
2008
Chaleur / Lycopersicum
Curvularia spp. sécheresse esculentum Rodriguez et
Redman ,2008
Fusarium culmorum Sécheresse Leymusmollis
(Fc18) ,Oryzasativa, Rodriguez et al.,
Lycopersicum, 2008
esculentum
Leymus mollis,
Fusarium culmorum Salinité Oryza sativa, Rodriguez et al.,2008
(FcRed1) Lycopersicum
esculentum

Dichanthelium
Lanuginosum

Sécheresse
Colletotrichum spp Lycopersicum Rodriguez et al.,2004
esculentum
Chaleur Lycopersicum

Fusarium spp /sécheresse esculentum Rodriguez et

Alternariaspp Redman ,2008
Piriformospora

indica Salinité Hordeum vulgare Waller et al.,2005

15



CHAPITRE | : SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUES

1.3.5.1.Stress salin

L’endophyte Piriformospora indica protége I’orge du stress salin; I’exposition des
plantes colonisé par P. indica pendant deux semaines au sel modéré (100 mM de NaCl) a permis
d’obtenir une plus grande biomasse que celle des plantes contrdles sous les mémes conditions.
L’orge non colonisé a méme montré une augmentation de chlorose des feuilles et une croissance

réduite des semis par rapport a I’orge colonisé (Waller et al., 2005).

1.3.5.2.Stress thermique

Redman et al.(2002) ont démontré que les champignons endophytes pourraient
augmenter la tolérance a la chaleur chez leurs hotes, cette tolérance a été détectée chez
Dichanthelium lanuginosum colonisé par I’endophyte Cuvularia sp. qui résiste a des
températures élevees de 65°C, alors que les plantes non colonisées ne résistaient méme pas a une
température de 40°C. Il a été suggéré que I’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 tres avantageux pour ces plantes qui
pourraient croitre dans des chaleurs ou tous les agents pathogenes, les ravageurs et les mauvaises
herbes ne résisteraient pas ( REDMAN et al.,2002).

1.3.5.3.Stress hydrique ou la sécheresse

Puisque Piriformospora indica a été isolé dans un désert, il est probable que le
champignon puisse conférer une tolérance a la secheresse aux plantes. Lorsque Arabidopsis est
exposé a un léger stress de sécheresse, les plantules co-cultivées avec le champignon continuent
de croitre, tandis que les témoins non colonisés ne le font pas et présentent des symptdmes de
flétrissement (SHERAMETI et al., 2008 ). P. indica colonise les racines du chou chinois et
favorise la croissance des racines et des pousses ainsi que la formation des racines latérales.
Lorsque les plantes colonisées étaient exposées au polyéthyléne glycol pour imiter le stress di a
la sécheresse, les activités des peroxydases (POX), des catalases (CAT) et des superoxyde
dismutases (SOD) dans les feuilles étaient régulées a la hausse dans les 24 heures. Le
champignon a retardé le declin induit par la sécheresse de l'efficacité photosynthétique, la

dégradation des chlorophylles et des protéines thylacoides (SUN et al., 2010).

16



CHAPITRE | : SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUES

1.3.6. Effet bénéfique des champignons endophytes

Les champignons endophytes stimulent la croissance des plantes en les aidant a acquérir
des nutriments par la fixation d'azote, la solubilisation des phosphates, la chélation du fer et par
la production de régulateurs de croissance ou phytohormones, comme les auxines, les cytokines
et les gibbérellines (WEYENS et al., 2009 ; COMPANT et al., 2010).

1.3.6.1. Stimulation directe de la croissance des plantes

Les endophytes de classe 2, 3 et 4 ont été décrits comme apportant un bénéfice a I’hote
contre le stress abiotique. Une facilitation de I’acquisition de nutriments, une amélioration de la
croissance et du rendement des plantes hotes ont été observées (RODRIGUEZ et al., 2009). Ils
sont tenus responsables de [l'adaptation des plantes face a des conditions de stress
environnementaux, y compris la sécheresse, la chaleur, des pathogénes et méme des conditions
limités en nutriments (STONE et al., 2000).

» Conséquences phénotypiques sur I’hote

Les champignons endophytes modifient la physiologie des plantes hotes et affecter la
fagon 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 l'eau, entre la plante et les champignons. (WHITE et
TORRES 2010). Ces champignons augmentent la biomasse racinaire des plantes colonisées
permettant un meilleur préléevement de I’eau et des nutriments du sol (MALINOWSKI DP et
BELESKY DP., 1999).

» Bio-fertilisation
Les interactions bénéfiques entre les plantes et les champignons endophytes dans la
rhizosphére sont déterminantes pour la santé des plantes et la fertilité des sols (GHOLAMI et al.

2012). Les microorganismes du sol sont d'une grande importance dans le cycle des nutriments et
dans I’entretien de la santé et de la qualité du sol (JEFFRIES et YOUNG,2003).
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1.3.6.2 Stimulation indirecte de la croissance des plantes
» Production des phytohormones

Les endophytes peuvent améliorer la croissance de I’héte par la production de
phytohormones. Les mycoendophytes peuvent augmenter la biomasse en produisant des
hormones de croissance, ou par la stimulation de production des hormones de la plante
(SCHULZ et BOYLE, 2005).

» Production d'enzyme
Les champignons endophytes ont la capacité de produire des enzymes extracellulaires ;
comme pectinase, cellulase, lipase, amylase, laccase et protéinases. Ces enzymes fongiques
jouent un réle dans la biodégradation et les processus d’hydrolyses qui sont des mécanismes
importantes contre les infections et pour aboutir leur besoin nutritionnel de la plante hote.
(SUNITHA et al., 2013).

1.4.Mode d'application des microorganismes benéfiques

De telles stratégies rendent les plantes plus résistantes aux stress abiotiques. La sélection,
le criblage et I'application de micro-organismes tolérants au stress pourraient donc étre des
options viables pour aider a surmonter les limites de productivité des plantes cultivées dans les
zones sujettes aux stress (KAUSHAL et WANI, 2016). Les microorganismes peuvent étre
utilisés pour atténuer le stress négatif causé aux plantes par des facteurs abiotiques et en tant que
micro-organismes bénéfiques et efficaces comme les plantes transgéniques (DASSARMA et al.,
2010) et les inoculants. De nombreuses societés de biotechnologie produisent des inoculants
microbiens commerciaux (GROVER et al., 2010).

1.4.1. Inoculation des plantes avec des microorganismes bénefiques

Bagheri et al.(2013) ont démontré que la plante d'Orysa sativa (Riz ) inoculé avec
Piriformospora indica est tolére plus le sel (NaCl) ( 100, 200 et 300 mM) par rapport a la
plante non colonisé . D'aprés Bagheri et al. (2013), I'analyse cytologique des racines de riz en
contact avec P.indica a réveélé que le mycélium fongique pénétre dans I'épiderme et favorise la
croissances des plantes en condition de stress salin . Pour comprendre I'effet de P. indica sur la
morphologie du riz, plusieurs paramétres de croissance incluant la hauteur des plantes, la

longueur des racines, le poids frais et sec ont été analysés. L’étude de Bagheri et al. (2013) a
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montré que I’augmentation de la concentration de NaCl a diminué les parametres de croissance
chez les témoins par rapport aux plants de riz inoculés. Les vieilles feuilles des plants de riz
cultivés dans des conditions salines ont présenté des symptdmes typiques tels que le

jaunissement des feuilles, la croissance rabougrie, le flétrissement, la chlorose et la nécrose
subsequente (Figure 2).

-P. indica +P. indica -P. indica +P. indica -P.indica | +P.indica -P.indica | +P.indica

Figure 2: Effets de Piriformospora indica sur la racine et la pousse morphologique de la plante
de riz sous stress salin (BAGHERI et al.,2013)( P. : Piriformospora)

1.4.2.Plant transgénique

FITA et al. ( 2014), estiment que la population mondiale atteindra 9,7 milliards d'ici
2050 et avec la salinisation actuelle des terres arables et la menace permanente du changement
climatique mondial, il est impératif de développer des cultures biotechnologiques présentant une
meilleure tolérance aux fortes concentrations de sel. Une meilleure tolérance au sel chez les
plantes peut étre obtenue par l'expression de nouveaux genes adaptés aux sels provenant
d'organismes halophiles et halotolérants, puisque le niveau de résistance au sel chez ces
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organismes est beaucoup plus élevé que chez les plantes (DASSARMA et al., 2010). Il existe
essentiellement trois procédures majeures necessaires pour obtenir un cultivar de plantes
transgéniques, a savoir; (a) choisir une fonction du gene souhaité, (b) transférer le géne dans la

plante ciblée, et (c) trouver une tolérance améliorée (ZHANG, 2016) (Figure 3).

Vecteur d'expression ADN
plasmidique double brin

Séquence de promoteur | 5=

Couper ' ADN al'aide restriction nucléase ]
v

.
= Introduire 'ADN qh\*f sl
[ Insérer la séquence d'ADN codant pour I'halophile ] ‘ recombinant dans PN w
fes plant . |
) es plantes ¢= ; A'v |

Expression Expression
de ARNm de géne

Figure 3. Schéma de surexpression de I'ADN recombinant codant pour le géne halophile. Une
stratégie d'introduction dans la plante est affichée (ZHANG, 2016) .
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CHAPITRE II: MATERIEL ET METHODES

Le présent travail a pour objectif de mettre en évidence la tolérance de quelques
champignons endophytes dans les conditions de stress abiotique. Il s’agit de douze isolats
fongiques endophytes isolés de Zygophyllum album de la région d’Adrar. lls sont testés in vitro
en présence du stress salin a différentes concentration (159, 45g et 759 de NaCl), du stress
thermique & une température 45 et 70°C) ainsi que du stress hydrique. Un test préliminaire de
sélection de I’effet de quelque champignons endophytes; qui tolére le stress salin a la

concentration 75g/l de Na CI ; sur la germination des semences de tomate .
11.1. Matériel biologique

11.1.1. Isolats fongiques endophytes

Dans la présente étude, les douze isolats fongiques endophytes utilisés appartiennent a la
collection du laboratoire de phytopathologie de département de Biotechnologie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie (SNV). Les mycétes endophytes ont été isolés a partir de
Zygophyllum album de la région d’Adrar, onze souches provenant de la partie aérienne et une

souche de la partie souterraine (IR165) (Tableau 2) (Figure 4).
11.1.2.Les semences de tomate

Les semences de tomate (variété simpre) utilisées provient du laboratoire de

phytopathologie .

21



CHAPITRE II: MATERIEL ET METHODES

Tableau 2 : Champignons endophytes utilises.

Isolats Nom scientifique Localisation Région Provenance
fongiques
AA 197 Penicillium sp. aérienne
AA1157 Alternaria sp. aérienne
AA11, Botryosphaeriaceae aerienne
AAji01 Botryosphaeriaceae aerienne Collection du
BA1ss Alernaria sp. aérienne Adrar laboratoire de
i _ phytopathologie.

BAi1s10 Botryosphaeriaceae aérienne Université de
BAs; Fusarium sp. aérienne Blida 1
1A2610 Fusarium sp. aérienne
1A2710 Fusarium sp. aerienne
1A;195 Aspergillus sp. aerienne
1A1gs Curvularia sp. aérienne
IR165 Botryosphaeriaceae | souterraine

11.2. Méthodes

11.2.1. Purification des souches

La purification des souches a été réalisée par des transplantations successives des disques
mycéliens de chaque champignon dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA (Potato
Dextrose Agar) (JOHNSTON et BOOTH , 1982) (Annexe 1) (Figure 4).
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Figure 4.1 : Mycetes endophytes.
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/
"y

Figure 4.2 : Mycetes endophytes.

A : Penicillium sp. B et E : Alternaria sp. C, D ,F et L: Botryosphaeriaceae
G, Hetl: Fusariumsp. J: Aspergillus sp. K : Curvularia sp.

24



CHAPITRE II: MATERIEL ET METHODES

11.2.2. Le stress de tolérance a la salinité

Le choix de trois concentrations de sel utilisees, a été réalisé selon Kogej et al.
(2005).Ces auteurs ont étudié le test de tolérance a la salinité en milieu liquide (PDB, Potato
Dextrose Broth), alors que dans ce travail, en plus d'un milieu liquide (PDB), un milieu solide
(PDA) a été utilisé (Annexe 1).

La tolérance a la salinité des isolats fongiques a éeté etudiée dans un milieu gélosé a base
de pomme de terre PDA additionné de NaCl a des concentrations de 0 g/L (témoin), 15 g/L, 45
g/L et 75 g/L. Ces concentration ont été sélectionnées par rapport a I'étude réalisée par Kogej et
al.( 2005). Chaque boite de Pétri contient un disque mycélien de 5 mm de diameétre de la souche
fongique, a subi une incubation de 7 jours a une temperature de 30°C et deux répétitions ont éte
effectuées pour chaque souche (Figure 5). Le meilleur développement est déterminé par la
mesure du diametre de la croissance mycélienne de la colonie fongique par comparaison au
témoin respectif non additionne de sel (0 g/L NaCl). Pour le milieu liquide PDB (Potato
Dextrose Broth), la tolérance a la salinité des souches a été étudiee dans des flacons contenant
100 ml de milieu PDB liquide additionné de concentrations de NaCl (g/L) : O, 15, 45 et 75
(Kogej et al., 2005). Chaque flacon est ensemencé par deux disques mycéliens de 5 mm de
diameétre de la souche (Figure 5). Le meilleur développement est déterminé par la mesure du

poids sec du mycélium et par comparaison au témoin non additionné de sel (0 g/L NaCl).

F . F ¥ p )
p— ";r-_ F
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g I
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Figure 5 : Les flacons et les boites de test de la salinité pour la souche Fusarium sp.(1Az710) a0
g/L de NaCl (Aet D)etal15g/Lde NaCl (B, C, EetF).
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Les flacons ont subi ensuite une agitation pendant 7 jours a la température ambiante du
laboratoire (Figure 6). Apres agitation, une filtration est réalisée qui consiste a filtrer le milieu de
culture a l'aide d'un papier filtre stérile (Figure 7). Quand la filtration est terminée, les papiers
filtres obtenus ont subi un séchage dans un four Pasteur & une température de 100 "C pendant 15
min (Figure 8) . Le poids sec est calculé pour chaque souche fongique a I'aide d'une balance de
précision. Pour la concentration 45¢g/L et 75 g/L de NaCl le méme protocole a été effectué.

Figure 7 : La filtration du mycélium.
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Figure 8 : Séchage des souches fongiques dans le four Pasteur.

11.2.3. Le test de tolérance a la température élevée

Le choix des températures 45 et 70 'C a été réalisé par rapport a la plante hote

(Zygophyllum album) qui vive dans des régions saharien (température trés élevé).

La tolérance a la chaleur des isolats fongiques a été réalisé dans un milieu liquide PDB.
Deux disques mycéliens de 5 mm de diamétre de la souche fongique sont déposés dans chaque
flacon de 100 ml de milieu. Deux répétitions ont été effectuées pour chaque souche . Les flacons
ont subi ensuite une incubation dans une étuve pendant 7 jours a une température de 45 et 70°C.
Pour leurs témoins a été incubé & la température du laboratoire (23-25 'C) (KOGEJ et al., 2005).

Apreés l'incubation, le méme protocole a été suivi pour la filtration et la détermination du

poids sec du mycélium des souches testées (Figure 9 et 10).
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Figure 9 : Les flacons de milieu PDB contenant la souche Penicillium sp. (AA1g7) incubés a la
température du laboratoire (A) et & la température de 45 C (B et C).

Figure 10 : L'emplacement des flacons contenant les souches testés dans une étuve réglée a une

température de 45 'C.
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11.2.4. Le test de tolérance a la sécheresse

Selon STEUTERT et al. (1981), GALOVIC et al. (2005), RITCHIE et al. (2006),
SAKTHIVELU et al.(2008), les méthodes d'application in vitro de test de stress hydrique sont
basées sur l'ajustement du potentiel osmotique et par I’addition au milieu du polyéthylene

glycol.

Selon CHEFDOR (2006), le Polyéthyléene Glycol ou PEG est un polymeére de grand poids
moléculaire, non ionique, hydrosoluble et non pénétrant pour les cellules. Il induit un déficit
hydrique, en agissant comme un agent osmotique abaissant le potentiel de I’eau d’une maniére
relativement contrélée, semblable & un séchage du sol, donc le PEG induit un stress osmotique
qui mime un stress hydrique. D’aprées OUKARROUM (2007), le PEG réduit la disponibilité de

I’eau sans causer de dommage physique aux plantes.

AMROUCHE et MESBAH (2017 ) déclarent que a pression osmotique générée est en
fonction de la concentration et du poids moléculaire du PEG utilisé. En effet, ce polymeére se
présente sous forme d’une large gamme de poids moléculaires allant de 300 a 20.000, ceux dont
le poids moléculaire est de 6000 voire 8000 sont préférablement et plus frequemment utilisés ,

alors que le poids moléculaire qui on a utilisée dans notre expérience est le PEG 8000 .

Le test de tolérance a la sécheresse des souches a été étudiée dans des flacons contenant
20 ml de milieu PDB liquide additionné de 20% de PEG. Chaque flacon est ensemencé par un
disque mycelien de 5 mm de diameétre de l'isolat fongique. Les flacons ont été déposes dans
I’agitateur pendant 7 jours. Apres 7 jours d'agitation le milieu de culture, le méme protocole de
filtration, de séchage et de détermination de poids sec a été suivi. Les résultats obtenus ont été
comparés par comparaison aux témoins respectifs non additionnés de polyéthyléne glycol (0%
de PEG) (Figurell).
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Figure 11 : Les flacons contenant le milieu PDB et les disques mycéliens de la souche
Botryosphaeriaceae (IR165) préparés lors du test de stress hydrique. A: 0% de PEG. B et C
20% de PEG.

11.2.5.Test de germination des semences

Pour le test de germination des semences les semences de tomates ont été choisi. La
tomate est une plante sensible au stress. Apres sélection de quelques isolats qui tolérent le stress
salin & la concentration de 75 g/l de NaCl, les semences de tomate ont été inoculées avec ces
champignons en présence et en absence de sel. Un témoin négatif a été également utilisé en

absence de sel et de champignon afin de vérifier la faculté germinatif des semences testées

11.2.5.1.Désinfection des semences

Les semences traitées ont été désinfectées selon le protocole décrit par MACIA-
VICENTE et al. (2008), qui consiste a réalisé un trempage dans I'eau de Javel (12") additionnée
d’une goutte de tween 20, qui joue le réle d'un détergeant pour une durée d'une heure en
agitation continue. Apres 5 rincages avec I'eau distillée stérile pendant 5 minutes, les semences
ont été sechées sur du papier filtre stérile .
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11.2.5.2.Mise en germination et inoculation des semences de la tomate par les souches
fongiques

Pour le témoin, les semences préalablement désinfectées ont été mise en germination sur
le milieu de culture PDA sans inoculum , PDA avec 75g/l de NaCl sans inoculum et avec
I’inoculum. Deux répétitions ont été effectuées pour chaque boite de Pétri. 10 semences de
tomate sont déposées par boite de Pétri et incubées & 30 'C pendant 72 heures (MONFORT et
al., 2005) (Figure 12) .

Figure 12: Test de germination des semences de tomate. A : Boites de Peétri contenant les
semences de tomate en présence de I’isolat fongique. B et C: Boites de Pétri contenant le milieu
PDA additionnée de 75 g/l de Na Cl, les semences de tomate et I’isolat fongique. D et E : Boites
de Pétri contenant le milieu PDA et les semences de tomate. F et G : Boites de Pétri contenant le
milieu PDA additionné de 75g/l de Na ClI et les semences de tomate.
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CHAPITRE I1l: RESULTATS ET DISCUSSION

111.1.Résultats
111.1.1.Le test de tolérance a la salinité

111.1.1.1 Le test de Tolérance a la salinité sur le milieu PDA :

Le test de salinité détermine la tolérance des souches fongiques au stress salin ; pour la
premiere concentration 15g/l de NaCl dans le milieu PDA, une bonne croissance a été obtenue
des souches fongiques a I'exception de Pénicillium sp. (AAig7 ), Fusarium sp. (IAz710) et
Botryosphaeriaceae (IR165). Un faible changement dans la couleur et I'épaisseur a été observé
chez certaines souches fongiques par rapport au témoin et le diametres de croissance varie entre
32 et 85 mm (Tableau3) (Figure 13, 14 et 15).

Pour la deuxiéme concentration 45g/1 de NaCl ; quelques souches fongiques montrent un
bon développement alors que, d’autres ont montré un faible développement Botryosphaeriaceae
(AA1101), Fusarium sp. (BAsy7) et Alternaria sp. (AAi11s7 et BAizs) . Un changement dans la
morphologie des colonies a été observe par rapport au témoin. Le diametre de croissance des
souches varie entre 47,5 et 83 mm (Tableau 3) (Figure 13,16 et 17).

Pour la troisieme concentration 75¢/l de NaCl, la croissance mycélienne des souches
fongiques été trés faible par rapport au témoin et un faible changement de [I’aspect
macroscopique a été observé. La moyenne de diamétre de croissance varie entre 9 et 31 mm. La
souche appartenant au genre Fusarium sp. (BAsz7) n'a enregistré aucun développement en
présence de cette concentration. Alors que, apres 18 jours, elle a montré une moyenne de
diametre de croissance de 12 mm, qui reste toujours inférieure par rapport au témoin (Tableau 3)
(Figure 13,18 et 19).
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Tableau 3 : Evaluation de la croissance des isolats fongiques sur le milieu PDA et PDB

additionné de différentes concentrations de NaCl pendant 7 jours.

Moyenne de Moyenne de Moyenne de
Souches fongiques Témoin concentration | concentration | concentration
0g/lde NaCl | 15¢/l de NaCl | 45g/l de NaCl | 75g/l de NaCl

PDA | PDB | PDA | PDB | PDA | PDB | PDA | PDB
(mm) | (@) |[(mm) | (9 |(mm) | (g) | (mm) | (g)

Pénicillium sp. 35 0,42 32 085 | 525 | 0,60 | 26,5 | 0,42
AAig7
Alternaria sp. 75 0,26 75 0,87 69 0,65 26 0,55
AAu1s7

Botryosphaeriaceae 61 0,52 67 0,76 67 1,23 27 0,4
AAir

Botryosphaeriaceae 85 0,56 85 0,97 | 475 1,07 9 0,46
AA1101

Alternaria sp. 71 0,53 75 1,02 70 1,62 24 0,59
BA12s

Botryosphaeriaceae 50 0,15 50 0,22 | 535 | 0,76 18 0,48
BAis10

Fusarium sp. 83 0,19 83 0,33 73 1,79 0 0,31
BAz27

Fusarium sp. 80 0,23 80 0,30 83 0,8 16 0,60
1A2610

Fusarium sp. 83 0,52 80 1,23 83 0,70 19 0,63
1A2710

Aspergillus sp. 47 0,14 70 0,15 83 0,79 31 0,49
[A195

Curvularia sp. 60 0,56 60 0,73 65 1,53 24 0,50
1A1ss

Botryosphaeriaceae 66 0,35 62 0,92 72 1,07 27 0,40
IR165
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Figure 13: Croissance des souches fongiques sur le milieu PDA additionné de NaCl a 0g/I
,15g/1, 45¢/1 et 75 gll.

Figure 14 : Croissance de Penicillium sp. (AAjg7) a 0g/l de NaCl (A) et a 15 g/l de NaCl

(BetC)
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Figure 15 : Croissance de souche AA1;0; (Botryosphaeriaceae ) a Og/l de NaCl (A) et a 15 g/l
de NaCl (B et C)

Figure 16 : Croissance de la souche affiliée a la famille des Botryosphaeriaceae (AAj101)a 0g/l
de NaCl (A) et a 15 g/l de NaCl (B et C)
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Figure 17: Croissance de la souche appartenant au genre Fusarium sp. (1A2710) @ 0g/l de NaCl
(A) eta 45 g/l de NaCl (B et C)

Figure 18 : Croissance de la souche affiliée a la famille des Botryosphaeriaceae (AAj101) a 0g/l
de NaCl (A) et absence de croissance a 75 g/l de NaCl (B et C)
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Figure 19 : Croissance de la souche appartenant au genre Aspergillus sp. (I1A195) a 0g/l de Na Cl
(A)eta 759/l de NaCl (B et C).

111.1.1.2. Le test de Tolérance a la salinité sur le milieu PDB :

Le test de salinité dans le milieu PDB, pour la premiére concentration 15g/l de NaCl et la
deuxiéme concentration 45g/l de NaCl, on a eu une bonne moyenne de poids sec des
champignons testés. Il varie entre 0,15 et 1,23 g pour la concentration 15¢/I et entre 0,60 et 1,79
g pour la concentration 45g/l par rapport aux témoins respectifs (Tableau 3), (Figure 20, 21 et
22).

Pour la troisieme concentration 75 g/l de NaCl ; la croissance mycélienne des souches
fongiques été élevés par rapport aux témoins respectifs a I’exception de quelques souches de
Curvularia sp. (IA1gs) et deux souches de la famille des Botryosphaeriaceae (AA;1, et
AA1101)). La moyenne de poids sec varie entre 0,31 et 0,63 g (Tableau3), (Figure 20, 23 et 24)
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Figure 20 : Croissance des souches fongiques sur le milieu PDB additionné de différente
concentrations de NaCl a 0g/l ,15g/l, 45¢g/1 et 75 g/l.

Figure 21: Croissance de la souche 1Az710 de genre Fusarium sp. & 0g/l de NaCl (A) et a 15 g/l
de NaCl (B et C)
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Figure 22 : Croissance de la souche BAs,7 du genre Fusarium sp. a 0g/l de Na CI (A) et a 45 g/l
de NaCl (BetC)

Figure 23 : Croissance de la souche affiliée a la famille des Botryosphaeriaceae (AA112) & 0g/l
deNaCl (A)eta75¢g/lde NaCl (BetC)

39



CHAPITRE Il1: RESULTATS ET DISCUSSION

Figure 24 : Croissance de la souche 1A710du genre Fusarium sp. a 0g/l de NaCl (A) et a 75 g/l
de NaCl (B et C)

D'apres les résultats obtenus dans le test de stress salin, le milieu liquide (PDB) favorise
mieux la croissance des souches que le milieu solide (PDA) .
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I11.1.2. Le test de Tolérance a la température élevée

Le test de stress thermique détermine la tolérance des souches fongiques aux déférentes
températures, & 45 et & 70°C, et cela par I’évaluation du poids sec du mycélium des

champignons endophytes testés (Tableau 4), (Figure 25).

Pour la température 45°C, une croissance nettement plus faible est évaluée par rapport
aux témoins respectifs enregistrés chez toutes les souches étudiées. Cette croissance varie entre
0,059 pour la souche A0 du genre Fusarium sp. jusqu'a 0,165¢g déterminée chez la souche
IA195 du genre Aspergillus sp. (Tableau 4 ), (Figure 25, 26 et 27).

En présence d’une température de 70°C, les deuze souches sont bien développées par
rapport & leurs témoins respectifs. Cette croissance varie d’une souche a I’autre. Pour les
souches appartenant a la famille des Botryosphaeriaceae (IRisset BAjsig) et au genre Fusarium
sp. (BAs27) la croissance été tres faible varie de 0,28 g a 0,39 g . Alors que, les souches affiliées
au genre Alternaria sp. (AA11s7), , Penicillium sp. (AAyg7), Curvularia sp. (IAgs) et a la famille
des Botryosphaeriacea (AA1101) Ont enregistré une croissance moyen allant de 0,4g a 0,59¢g. Pour
le reste des souches du genre Fusarium sp. (IAz710 et 1Az10), Alternaria sp. (BA1 s)et
Aspergillus sp (I1A195) et la famille des Botryosphaeriacea (AAi12),,une bonne croissance est

enregistrée, elle varie entre 0,6 g jusqu'a 0,76 g (Tableau 4), (Figure 25, 28 et 29).

La meilleure croissance a été observée chez la souche 1A195 du genre Aspergillus sp.
(Partie aérienne) et la faible croissance chez la souche IRigs affiliee a la famille des

Botryosphaeriaceae (partie racinaire).
La croissance des souches endophytes fongiques est plus élevée & 70°C par rapport a

45°C, Ce qui nous permis de déduire que ces souche résistent & la température élevée (figure
30).
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Tableau 4 : Evaluation de la croissance des souches endophytes fongiques sur le milieu PDB a
deux température 45 C et 70 C.

Poids sec des | Moyenne de poids | Moyenne de poids
Souches fongiques témoins sec des isola:ts (en | sec(eng) d?s isolats
(eng) g)ad4s C a70 C
Pénicillium sp. AA1g7 0,250 0,110 0,575
Alternaria sp. AA11s7 0,290 0,130 0,440
Botryosphaeriaceae AA112 0,460 0,150 0,680
Botryosphaeriaceae AAj101 0,210 0,160 0,465
Alternaria sp. BAizs 0,230 0,090 0,740
Botryosphaeriaceae BA;s10 0,200 0,105 0,330
Fusarium sp. BAsy7 0,200 0,155 0,395
Fusarium sp. 1Azs10 0,470 0,050 0,705
Fusarium sp. 1A2710 0,240 0,105 0,605
Aspergillus sp. 1A195 0,290 0,165 0,765
Curvularia sp. 1Ags 0,200 0,160 0,585
Botryosphaeriaceae IR45 0,230 0,125 0,280
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Figure 25: Poids sec du mycélium des champignons endophytes (g) sur le milieu PDB a
température ambiante et & 45 C et 70 C.

Figure 26 : Croissance de la souche 1Azs10 du genre Fusarium sp.a la température ambiante (A)
eta45°C (BetC)
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Figure 27: Croissance de la souche 1A195 du genre Aspergillus sp. a la température ambiante (A)
eta4s5°C (B et C).
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Figure 28 : Croissance de la souche IR1¢5 de la famille des Botryosphaeriaceae a la température
ambiante (A) eta 70 C (B et C).
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Figure 29: Croissance de la souche 1A;g5 du genre Aspergillus sp.a la température ambiante (A)
eta70°C (BetC).
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Figure 30 : Comparaison entre la croissance de la souche 1A195 du genre Aspergillus sp. a la
température ambiante (A) ,445C (BetC) eta70 C (DetE).
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111.1.3.Le test de tolérance a la sécheresse

Les résultats de I’évaluation du poids sec du mycélium des champignons endophytes en

présence de 20% de PEG sont représentes dans le tableau 5 et la figure 31.

Parmi les deuze souches fongiques testés, trois seulement sont résistantes au stress
hydrique, la souche 1Az10 du genre Fusarium sp., BAizsdu genre Alternaria sp.) et 1A1gs
d’Aspergillus sp. Elles ont enregistré une croissance supérieur par rapport a leurs témoins
respectifs. Elle variée entre 0,38g pour la souche d’Aspergillus sp. et 0,48g pour la souche de
Fusarium sp. et d’Alternaria sp. Pour les autres souches, leurs croissances étaient tres faibles
par rapport aux témoins et variées entre 0,13g et 0,38g, respectivement, pour les souches
affiliées a la famille des Botryosphaeriaceae (IRygs5 partie racinaire) et (AAqio; partie aérienne)
(Tableau 5), (Figure 31, 32 et 33).

Tableau 5 : Evaluation de la croissance du mycélium des souches fongiques endophytes sur le
milieu PDB additionné de 20% de PEG .

Poids sec du Poids sec du mycélium

Souches fongiques mycélium des des souches (en g) en

souches en absence présence de 20% de
de PEG (témoins) PEG.

(9)

Pénicillium sp. AA;g7 0,390 0,320
Alternaria sp. AAj1s7 0,390 0,30
Botryosphaeriaceae. AA;i 0,280 0,240
Botryosphaeriaceae. AA1101 0,990 0,385
Alternaria sp. BAi2s 0,340 0,480
Botryosphaeriaceae BAjs10 0,340 0,270
Fusarium sp. BAsz7 0,610 0,130
Fusarium sp. 1Az10 0,170 0,480
Fusarium sp. 1A2710 0.230 0,240
Aspergillus sp. 1A195 0,290 0,385
Curvularia sp. 1Asgs 0,440 0,235
Botryosphaeriaceae IR45 0,250 0,180
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Figure 31: Croissance des souches endophytes fongiques dans le milieu PDB a 0% et a 20 %

de PEG.
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Figure 32: Croissance de la souche [R5 affiliée a la famille des Botryosphaeriaceae. a 0 %

(A)eta20 % de PEG (BetC).
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Figure 33: Croissance de la souche 1Azs10 du genre Fusariumsp.) a0 % (A) et a 20 % de PEG
(B etC).

Parmi les douze souches fongiques testées, seulement trois ( BAizs du genre Alternaria
sp., 1Aigs d’Aspergillus sp. et 1Azi10 du genre Fusarium sp. ) sont halophiles extrémes,
thermotolérantes et méme résistantes au stress hydrique. Elles peuvent conférer aux plantes une

adaptation aux conditions de stress abiotiques .

111.1.4. Effets des champignons endophytes sur la germination des semences de tomate
La variation du taux de germination finale des graines de tomate sur le milieu PDA
additionné ou non de 75 g/l de NaCl, en présence ou en absence des souches endophytes

fongiques sélectionnées est représenté dans le tableau 6.
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Tableau 6: Taux de germination des semences de tomate en fonction du temps .

Temps Souches PDA + PDA+Souches | PDA + 75¢/I PDA
foungiques Souches +759/ de NacCl
NaCl
R1 R2 R1 R2 R1 |R2
Botryosphaeriaceae 1 0 0
AA1,
~o | Alternaria sp. 1 0 0
’i‘fgiis AA 57 0 o | o] o
A Pénicillium sp. 1 0 0
jours AAg7
Alternaria sp. 0 0 0
BAs
Curvularia sp. 0 0 0
1A1g5
Aspergillus sp. 0 0 0
1A105
Botryosphaeriaceae 1 0 0
IR165
Botryosphaeriaceae 1 0 0
AA1,
re | Alternaria sp. 1 0 0
'Aé?r:es AA11s7 0 0 4 0
€ING - eenicillium sp. 3 0 0
jours AAig,
Alternaria sp. 3 0 0
BA12s
Curvularia sp. 2 0 0
1A185
Aspergillus sp. 0 0 0
1A195
Botryosphaeriaceae 2 0 0
IR165
Botryosphaeriaceae 1 0 0
AA11,
~o | Alternaria sp. 1 0 0
Apres
Hpui © | Al 0 0 | 6| 4
A Pénicillium sp. 3 0 0
jours AAg7
Alternaria sp. 3 0 0
BA12s
Curvularia sp. 2 0 0
1A185
Aspergillus sp. 0 0 0
1A195
Botryosphaeriaceae 2 0 0
IR165
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Apres
onze
jours

Botryosphaeriaceae 1 0 0
AAi,

Alternaria sp 1 0 0
AA11s7 0 0 8 6
Pénicillium sp. 3 0 0
AA197

Alternaria sp. 3 0 0
BA12s

Curvularia sp. 2 0 0
1A185

Aspergillus sp. 0 0 0
1A105

Botryosphaeriaceae 2 0 0
IR 165

En I’absence de NaCl, une germination des semences sur le milieu PDA seul et en

présence des souches fongiques a été observe (figure 34 et 35A), a I’exception de la présence de

la souche 1A195 de genre Aspergillus sp. qui n’a pas montré aucune germination. Par contre,

dans le cas ou le milieu est additionné de NaCl aucune germination des semences n’a été

constaté que ce soit en présence ou en absence des souches endophytes(figure 35 B et C et 36) .

Figure 34: Germination des semences de tomate aprés 8 jours sur le milieu PDA.
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Figure 35 : Germination des semences de tomate. A : Semences inoculées par Alternaria sp.. B
et C : Semences inoculées par Alternaria sp. en présence de 75 g/l de Na Cl.

Figure 36: Des semences de tomate apres 8 jours de depbts dans le milieu PDA additionné de
75¢/1 de NaCl, A et B deux répétitions .
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Aprés 11 jours, sept semences parmi dix ont pu germer sur le milieu PDA. Alors qu’
apres I’inoculation des semences par les isolats fongiques seulement trois parmi dix semences
ont germé. Aucune germination des semences inoculées par les endophytes n’a été constaté en

présence de sel.

111.2.Discussion

Les champignons endophytes étudiés ont éte isolés de la plante Zygophyllum album de la
région d'Adrar pour parvenir a des espéces résistant aux conditions extrémes de I’environnement,

la salinité, la sécheresse et la chaleur.

D'aprés les résultats obtenus de test de stress salin, on constate que le milieu liquide
(PDB) favorise plus la croissance des souches étudiees que le milieu solide (PDA). Plusieurs
auteurs ont utilisé plus le milieux liquide que le milieu solide afin d’évaluer la tolérance a
différente conditions de stress et plus spécialement le stress salin. Les champignons halophiles se
trouve dans les eaux marines, ou le sel est solubilisé mieux dans I’eau. Les résultats obtenus sont
trés logique par rapport au milieu de culture. Toutes les souches sur le milieu PDB sont bien
développées a une concentration de 15 g/l de NaCl, ce qui explique qu'elles tolérent
modérément le sel selon la classification de Galinski (1993). Cet auteur a pu classer les
champignons selon leurs adaptations a différentes concentration de NaCl ; ou les halophiles se
développent de facons optimales & des concentrations en NaCl variant entre 0,2-0,85 mol/L (2-
5%). Les halophiles modérés se développent de facons optimales a 0,85-3,4 mol/L (5-20%) de
NaCl. Alors que, Les halophiles extrémes se développent de fagons optimales a une
concentration 3,4-5,1 mol/L (20-30%) de NaCl. En revanche, les non halophiles se développent a
des concentrations inférieures a 0,2 mol/L et les halotolérants peuvent se développer dans la
salinité elevée et en I’absence d’une concentration élevée des sels (GALINSKI ,1993).

Les souches appartenenat aux genres Aspergillus sp., Penicillium sp., Alternaria sp. ,
Fusarium sp., ainsi qu’a la famille des Botryosphaeriaceae sont des tolérants extrémes a cause
de leur croissance a une concentration égale a 75g/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 Suppose,
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 de 340
g/l de NaCl. Mohamed Mahmoud (2017) a montré que certaines souches appartenant au genre
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Fusarium sp. et a I’espéce Aspergillus terreus isolés a partir des racines du palmier dattier
peuvent résister et croitre dans le milieu PDA additionné de 75¢g/l de NaCl. Cette croissance

dépasse largement leurs témoins respectifs.

Pour s’adapter a ces conditions, les halophiles accumulent généralement des
concentrations élevées de substances dissoutes ou les osmolytes (DASSARMA and ARORA,
2001 ; ROBERT, 2005) 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 ; la Bétaine, la glycine, la I’acétoine, letréhalose et le glycérol qui ne perturbent pas le
processus metaboliques et qui n’ont aucune charge a I’exception de leur effet sur le pH
(DASSARMA and ARORA, 2001).

Les champignons endophytes de la plante Zygophyllum album sont halophiles extréme et
qui peuvent jouer un role trés important dans le domaine biotechnologique. La confrontation de
tous les endophytes isolés est nécessaire afin de sélection toutes les souches halotolérantes ou
bien halophiles. Des tests in situ est nécessaires sur plusieurs culture pour confirmer leur
tolérance a la saliniteé.

Pour résoudre le probleme de la salinité des zones agricole, ces champignons
halotolérants et halophiles représentent maintenant une source de génes cibles qui peuvent étre
utilisés pour avoir des plantes transgéniques qui sont capables de s'adapter aux concentrations
élevées de sels des sols (ZHANG, 2016), on peut aussi résoudre le probleme par I'inoculation
des endophytes fongiques avec les cultures (BAGHERI et al.,2013).

Waller et al.( 2005) ont démontré que les Piriformospora indica pourraient augmenter la
tolérance a la salinité chez la plante Hordeum vulgare de méme Rodriguez et al.(2008) ont
démontré aussi que le Fusarium culmorum pourraient étre toléré la salinité a la plante

Lycopersicum esculentum (Rodriguez et al.,2008).

Par ailleurs, les résultats de test de tolérances a la température ont montré une faible
croissance de toutes les souches & une température de 45 "C par rapport & leurs témoins. Par
contre & la température 70 'C toutes les souches ont enregistré une bonne croissance. Les
mycétes thermophiles ont une température de croissance minimale inférieure & 20 C et maximale
supérieure & 50 C (BROCK, 1995 ; BLOCHL et al., 1997 ; MAHESHWARI et al., 2000 ). Les
résultats de tests de tolérance au stress thermique ont révelé que Aspergillus sp., Fusarium sp.,

Penicillium sp., Alternaria sp. les souches affiliées a la famille des Botryosphaeriaceae sont
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thermophiles parce que leur croissance est supérieur & la température de 70 C. Ces résultats sont
en accord avec les études de Botton et al. (1999). Chez la cellule fongique, la température
élevée augmente la fluidité de la membrane et ce par I’augmentation de la proportion des acides
gras saturés (SINENSKY, 1974 ; JAENICKE, 1996). Chez les mycetes thermophiles, I’ADN
contient plus de liaisons G-C que de liaisons A-T (GALTIER et KORBY 1997).

Les souches appartenant aux genres Fusarium sp., Alternaria sp. et Aspergillus sp. sont
résistantes au stress hydrique et leurs besoins en eau sont faibles par rapport aux autres
microorganismes (DAVET, 1996). La répartition géographique de Fusarium sp. et Aspergillus
sp. montre qu'ils vivent dans des conditions chaudes et seches et sont ubiquistes, Ils colonisent
également les plantes vivant dans les régions tempéres, arides et semi arides (Mohamed
Mahmoud et al., 2017). Ceci explique la présence de ces souches dans la plante Zygophyllum

album de région d’Adrar.

La sécheresse est la contrainte majeure qui entrave la production annuelle des plantes a
travers le monde (BOYER,1982). Beaucoup d'études ont montré que les champignons
endophytes peuvent conférer a des plantes hétes une tolérance a divers stress abiotiques,

occasionnes entre autres par la sécheresse et la chaleur (RODRIGUEZ et al. 2008).

Morse et al. ( 2002 ) on demontré que le champignons endophyte Neotyphodium spp.
pourraient augmenter la tolérance a la sécheresse chez la plante Festuca pratensis , d'autre part
Rodrigues et Redman , 2008 on constaté que Curvularia spp. pourraient augmenter la
tolérance a la sécheresse et a la chaleur chez la plante Lycopersicum esculentum.

Le résultat de test de I’effet des champignons endophytes sur la germination des
semences de tomate montre que les isolats fongiques n’ont pas conféré aux semences une
adaptation aux stress salin (75 g/l de Na CI). Ces résultats ne s'accord pas avec les travaux de
ABDEALLATIF et al. (2010) qui étudier La capacité des graines de blé a germer au stress
hydrique (8% PEG) dans des boite de Pétri avec et son le mycélium fongique pendant 7jours
Jeurs résultats montré que le taux de germination a la présence de mycélium fongique (50%) par
contre a I’absence de mycelium elle est tres faible. Cet effet négatif, peut étre expliqué soit par
le fait que les semences de tomate sont agees ou les champignons sont pathogenes pour la

tomate.
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De nombreuses études suggerent que les endophytes fongiques conférent aux espéces
hotes une tolérance au stress et jouent un role important dans leurs survie dans des conditions
environnementales stressantes telles que la sécheresse, la salinité et les températures extrémes.
Ces derniers, constitues les conditions environnementales défavorables qui affectent et limitent
la productivité des cultures dans le monde entier. lls pourraient étre une stratégie alternative
prometteuse pour exploiter les endophytes fongiques afin de surmonter les limitations de la

production agricole dues au stress abiotique.

La culture des douze souches fongiques sur le milieu PDA contenant des concentrations
progressives du NaCl allant de 0, 15, 45, jusqu’a 75g/L, a permis de constater que la croissance
des isolats est presque la méme que leurs témoins respectifs pour la concentration de 15 g/l et
45 g/, a I'exception de quelque isolats Alternaria sp. , Fusarium sp., et les souches affiliées a la
famille des Botryosphaeriaceae ). Pour la concentration 75g/l la croissance des isolats été tres
faible par rapport au témoin . Tandis que la culture des souches fongiques sur le milieu PDB
montre un bonne développement en présence des trois concentration de Na CI a I'exception de
deux souches appartenant a la famille Botryosphaeriaceae et le genre Curvularia sp. en
présence seulement de la concentration 75 g/l . D'apres les résultats de test de stress salin
obtenus en constate que le milieu liquide (PDB) favorise la croissance des isolats dans des
conditions de stress mieux que le milieu solide (PDA). Ces résultats sur le milieu PDB permis
de constater que la croissance des isolats est optimale méme a 75 g/L de NaCl a I'exception de
trois isolats deux souches de la famille des Botryosphaeriaceae et un souche de genre
Curvularia sp. Les neuf champignons endophytes tolérent les concentrations elevées de
sel :Penicillium sp., Aspergillus sp., deux souches du genre Alternaria sp. , deux souches de la
famille des Botryosphaeriaceae et trois isolats du genre Fusarium sp. sont des halophiles
extrémes qui tolere le sel a 75g/l et les trois souches qui reste (deux de la famille des
Botryosphaeriaceae et une du genre Curvularia sp. sont des halophiles modéré n’ont pu se

développer a 75¢g/1.

Toutes les souches ont montré une faible croissance par rapport au témoin a la
température de 45 'C. Par contre, & la température 70 'C toutes les souches ont montré une
bonne croissance. Pour le test de stress hydrique uniquement trois souches parmi les douze
testées appartenant aux genres : Alternaria sp. , Aspergillus sp. et Fusarium sp. ont montré une

bonne croissance. Ces trois souches sont classés comme halophiles extrémes, thermotolérantes et
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résistantes au stress hydrique et elles peuvent conférer une adaptation aux plantes dans les

conditions de stress abiotique .

Un reésultat négatif a été enregistré d’apres le test de I’effet des champignons endophytes
sur la germination des semences de tomate. Ce test révele que les isolats fongiques ne conferent
pas une tolérance au stress salin (75 g/l de NaCl ). Cet effet négatif peut étre du soit a la
mauvaise qualité des semences, au mauvaise conditions de stockage ou bien les champignons
utilisés sont pathogénes pour la plante modéle utilisée. Ce test est d’ordre préliminaire et
peuvent étre repété avec I’utilisation du méme protocole mais avec des semences de tomate

récentes et il faut déterminer aussi la faculté germinative avant la réalisation du test .

Dans une certaine mesure, la grande majorité d'endophytes sont des microorganismes
mystérieux dont les valeurs potentielles doivent étre découvertes encore. Au terme de cette

étude, nous fixons certains points en perspectives.

Ce travail peut étre consideré comme une étape préliminaire pour des études plus larges,

plus approfondies et plus accomplies incluant :

1- Utilisation seulement du milieu PDB pour la culture des isolats parce qu’il favorise
positivement la croissance des isolats dans des conditions de stress .

2-Etudier la tolérance des trois souches Alternaria sp., Aspergillus sp. et Fusarium sp. aux stress
abiotique aux conditions extrémes de différentes température 60, 80, 90 et 100 °C et de salinité
allant jusqu’a 300g/I ainsi que I’utilisation des pourcentages qui dépassent les 20% de PEG

concernant le stress hydrique .

3-Utilisation des semences récoltées dans la méme année d’étude pour le test de germination et

il faut tester leurs faculté germinative avant de les inoculer avec les champignons.

4-Effectuer le test de pathogénécité sur plusieurs plantes afin de selectionner les plantes modeles

utilisées.
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Annexes

Annexe 1

Milieux de culture utilisés

Potato Dextrose Agar (PDA) (JOHNSTON et BOOTH , 1982)

Pomme de terre EplUChEES Bt COUPBES. ... vu ittt it e e e e ea e, 200 ¢
] 110001 20 ¢
0 T 15¢g

Bau distillée. .. ... e e e e e .1000 M
pH 6,5

Potato Dextrose Broth (PDB) (JOHNSTON et BOOTH , 1982)

Pomme de terre EplUChEES Bt COUPBES. ... vu et et e e ea e, 200 ¢

Bau distillée. .. ... e e e e e i ... 1000 M
pH 6,5
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