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Résumé

La plupart des plantes étudiees dans les différents écosystemes naturels se trouvent infestées par
des champignons microscopiques appelés mycoendophytes. Dans ce travail, notre intérét s’est
porté sur les champignons endophytes présents chez les feuilles de Limoniastrum feei de la région
de Oued Aghlal (Béchar). L’espéce étudiée est médicinale et endémique du Sahara septentrional
algérien et marocain. Afin de bien cerner cette étude, nous nous sommes fixé les objectifs
suivants : I’isolement, le recensement, ’identification, I’évaluation de la diversité et enfin les
tests des activités antimicrobienne et antimitotique de ces mycoendophytes. L’échantillonnage a
concerné 23 sujets sains. 20 feuilles sont prélevées sur chaque pied, 10 ont été colorées au bleu
trypan pour une mise en évidence de la présence des endophytes, les autres ont été fraichement
ensemencées sur milieu PDA. Aprés purification et identification a I’échelle phénotypique, une
extraction des métabolites actifs par méthode hydroalcoolique a été menée, en utilisant deux
solvants : I’acétate d’éthyle et le méthanol. L’activité antimicrobienne sur neuf bactéries et une
levure de référence a été réalisee en premier temps par un dépistage direct du pouvoir
antimicrobien, puis par méthode de disques en utilisant les extraits fongiques. Enfin, I’effet
antimitotique de deux especes d’Aspergillus a été évalué in vitro sur des cellules méristématiques
d’Allium cepa. Aprés 02 mois d’incubation, nous avons obtenu une fréquence de colonisation de
73,22%, avec un total de 842 isolats fongiques, répartis en 56 espéces appartiennent a 20 genres
fongiques. Leurs abondances foliaires montre que les especes des genres Penicillium et
Aspergillus sont les plus dominantes. Des correélations parfois positives et pour d’autres négatives
sont décrites entre la majorité des genres fongiques inventoriés. Les indices de diversité ont
révélé une richesse remarquable de la mycoflore endophyte. Le test de diffusion sur disques a
démontré que tous les extraits fongiques d’acétate d’éthyle avaient une activité inhibitrice sur les
souches microbiennes testées. L’effet antimicrobien de ces extraits est comparable a celui des
antibiotiques témoins et parfois meilleur, a I’inverse des extraits méthanoliques qui ont présentés
une faible activité, parfois nulle. Le calcul des indices mitotiques et des indices des phases a
montré une efficacité comparable a celle de la colchicine utilisée comme témoin positif. Une
Anova avec un témoin négatif des cellules non traitées a révélé une différence hautement
significative (p=0,00). Nous avons conclu que les feuilles de L. feei sont un véritable hotspot de
biodiversité fongique et que les mycoendophytes représentent une source prometteuse dans la

production des substances naturelles d’intérét thérapeutique antimicrobien et antimitotique.

Mot clés : mycoendophytes foliaires, Limoniastrum feei, diversité fongique, activités

biologiques, Béchar (Algérie).



Abstract

Most of plants studied in the different natural ecosystems are infested by microscopic fungi
called mycoendophytes. In this work, our interest was on the endophytic fungi present in the
leaves of Limoniastrum feei of the region Oued Aghlal (Bechar). The species studied is
medicinal and endemic to the northern Sahara of Algeria and Morocco. In order to clearly define
this study, we have set the following objectives: isolation, census, identification, evaluation of
diversity and finally testing the antimicrobial and antimitotic activities of these endophytic fungi.
Sampling involved 23 healthy subjects. 20 leaves were taken from each subject, 10 were stained
with blue trypan to demonstrate the presence of endophytes, others subjects were freshly seeded
on PDA medium. After purification and identification at the phenotypic scale, extraction of the
active metabolites by hydroalcoholic method was carried out, by putting two solvents: ethyl
acetate and methanol. So, the antimicrobial activity on nine bacteria and the yeast Candida
albicans was carried out by direct screening of the antimicrobial power, then by disk method,
using the fungal extracts. Finally, the antimitotic effect of two species of Aspergillus was
evaluated in vitro on meristematic cells of Allium cepa. After 02 months of incubation, we
obtained a colonization frequency of 73.22%, with a total of 842 fungal isolates, divided into 56
species belonging to 20 fungal genera. Their leaf abundance shows that Penicillium and
Aspergillus species are the most dominant. Correlations sometimes positive and for other
negative are described between the majority of fungal genera inventoried. The diversity index
revealed a remarkable richness of the endophytic mycoflora. The assay of disk diffusion
demonstrated that all fungal extracts of ethyl acetate had inhibitory activity on the microbial
strains tested. The antimicrobial effect of these extracts was comparable to that of the synthetic
antibiotics, unlike the methanolic extracts which showed a low activity and sometimes absent.
The calculation of mitotic index and phase index showed efficacy comparable to that of
colchicine used as a positive control. Anova with a negative control of untreated cells revealed a
highly significant difference (p = 0.00). We concluded that leaves of L. feei are a true hotspot of
fungal biodiversity and these endophytic fungi represent a promising source in the production of

natural substances of therapeutic antimicrobial and antimitotic interest.

Keywords : foliar endophytic fungi, Limoniastrum feei, fungal diversity, biological activities,
Bechar (Algeria).
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Introduction générale

Le besoin de nouveaux composés bioactifs ne cesse d’augmenter au vu de I’émergence de
nouvelles maladies, le développement de résistances aux antibiotiques et 1’augmentation de
I’incidence des infections fongiques et bactériennes, ainsi que les risques de toxicité associé¢ a
’utilisation excessive des médicaments synthétiques. Cela pousse les chercheurs a explorer
différentes sources naturelles, afin d’obtenir de nouvelles molécules qui seraient efficaces,

possédant une faible toxicité et ayant un impact plus raisonnable pour la santé.

L’Algérie avec sa superficie ¢tendue et ses différents étages bioclimatiques est
caractérisée par une diversité floristique tres riche et variée, elle est estimée a plus de trois milles
espéces appartenant a plusieurs familles botaniques. Ces espéces sont pour la plupart spontanées,
avec un nombre non négligeable (15%) d’espéces endémiques [1], ce qui donne a la
pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable et confére une multitude de sources de

produits naturels a intérét medicinal.

Les végétaux, en tant qu’éléments pionniers du fonctionnement des écosystémes
terrestres, sont confrontés aux conditions environnementales toujours changeantes [2]. Les
plantes spontanées sahariennes sont treés caractéristiques par leurs modes d’adaptation
particuliers a I’environnement désertique [3]. Parmi les formes d’adaptation qu’elles établissent
ces plantes ; I’association symbiotique avec les champignons endophytes (mycoendophytes) qui

constitue un mécanisme d’adaptation trés important dans la nature.

Parmi les végétaux occupant le vaste territoire du Sahara algérien, nous trouvons
Limoniastrum feei (de Gir.) Batt., actuellement connue sous le nom Ceratolimon feei (Girard)
M.B. Crespo et Lied [4]. C’est une plante médicinale spontanée endémique du Sahara
septentrional algérien et marocain. Elle appartient a la famille des Plumbaginacées. C’est un
arbuste bas de 10 a 40 cm, a feuilles longues et plates serrés en rosettes basales [5]. Il s’agit donc
d’une espéce pérenne saharo-arabique stricte, croissant en milieu désertique, et donc soumise a

un environnement trés dur [6].

La selection de Limoniastrum feei dans cette étude est fondée principalement sur des
criteres écologiques. En effet, ce choix a été influencé par le fait que cette espece est endémique,
médicinale, pérenne, facile a prélever sans contrainte éthique et peu connue dans la littérature
actuelle. L’un des objectifs de cette étude est la valorisation et la préservation de cette plante, par

une meilleure connaissance de cette derniére.
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Les mycoendophytes sont des champignons microscopiques qui représentent une trame
fongique trés importante. Ces microorganismes discrets vivent en interaction complexe avec les
plantes, colonisant toutes les parties de ces derniéres (feuilles, tiges, rameaux, troncs et racines),
sans qu’on puisse en soupgonner la présence [7,8]. lls se développent de fagon intercellulaire ou
intracellulaire, sans y causer de symptdémes, ni d’affecter négativement ou altérer le statut
biologique du végétal héte. Ces mycetes représentent toutefois un important réservoir de
biodiversité, puisqu’il semble que toutes les plantes dans les différents écosystémes naturels se
trouvent colonisées par ces champignons endophytes [9,10]. Ces symbiotes fongiques jouent
ainsi un réle essentiel au sein de leur partenaire végétal, ils permettent a la plante héte de se
protéger contre les agents pathogeénes, les différents ravageurs, mais aussi contre la sécheresse
[10,11]. En synthétisant certains métabolites fonctionnels, ils conferent a la plante hote une

amélioration de son état de santé [12].

Afin de contribuer a une meilleure connaissance des champignons endophytes associés au
Limoniastrum feei, nous avons jugé utile de mener un travail portant sur la partie foliaire de cette

espece, en mettant la lumiére sur la diversité et les activités biologiques de sa trame fongique.

Ce travail s’est réalisé dans le cadre d’une collaboration entre le laboratoire Ressources
Naturelles de 1’Universit¢é Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou et celui de Biotechnologie,

Environnement et Santé de I’Université Saad Dahlab de Blida.
L’approche a été réalisée en quatre grands chapitres.

Le chapitre 1 a pour but une présentation de la plante étudiée, avec ses exigences

climatiques et édaphiques, ainsi que son aire de répartition.

Le chapitre 2 consiste en une description de la zone d’étude, avec le cadre géographique

et climatique.

Le chapitre 3 concerne les résultats proprement dits de ce travail, a savoir : la diversité

des mycoendophytes au niveau des feuilles de Limoniastrum feei.

Le chapitre 4 présente les résultats des activités biologiques (I’activité antimicrobienne et

I’activité antimitotique) des mycoendophytes recensés et identifiés.

Ces chapitres ont été suivis par une synthése et discussion générale et se terminent par

des conclusions et des perspectives pour ce travail de recherche.
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Chapitre 1 Description de ’espéce étudiée : Limoniastrum feei

1- Introduction

Le Sahara algérien constitue un réservoir important de nombreuses plantes spontanées,
qui restent insuffisamment exploitées. Parmi ces derniéres, nous pouvons citer Limoniastrum
feei (de Gir.) Batt., connue sous le nom vernaculaire arabe de Mlefet Khadem ou bien Ras
Elkhadem. C’est une espéce endémique du Sahara septentrional algérien et marocain, appréciée
pour ses propriétés medicinales. Elle appartient a la famille des Plumbaginacées. C’est une
famille cosmopolite, comportent plus de 750 especes, concentrée principalement en Asie centrale
et sur le pourtour méditerranéen. Les plantes appartenant a cette famille sont des herbacées
annuelles ou plus souvent vivaces, des arbustes, parfois des plantes grimpantes et des lianes [13].
Le nom de la famille vient de la propriété de la racine de certains Plumbago de laisser sur le

papier une teinte semblable a celle de mines de plombs [14].

Nous decrivons dans ce chapitre les principales caractéristiques botaniques, écologiques

et medicinales de cette plante.
2- Description botanique de ’espéce Limoniastrum feei

Le genre Limoniastrum comprend des plantes de type pérennes. Il s’agit d’arbustes. Les
especes de ce genre sont au nombre de cing, dont quatre sont endémiques. Ces dernieres

représentent 80% de ’ensemble des especes [15].

Limoniastrum feei est une espece hémicryptophyte. Il s’agit d’un arbuste bas de 10 a 40
cm de hauteur, avec des feuilles longues d’environ 5 cm, plates, 1égerement sinuées sur les bords
et charnues, a limbe farineux par la présence de concrétions calcaires, ce qui leur confére un
aspect coriace, rugueux au toucher [16]. Le limbe des feuilles porte des glandes épidermiques
sécretant du mucilage et / ou des sels de calcium [13]. Ces feuilles sont disposées en rosette a la

base d’une tige aérienne, ligneuse et épaisse (Figure n°1).
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Rameaux

Feuille

Tige

Figure n°1 : morphologie générale de Limoniastrum feei [17].

Au sommet des rameaux, la hampe florifere sans feuilles se termine par des
inflorescences courtes et tres fragiles, a fleurs entourées de bractées coriaces €pineuses d’un
rouge violacé [5]. Le calice tubulaire se compose de cing sépales soudés, la corolle présente cing
pétales soudés en tube, I’androcée est formé de cinq étamines et 1’ovaire supére est surmonte de
cing styles soudés dans leur partie inferieure (Figure n°2) [17]. Les fruits sont membraneux
et indéhiscents [14]. La floraison commence au début du printemps (fin février) et continue

jusqu’a la fin du printemps au mois de mai [18].

Figure n°2 : fleurs du genre Limoniastrum [19].
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Chapitre 1 Description de ’espéce étudiée : Limoniastrum feei

3- Nomenclature et taxonomie de Limoniastrum feei

Anciennement appelé Bubania feei Girard (1850), Limoniastrum feei (de Gir.) Batt.
(1890), apparait dans une récente nomenclature sous le nom de Ceratolimon feei (Girard) M.B.
Crespo et Lledo [4].

Selon Chaabi [20], la taxonomie générale de cette plante est donnée comme suit :

Reégne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta
Embrannchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Caryophyllidae

Ordre : Plumbaginales

Famille : Plumbaginaceae

Genre : Limoniastrum

Espéce : feei
4- Ecologie de Limoniastrum feei

Limoniastrum feei est une plante spontanée endémique du Sahara septentrional algérien et
marocain. Elle est commune surtout dans le sud-oranais [5]. Cette espéce colonise le reg pierreux
plus ou moins ensablés proches des dunes du Grand Erg occidental [21]. Elle occupe surtout les
Hamada et les zones rocheuses [16]. Dans le sud-est marocain, elle couvre des surfaces assez
vastes entre Bouarfa et Figuig [22], soit sur les surfaces plus ou moins planes ou encore dans
Djebel Bani et Djebel Sarho dans le sud marocain [23]. 1l s’agit d’une espéce dite saharo-

arabique stricte [6].

Par le fait que cette espece pérenne croit sous un bioclimat saharien, elle est donc
soumise a un environnement tres contraignant. En effet, elle subit un stress hydrique important et
prolongé, un stress oxydant, irradiation UV et température tres élevée [24]. Cependant, cette
plante xérophyte est réputée pour sa forte résistance aux conditions climatiques extrémes. C’est

une espece grasse qui secréte des sels [25].
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5- Activités biologiques de Limoniastrum feei

Dans les ethnopharmacopées sahariennes, Limoniastrum feei est connu pour ses
multiples effets thérapeutiques. C’est une espece a intéréts médicinaux trés larges. Différentes
parties de cette plante sont employées en médecine populaire. Généralement, les parties
aériennes de cet arbuste sont utilisées en décoctions pour traiter principalement ; les affections
du tractus gastro-intestinal : les infections gastriques, ictére, hépatite, maux de ventre et diarrhée
[16, 18, 26, 27, 28], les troubles des voies respiratoires : la bronchite et la toux [18, 28, 29], ainsi
que la fievre [30].

A cet effet, quelques études scientifiques liées & cette essence sont faites afin de dévoiler
ses propriétés medicinales. Diverses activités biologiques sont décrites. Belboukhari et Cheriti
[31] ont prouvé la présence d’une activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique des feuilles.
Selon les travaux de Chaabi [24], El-haci [32] et El-haci [33], la partie aérienne de cette plante
possede un grand pouvoir antioxydant. Keffous [34] précisent que la puissance de cette activité
antioxydante est due a la présence élevée de composés phénoliques et de flavonoides. En plus,
un effet anti-inflammatoire [28] et une activité antiproliférative [30] sont récemment décrites

chez Limoniastrum feei.
6- Composés isolés de Limoniastrum feei

Les principales classes de métabolites secondaires liés a 1’extraction de cette espéce sont
les polyphénols, les saponines, les terpénes, les tanins, les flavonoides, les cardénolides et

quelques stéroides [18, 28].

Une étude phytochimique a permis de caractériser quatre flavonoides (1) 6,3',4"-tri-
methoxy 3,5,5'-trihydroxy flavonol, (2) 3-(6"- malonyl 2"-ramnosyl glucosil) 6,3',4'-trimethoxy
5,5- dihydroxy flavonol, (3) tetraacetate 7-dihydroxy-4'-methoxy 8-O-B-glucopyranoside
isoflavone, (4) tetraacetate 7,4'dimethoxy 8-O-B-glucopyranoside isoflavone [35]. Cette méme
équipe a identifié deux ans plus tard [27] deux autres flavonoide, a savoir : 6-diméthyle 2,5
hexyl-7-O-glucopyranoside (1-6) glucopyranoside-5,7,3',4'" hydroxyl flavone et 3-O-
glucopyranoside 6-ester 3-méthyle hexanone 1 diene 2,4 -7-O-glucopyranosyle (1-6) (2-6)
glucopyranoside trihydroxyl 5,3',4'-flavone.
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En outre, sept nouveaux flavonoides ont été isolés de la partie aérienne de Limoniastrum

feei (Figure n°3) [36].

Figure n°3 : structures des sept flavonoides isolés de L. feei [36].

(1) 5 -hydroxy -3',4-methoxyisoflavone, (2) 3 -hydroxy-5,6,7,4' -tetramethoxyflavone, (3) 7,8 -(2",2" -
dimethylchromeno) -6 —prenyl -3,5,4' -trinydroxyflavone, (4) 7-O-(a —ramnopyranosyl -(1-6)-B-glycopyranosyl) -3 -
(3",4"diméthyl-3" pentényl) 4',5 -dihydroxy flavones, (5) 4' - methoxyisoflavone 7-O-B-glycopyranoside, (6) 5,4' -
diméthoxy-3,6 -dihydroxy flavonol, (7) 6-C-B -(2"-O- B -glucopyranosylglucopyranosyl) -5,7,4' -trihydroxy flavone.

Chaabi et son équipe [24] ont décrit la présence de sept composés polyphénoliques : (1)
acide gallique, (2) 4,6-dihydroxy-2-O-(B-D-glucopyranosyl) acétophénone ou myrciaphénone A,
(3) myricétine-3-O-B-galactopyranoside, (4) épigallocatéchine-3-O-gallate, (5) myricétine-3-O-

a-rhamnopyranoside, (6) quercétine, (7) myricétine.
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Récemment, trois composés phytochimiques antimicrobiens ont été également isolés et identifiés
(Figure n°4) [37].

(C) OH
OH

HO

OH

OH

Figure n°4 : structures des trois composés antimicrobiens isolés de L. feei [37].

(A) quercétine 1, (B) kaempférol-3-O-B-D-glucopyranoside 2 (astragaline), (C) quercétine-7-O-p-D-

glucopyranoside 3 (quercétine 7).

Une étude pharmacodynamique in silico de ces trois composés a révélé un grand potentiel
d’activités biologiques. La quercétine a été proposée pour une activité antiallergique et anti-
inflammatoire. Elle peut également, jouer un réle dans le traitement des cataractes diabétiques et
dystrophie musculaire. L’astragaline devait avoir une activité anticancéreuse. Tandis que

quercétine 7 semble avoir un effet antiviral et une activité hémostatique [38].

7- Conclusion

L’espéce étudiée : Limoniastrum feei avec ses caractéristiques botaniques, écologiques et
ses proprietés medicinales, représente une importante ressource naturelle a intéréts multiples.
Cette plante endémique est utilisée par les populations sahariennes comme remede pour
plusieurs affections humaines ; elle occupe également une surface pastorale considérable.
Cependant, cette espéce spontanée reste timidement valorisée. A cet égard, il apparait trés

important de mener plus d’études mettant I’accent sur la préservation de cette plante.
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Chapitre 2 Zone d’étude

1- Description de la région d’étude

La région de Béchar se situe au nord du versant méridional de 1’Atlas Saharien. Elle est a
environ 1150 km au sud-ouest de la capitale Alger et a environ 80 km de la frontiére algéro-
marocaine (Figure n°5). La wilaya de Béchar est d’une superficie de 164 881 Km?, elle est
limitée au nord par les wilayas de Nadma et d’El Bayadh, a I’est par la wilaya d’Adrar, au sud
par la wilaya de Tindouf et par le Royaume du Maroc a 1’Ouest [39].
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Figure n°5 : position géographique de Béchar en Algérie [40].

La géomorphologie de cette partie du Sahara est formée de cing (5) principaux reliefs ;
les montagnes (chaines de Djebel Grouz, Djebel Béchar, Djebels Antar et Horeidh) ; les oueds
(Oued Guir, Oued Messaouar, Oued Béchar, Oued Gharassa, Oued Manouarrar, Oued Kharoua,

Oued Saoura et Oued Zousfana) ; les vallées de la Zousfana, du Guir et de la Saoura ; la Hamada
du Guir a I’ouest et le Grand Erg Occidental a 1’est [39].
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Cette aire geographique est considérée comme une zone de refuge au sein du hotspot
méditerranéen. Nonobstant, le tapis végétal est discontinu et trés irrégulier. Les plantes
permanentes ou vivaces dans cette région possédent différents systémes d’adaptations
morphologiques et anatomiques, qui consistent surtout en un accroissement du systeme
absorbant et une réduction de la surface évaporante. Elles ont la capacité de survivre en vie
ralentie durant de longues périodes et sont dotées de mécanismes d’adsorption racinaire et de

rétention d’eau performants [41].
2- Situation géographique du site de prélevement

Notre zone d’étude (Oued Aghlal) se trouve dans la wilaya de Béchar. En coordonnées
géographiques, elle est située entre les paralléles 31° 07.126 de latitude Nord et 2° 09.255 de
longitude Ouest, avec une altitude de 695,25 m (Figure n°6, n°7 et n°8). Cet Oued est situé a 55
km de la ville de Béchar, juste apres un reg (Hamada), définit comme étant des vastes étendues
rocailleuses, recouvertes de débris a granulométrie variable, sur lesquels des éléments graveleux

ou caillouteux protégent un substrat sableux [42].
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Figure n°7 : photo satellite du site de préléevement (Google Earth).

Figure n°8 : photographie du site de prélevement.

A Oued Aghlal, en plus de la présence d’une palmeraie naturelle, les espéces végétales
dominantes sont Limoniastrum feei, Gymnocapos decander, Acacia raddiana et Panicum
turgidum [43]. Dans le Sahara, il apparait que les lits d’oueds et les dayas sont les biotopes les
plus riches en espéces, avec une supériorité des espéces annuelles. La richesse de ces dépressions
est liée & leurs caractéristiques particuliéres. En effet, d’aprés Guinochet et Quézel [44], les lits
d’oueds et les dayas sont les milieux ou I’eau s’accumule quelques temps aprés chaque pluie. Ce

sont les milieux les plus alimentés en eau et les plus riches en substrat argilo-sableux [45].
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Le choix d’Oued Aghlal comme site de récolte est fond¢ sur plusieurs critéres, dont les
principaux sont la présence massive de Limoniastrum feei tout au long de cet oued et

I’¢loignement de ce site du milieu urbain et de la route nationale.
3- Contexte climatologique de la zone d’étude

Le Sahara septentrional algérien est caractérisé par des variations climatiques
importantes. Le stress hydrique et D’aridité sont les éléments centraux qui constituent la
spécificité du climat de cette région. Ils sont le résultat de la combinaison d’une faiblesse de

précipitations et 1’intensité des phénomeénes d’évaporation, liés aux fortes températures [39].

Vu I’absence de station météorologique a Oued Aghlal, nous avons retenu les données
climatiques de la station de Béchar pour caractériser le bioclimat de la zone d’étude. En effet,
cette station est la plus proche. Les données climatiques disponibles pour cette station sont celles
de la période entre 1995 et 2017. Elles ont été recueillies aupreés de ’'ONM de Béchar et sur les

bases de donnees infoclimat.fr et historique-meteo.net.
3-1- Pluviométrie

Les cumuls annuels de la région d’é¢tude sont relativement faibles, I’année la plus
pluvieuse est celle de 2014 (248 mm), tandis que la plus faible valeur enregistrée pendant cette

période de 23 ans est celle de ’année 2001 avec 16 mm (Tableau n°1).

Tableau n°1. Cumuls annuels en mm relevés a la station de Béchar (1995-2017).

Année P (mm) Année P (mm)
1995 83 2007 95
1996 192 2008 135
1997 76 2009 166
1998 44 2010 108
1999 110 2011 138
2000 56 2012 116
2001 16 2013 80
2002 38 2014 248
2003 76 2015 142
2004 70 2016 134
2005 81 2017 83
2006 162 Moyenne 106

[P = précipitations annuelles].
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Cette région est caractérisée par des faibles précipitations durant toute 1’année. La saison
la plus pluvieuse est I'automne (38 mm). Les valeurs des précipitations mensuelles enregistrées
sont au maximum au mois de septembre, avec 14 mm et au minimum avec 3 mm au mois de
juillet (Tableau n°2).

Tableau n°2. Moyennes des précipitations mensuelles et annuelles en mm relevées a la station de
Béchar (1995-2017).

Saison Automne Hiver Printemps Eté
Mois S O | N D J FI M| A | M J [Jit]| A
P(mm/mois) 14 (13|11 |10 9 | 8 |10 | 8 | 7 713 |7

P(mm/saison) 38 27 25 17

[P = cumul des précipitations].

40 -

30 -

20 -

® Précipitation (mm)

10 -

Automne Hiver Printemps Eté

Figure n°9 : répartition moyenne saisonniere des précipitations.

La pluviométrie est le facteur le plus instable du climat saharien. Les faibles pluies qui
caractérisent le Sahara sont dues a la rareté des masses d’air humides et non pas au manque de
perturbations. La faible teneur en vapeur des basses couches de l’atmosphére saharien est

principalement due a la forte continentalité du Sahara [46].
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Zone d’étude

% Pluviométrie d’échantillonnage

Concernant la pluviométrie précédant notre échantillonnage, nous avons retenu les

précipitations mensuelles moyennes pour 2013 qui précede notre échantillonnage de 2014 et les

valeurs des cumuls mensuels sont données dans le tableau n°3.

Tableau n°3. Précipitations mensuelles en mm relevées a la station de Béchar pour I’année
d’échantillonnage (2013).

Mois Jan 2013 Fév 2013 | Mar 2013 | Avr2013 | Mai 2013 | Jun 2013
P (mm) 1 1 18 4 1 5
Jit 2013 Aol 2013 | Sep 2013 Oct 2013 | Nov 2013 | Déc 2013 Total
16 12 11 7 2 2 80

[P = précipitations mensuelles].

Le total des pluies cumuleées durant cette année (80 mm) est proche a la moyenne
générale des précipitations annuelles (106 mm) dans la région de Béchar, donc la quantité des
précipitations pour cette année est représentative de la pluviométrie générale calculée

précédemment sur une période de 23 ans.
3-2- Température

La température est I’'un des facteurs majeurs limitant la distribution végétale. Elle varie
généralement en fonction de I’altitude. Ce facteur devient plus important quand il est en
interaction avec les autres facteurs climatiques. Les valeurs des températures minimales,

maximales et moyennes de la région d’étude sont consignées dans le tableau n°4.

Tableau n°4. Variation des températures mensuelles minimales, maximales et moyennes (°C) de
la station de Béchar (1995-2017).

Mois JIF[M[A|M]JI|]WM]A]S]O|N]|D

M (°C) 16 |19 | 23 | 27 | 32 | 37 | 41 | 39 | 34 | 28 | 21 | 16
m (°C) 58 [12 |17 | 21 | 26 |30 |29 |24 |19 | 11 | 6
M+m/2(°C) | 11 | 13 | 17 | 22 | 26 | 31 | 35 | 34 | 29 | 23 | 16 | 12
M-m(°C) |11 |11 |11 [ 10 |11 | 11 | 11 | 10 | 10 | 9 | 10 | 10

[M = températures maximales ; m = températures minimales].
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Les températures sont tres élevées, les valeurs données dans le tableau n°4 montrent des
étés trés chauds, dont le maximum atteint 41°C au mois de juillet. Les minima ne descendent pas
au dessous de 5°C en hiver. L’amplitude thermique maximale annuelle qui correspond a I’écart
entre la température du mois le plus chaud et la température du mois le plus froid est de 36°C.
Selon la classification de Debrach [47], le climat thermique de la région de Béchar est de type

continental.

L’auteur propose la classification suivante :

> climat littoral : 15 °C <(M-m)< 25 °C;
» climat semi continental : 25 °C <(M-m)< 35 °C;

» climat continental : (M-m)> 35 °C.

Le caractere dominant de la variation thermique est celui du tres fort contraste entre les
valeurs extrémes (températures minimale et maximale). Les températures mensuelles montrent
que les 4 saisons sont trés contrastées, au sens ou les écarts peuvent atteindre des valeurs de
11°C sur la plupart des mois (Figure n°10). L’hiver reste la saison durant laquelle les valeurs des
températures extrémes sont les moins écartées. Ces contrastes thermiques ont une influence

directe sur la végétation de la région concernée.
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Figure n°10 : courbes représentant les températures mensuelles minimales et maximales dans la

région de Béchar.
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3-3- Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen

Pour limiter les périodes séches et humides, Bagnouls et Gaussen [48] utilisent les
précipitations et les températures moyennes mensuelles sur une échelle double. Ils considérent
qu’un mois est sec quand le total des précipitations exprimées en (mm) est inférieur ou égal au

double de la température exprimée en (°C) (P<2T).

P (mm) T (oC)
80 40
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Figure n°11 : diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen pour la station de Béchar
(1995-2017).

Le diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen confirme que la région d’étude

est caractérisée par une période séche durant toute I’année.
3-4- Indice d’aridité de De Martonne

Parmi les indices proposés pour étudier I’aridité, I'un des plus simples et le plus
couramment utilisé est celui défini par le géographe De Martonne (1925) et exprimé par la

relation suivante :
I=(P/T)+10
Avec :

P : précipitations moyennes annuelles en mm ;

T : température moyenne annuelle en °C.
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Pour la zone d’étude P = 106 mm et T = 23 °C, I’indice d’aridité est donc :
| =(106/23) +10=13.2
De Martonne consideére la station comme :

» hyperaride : 1 <5;

> aride:5<1<10;

» semi-aride: 10<1<20;
» humide : 1 > 20.

L’indice d’aridité de la région de Béchar égal a 3.2, il correspond selon I’auteur a un
climat hyperaride (Figure n°12). Le caractére d’hyperaridité est imprégné par la faiblesse des

pluies et les fortes températures.
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Figure n°12 : abaque de I’indice d’aridité de De Martonne.
4- Conclusion

Le bioclimat qui régne sur la région d’étude est de type hyperaride. Il est caractérisé par
un hiver doux et une période de sécheresse prolongée sur toute I’année. Ce climat saharien est
marquée notamment par la faiblesse et I'irrégularité des précipitations d’une part, et par les
amplitudes thermiques et les températures trop élevées d’autre part. Les températures et les
précipitations constituent les éléments majeurs qui régissent le climat d’une région. En plus de
ces conditions climatiques extrémes, cette zone est caractérisée par une évaporation importante,

un rayonnement solaire excessif et un vent souvent présent.
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Chapitre 3 Diversité fongique des feuilles de Limoniastrum feei

1- Introduction

Dans la nature, les végétaux sont considérés comme des hétes potentiels pour une large
gamme de microorganismes, usuellement Bactéries [49, 50] et champignons [51, 52]. Les
différentes parties du végetal hote peuvent héberger ces derniers sur leur surface externe. Ils
s’expriment alors en tant qu’épiphytes. Elles peuvent aussi les héberger au niveau des tissus
internes, ils sont définis dans ce cas comme endophytes [53]. Les plantes peuvent donc servir de

réservoir a une flore microbienne trés importante connue sous le nom d’endophytes [54].

La phyllosphére représente ’interface entre les tissus veégétaux des feuilles, fleurs, fruits,
tiges et bourgeons et 1’espace environnant [55]. La surface foliaire totale sur le globe est estimée
a 4 x 10% Km?, soit plus que deux fois la surface couverte par les continents [56]. Cette partie
des végétaux abrite de nombreuses especes bactériennes et fongiques sous forme de levures, de
champignons filamenteux ou encore de spores [57]. L’évolution des plantes au cours des éres
était maintenue grace a I’établissement des symbioses mutualistes avec certains

microorganismes, dont les mycoendophytes constituent une catégorie majeure [58].

Ces derniers sont des especes de champignons microscopiques. 1ls se retrouvent dans les
différentes parties des végétaux et vivent en symbiose avec la plante, car ils ne causent pas de
dommages et contribuent méme a lutter contre les agresseurs et les ravageurs de cette plante héte
[2, 59, 60]. lls jouent notamment un réle important dans I’aptitude de leurs plantes hotes a leur
environnement et contribuent par conséquent au maintien de la biodiversité végétale [61]. La
relation entre le champignon endophyte et son hote a été généralement considérée comme une
relation mutualiste [62, 63], mais elle peut varier du mutualisme a I’antagonisme, en fonction du
génotype du champignon et de I’hdte, ainsi que des conditions environnementales [63, 64]. Ces
mycétes sont dotés d’une diversité génétique riche et conservée, avec des applications en

pharmacologie et en agriculture.
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2- Synthese bibliographique

2-1- Introduction

Anciennement, les champignons ont été considérés comme des végétaux, plus précisément
des Cryptogames, a la reproduction cachée, par opposition aux Phanérogames, ou plantes a
fleurs donc a organes reproducteurs bien visibles. Avec 1’avénement des nouvelles méthodes
d’étude durant la seconde moitié du XXé™ siecle, notamment les progrés qu’a connu la biologie
moléculaire, le caractere végétal des champignons a été contesté. 11 est admit aujourd’hui que les
champignons forment un regne a part, communément appelée dans la littérature régne des
Mycota ou bien, réegne fongique ou "Fungi". Malgré tout, la classification de certains groupes

trés particuliers reste encore ambigiie et incertaine.

Les champignons ou mycetes sont des Eucaryotes pluricellulaires, rarement unicellulaires,
capables de coloniser des substrats trés divers et ubiquistes (végétaux, litiere, sol, insectes,
air...). Ces organismes incluent des espéces macroscopiques (Macromycetes) et d’autres
microscopiques (Micromycetes), d’aspect filamenteux ou lévuriforme. Ces derniers peuvent

devenir visibles lorsque leur développement est important [65].

Une des particularités des champignons réside dans la composition structurale de leur paroi
cellulaire riche en polysaccharides, dont les B glucanes et principalement de la chitine, celle-Ci
est une substance caractéristique du régne animal constituant 1’exosquelette des Arthropodes. Par
ailleurs, quelques champignons possedent une paroi cellulosique proche a celle des cellules
végétales [66]. Les champignons filamenteux possédent une paroi constituée essentiellement de
polysaccharides, de glycoprotéines et de mannoprotéines (Figure n°13). Les polysaccharides sont
majoritairement la chitine, polymere de molécules de N-acétylglucosamine liées entre elles par
une liaison de type B-1,4 et les glucanes, polymeres de molécules de D-glucose liées entre elles
par des liaisons B-1,3 ou B-1,6. Ces deux polysaccharides assurent leur protection vis-a-vis des
agressions du milieu extérieur. La chitine joue un réle dans la rigidité de la paroi cellulaire, les
glycoprotéines jouent un réle dans I’adhérence et les mannoprotéines forment une matrice autour

de la paroi [67].
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Figure n°13 : structure de la paroi des micromycetes [68].
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Les champignons sont un regne du vivant regroupant plus de 100 000 especes [69, 70, 71],
réparties en une dizaine de phylums, dont la classification est régulierement revue et le nombre
d’espéces est en progression contenue [72, 73]. Parmi tous les organismes vivants, on estime que
les champignons représentent le deuxiéme régne le plus riche en especes de la biosphere, les

insectes etant de loin le régne le plus riche [56] (Figure n°14).
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Figure n°14 : estimation de la répartition des espéces dans les régnes du vivant [74]. En plus clair

au centre est représentée la proportion d’espéces décrites dans le régne.
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2-2- Mode de vie des champignons

Les champignons sont une composante essentielle du fonctionnement des écosystémes. Ce
sont les principaux agents responsables des décompositions organiques dans la biosphere. Ils se
nourrissent par absorption. lls sont hétérotrophes comme les animaux, c’est-a-dire que leur
source de composés hydrocarbonés est exogéne, contrairement aux plantes et certaines bactéries
photosynthétiques. En tant que saprophytes, ils permettent le recyclage par des voies
métaboliques complexes de la matiére organique morte végétale et animale, en éléments
minéraux disponibles pour les plantes [75]. En tant que mutualistes de végétaux, ils facilitent la
nutrition hydrique et minérale et augmentent ainsi la productivité primaire [76]. Enfin, en tant
que parasites, ils causent des mortalités et peuvent structurer ainsi directement les communautés
végétales et animales [77] et indirectement les organismes dépendant de ces hotes par cascade
trophique [78]. Plusieurs champignons ont une importance économique pour 1’homme, parce
qu’ils détruisent des denrées alimentaires et d’autres substances organiques. Le régne fongique
comprend également des levures, des moisissures, des champignons comestibles, ainsi que des

mycetes producteurs d’antibiotiques a intérét médicale et agricole [79].

L’appareil végétatif des champignons filamenteux est un thalle ou mycélium, constitué par
un reéseau dense de filaments mycéliens ou hyphes souvent étendus, organisés en siphons ou
segments. Ce mycélium se cloisonne dans certains groupes et certains stades du cycle de
développement [79]. Une caractéristique majeure des champignons est leur mode de
reproduction ; ils produisent un grand nombre de spores disséminées dans 1’environnement, ce
qui leur assure un pouvoir de diffusion et de contamination considérable. Les spores sont issues
de plusieurs modalités de reproduction sexuée ou asexuée qui représentent le principal critere de

leur classification [65].
2-3- Systématique des champignons

La systématique des champignons est basée essentiellement sur des criteres
morphologiques. Bien que certaines approches modernes d’identification et de classification
fongiques sont développées, telles que les études nutritionnelles, les tests sérologiques,
biochimiques, immunologiques, phylogénétiques et moléculaires, ces dernieres sont des outils de
confirmation de données morphologiques [65, 80]. Parmi les phylums, on retrouve les

Chytridiomycota, les Zygomycota, les Glomeromycota, les Basidiomycota et les Ascomycota.
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Ces deux derniers phylums forment le sous regne des Dikarya et regroupent la grande majorité

des especes décrites a ce jour (Figure n°15).

Chytridiomycota
(706 species)
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Figure n°15 : phyla fongiques et nombre d’especes décrites. Classification extraite de Blackwell

[73] et nombre d’especes de Kirk [81].

®,

¢ Phylum des Chytridiomycota

Les Chytridiomycétes constituent la lignée évolutive la plus ancienne des champignons,
regroupés en espéces produisant des spores uniflagellées [72]. lls sont les seuls champignons qui
ont conservé la reproduction par des spores flagellées (zoospores). 1ls comprennent des formes
unicellulaires ou filamenteuses, qui produisent des cellules flagellées a un certain moment de
leur cycle de vie [79, 82]. Les cellules mobiles possédent le plus souvent un seul flagelle
postérieur lisse. Les parois cellulaires sont formées de chitine, mais il peut exister aussi d’autres
polymeres, et leurs réserves sont composées de glycogene. Il existe environ 706 espéces. lls

vivent dans les habitats aquatiques et terrestres [82].
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¢ Phylum des Zygomycota

Le groupe des Zygomycota est plus récent. Il comprend environ 1070 espéces décrites,
dont de nombreux saprotrophes du sol (Mucorales) et les symbiotes des Arthropodes
(Trichomycétes) ; certains sont des parasites d’insectes. Les Zygomycétes sont des champignons
terrestres dont les hyphes ne sont cloisonnées que dans les organes reproducteurs [79]. lls sont
coenocytiques (dépourvus de filaments septés) et soumis a la reproduction sexuée par la
formation d’une spore a paroi épaisse appelée zygospore [83]. Ils sont généralement faciles a

reconnaitre par leurs hyphes abondantes a croissance rapide [79].

+« Phylum des Glomeromycota

Nouvellement reconnu comme un phylum a part, les Gloméromycétes regroupent des
champignons symbiotiques et biotrophes stricts de plantes qui forment des mycorhizes a
arbuscules avec les racines de I’ordre des deux tiers de toutes les espéces végétales [56, 84]. lls
sont principalement des champignons filamenteux et ne montrent pas de flagelles au niveau des

spores [82].
+« Phylum des Basidiomycota

La division des Basidiomyceétes regroupe plus de 31 000 espéces décrites. Leur mode de
vie est principalement saprophyte. Ce sont d’ailleurs les organismes fongiques ayant les
capacités de dégradation de matériels ligno-cellulolytique les plus élaborées, la majorité compte
parmi les champignons mycorhiziens a carpophores, mais aussi des parasites des plantes et des
levures [56]. On y retrouve également certains organismes symbiotiques de plantes ou
d’animaux [70]. Ces champignons terrestres montrent des hyphes perforées. Des cloisons
complétes isolent les structures reproductrices, telles que les spores. La reproduction sexuee
implique la formation des basidiospores. Les Basidiomyceétes sont dicaryotiques pendant la plus

grande partie de leur cycle de développement [79].
% Phylum des Ascomycota

Le groupe des Ascomycétes contient le plus grand nombre d’espéces recensées a ce jour, il
comporte environ 65 000 especes. lls constituent la quasi-totalité des champignons capables de
former des associations lichéniques [56, 65, 82], des levures utiles pour I’homme, y compris les

especes modeles importantes telles que Saccharomyces cerevisiae [56, 82]; utilisées en
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agroalimentaire ou en pharmacologie tel le genre Penicillium [70] et encore, des espéces
pathogeénes pour I’homme et les animaux comme les Aspergillus. En plus, ils ont une grande
importance économique. Certaines espéces sont des agents de biodégradation des substrats
cellulosiques, d’autres peuvent entrainer des altérations aux denrées alimentaires et ¢laborer des

toxines.

Les Ascomyceétes sont des champignons terrestres et aquatiques dont 1’appareil végétatif
est un thalle septé [65]. Les hyphes sont cloisonnées, mais les cloisons sont perforées ; des
cloisons complétes isolent les structures reproductrices, telles que les spores. Chez de nombreux
Ascomycetes, les hyphes s’agglomérent en structures complexes appelées ascomes [79]. En
outre, ils présentent une structure caractéristique appelée asque, formé au cours de la
reproduction sexuée, qui renferme un nombre défini d’ascospores. Ce sporocyste globuleux,
cylindrique ou plus ou moins claviforme, avec une paroi simple ou double représente un
important critére d’identification. Souvent les asques sont produits en grand nombre dans des
structures de fructification nommes ascocarpes divisés en 3 categories; les cléistotheces
(ascocarpes globuleux, clos) ; les périthéces (ascocarpes plus ou moins en forme de bouteille
présentant un ostiole par lequel les spores sont expulsées) et les apothecies, ascocarpes ouverts

en forme de coupe portant des asques en surface [65].
¢+ Classe des champignons imparfaits (Deutéromycétes)

En dehors de la classification morphologique en phylums présentée précédemment, les
champignons peuvent étre divisés en deux classes différentes selon leur mode de reproduction.
En effet, certains champignons peuvent se propager grace a une reproduction sexuée, il s’agit de
la classe des "Fungi perfecti" ou Eumyceétes. Les champignons n’ayant qu’un mode de
reproduction asexué sont appelés "Fungi imperfecti”, dont font partie les Deutéromycetes ou
champignons a conidies. En réalité, il existe certaines exceptions au sein de cette derniére classe,
puisque pour certains champignons, il a été découvert en plus d’une forme asexuée connue
anamorphe, une forme a reproduction sexuée dite téléomorphe. Le champignon a alors une
appellation différente, avec par exemple Aspergillus nidulans qui devient Emericella nidulans
[85].

Les Deutéromycétes réunissent le plus grand nombre d’espéces pathogénes pour 1”’homme
et les animaux. La majorité des Deutéromycétes sont des formes imparfaites d’ Ascomycétes [86,

87]. Ces champignons sont unicellulaires ou a thalle filamenteux. 11s sont divisés en 3 classes :
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» les Blastomycetes : qui réunissent des levures tels les genres ; Candida, Cryptococcus,

Rhodotorula, Trichosporon ;

> les Hyphomycétes : champignons filamenteux stériles ou produisant des spores
directement sur les hyphes ou sur des conidiophores simples ou agrégés (Moniliaceae,
Dematiaceae) ; les Hyphomycétes sont des champignons pour lesquels les conidies
naissent de cellules banales ou de cellules spécialisées souvent portées par un filament
différencié (le conidiophore) ; certaines Hyphomycétes (Rhizoctonia, Sclerotium) ne
forment jamais de spores, ils sont classés dans le groupe Micellia sterilia (Mycélium

stérile) ;

» les Coelomycétes : Champignons chez lesquels les conidies sont produites dans des
structures de protection : les pycnides (Sphaeropsidales) et les acervules (Mélanconiales),
généralement parasites de végétaux, forment des structures de fructification aplaties

(acervules), sous I’épiderme ou la cuticule des cellules de la plante hote [65, 71].

En résumé de la systématique générale des champignons, la figure n°16 illustre les
principales divisions connues actuellement chez le regne fongique ; les fleches verticales
représentent la classification selon le mode de reproduction (sexué ou asexué€), tandis que les

fleches en position horizontale traduisent la classification phylogénétique et morphologique.

[ Deuteromycota ]

r A
Chytridiomycota |€—— g
\ ) —| Basidiomycota
re N
1 P 2 4
Zygomycota ] Champignons
\ v
r N _>[ Ascomycota ]
slomeromycota | +——

[ Eumycota ]

Figure n°16 : Schéema de syntheése sur la classification générale des champignons.
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2-4- Champignons endophytes

2-4-1- Introduction

L’origine étymologique du mot endophyte provient du grec "endon" signifiant dedans et
"phyton™ désignant plante, donc 1’endophyte est un organisme qui vit a I’intérieur des plantes
[88, 89, 90]. L’usage de ce terme est aussi large que sa définition et le spectre des hétes ainsi que
les organismes qui les habitent (bactéries, champignons...etc) [91]. Les champignons sont les

microorganismes les plus fréquemment isolés en tant qu’endophytes [92].

Le terme champignons endophytes fut utilisé pour la premiére fois pour décrire les
champignons isolés a partir des tissus du végétal [93, 94, 95]. Contrairement aux épiphytes qui
se développent a la surface, ces mycétes sont capables au moins pendant une partie ou la totalité
de leur cycle de vie de coloniser les tissus sains internes des plantes vivantes [54, 96, 97], pour se
développer de facon intercellulaire ou intracellulaire [52, 97, 98, 99, 100, 101, 102], sans
déclencher de symptomes visibles de la maladie, ni d’affecter négativement ou altérer le statut

biologique et physiologiques du végétal héte [59, 90, 93, 94, 101, 103, 104, 105, 106, 107, 108].

Les champignons endophytes sont omniprésents dans la nature [90, 109, 110]. C’est une
partie intégrante du microbiome de la plante, leurs fagons de croitre asymptomatiquement dans
les tissus de plantes a induit que leurs relations avec 1’héte était de 1’ordre du mutualisme et de la
symbiose, mais leur biodiversité suggere qu’ils peuvent étre également des saprophytes ou des

pathogénes opportunistes [92, 96, 111, 112].

Mycoendophytes est le nouveau terme proposé pour ces champignons [101, 113]. Ils ont
été trouves dans les tissus sains de tous les taxons de végétaux étudiés a ce jour ; Algues,
Bryophytes, Ptéridophytes, Gymnospermes et Angiospermes [90, 107, 114], et dans toutes les
parties de la plante : feuilles, tiges, fleurs grains et racines [96, 97, 103, 115, 116]. Ils sont
parfois limités au systéeme racinaire, comme le cas des DSE (Dark Septate Endophytes) ou
endophytes foncés a septation [99]. Ils sont parfois aussi confondus avec des champignons
mycorhiziens, qui vivent en symbiose avec les racines des plantes [117, 118]. La définition du
terme peut englober les champignons mycorhiziens, mais ils ont été exclus de ce groupe parce

que leurs modes de vie sont différents [90, 118, 119].
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2-4-2- Taxonomie des mycoendophytes

Les champignons endophytes peuvent étre divisés en deux groupes taxonomiques

différents : Clavicipitacées et non Clavicipitacées (Tableau n°5).

Tableau n°5. Criteres symbiotiques utilisees pour caractériser les classes de champignons

endophytes [101].

Clavicipitacées Non-Clavicipitacées
Criteres
Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Gamme d’hotes Restreinte Vaste Vaste Vaste
) ., Posses et Posses, racines )
Tissu(s) colonisé . . Posses Racines
rhizomes et rhizomes
lonisation in ) . — )
Colonisation au sein des Extensive Extensive Limitee Extensive
plantes
Biodiversité au sein des . . ,
Faible Faible Elevé Inconnue
plantes
. Verticale et Verticale et . .
Transmission ) . Horizontale | Horizontale
horizontale horizontale
Prestations de remise en
forme HNA HNA et HA HNA HNA

(HNA) habitat non adapté : avantages comme la tolérance a la sécheresse et 1’amélioration de la croissance.
(HA) habitat adapté: prestations résultent de la spécificité d’habitat et les pressions de sélection comme le pH,
température et la salinité.

X/

% Mycoendophytes Clavicipitacées (classe 1)

Ces champignons représentent un petit nombre d’especes phylogénétiquement liés [101,
113]. lls sont limités a quelques herbes comme les Graminées [120]. Les genres les plus réputés
dans cette classe sont Atkinsonella, Balansia, Epichlo&, Myriogenospora, Nigrocornus et
Parepichloé [121].

X/

% Mycoendophytes non-Clavicipitacées

Les champignons non-Clavicipitacées sont fortement diversifiés, représentant un
assemblage polyphylétique composé principalement d’ Ascomyceétes, avec des réles écologiques
divers et souvent mal définis ou inconnus [101, 112]. lls ont été isolés presque de toutes les

principales familles de plantes (vasculaires et non vasculaires a la fois) et de tous les
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écosystemes terrestres, y compris des agroécosystemes et des biomes s’étendant des tropiques a
la toundra [101, 118, 122].

Mycoendophytes de la classe 2 : ces champignons appartiennent principalement au phylum des
Ascomycota, avec quelques Basidiomycota. Ce sont des colonisateurs des racines, des tiges et
des feuilles. Ils présentent une faible abondance dans la rhizosphére, mais ont généralement des

fréquences d’infection élevées (90%-100%) chez les plantes des habitats tres stressés [101, 113].

Mycoendophytes de la classe 3 : ce groupe comprend des champignons endophytes trés
diversifiés associés a des feuilles de plantes non vasculaires, des plantes vasculaires sans graines,
des Coniferes, des Angiospermes ligneuses et herbacées, dans les biomes allant des foréts

tropicales a la forét boréale et a I’arctique [101, 113].

Mycoendophytes de la classe 4 : ce sont des champignons Ascomycota qui forment des
structures telles que des hyphes mélanisées inter et intracellulaires et des microsclérotes dans les
racines [101, 113].

2-4-3- Diversité des mycoendophytes au sein des plantes

Les champignons endophytes forment un groupe extrémement diversifie sur le plan
écologique et taxonomique, avec une moyenne d’environ 50 espéces d’endophytes par espéce de
plante. La diversit¢é marquante de ces derniers en la matiére est significative a 1’échelle
interspécifique ou intraspécifique de I’hote [8, 122]. On estime que le total des mycoendophytes
dans le monde est de 500.000 a 600.000 espéces. Plus de 100 taxons ont été identifiés [123] et

plus de 90% d’espéces, soit environ 465.000 d’entre elles ne sont pas encore décrites [124, 125].

Parmi les hétes potentiels, les plantes médicinales sont 1’un des groupes importants d’hotes
pour les mycoendophytes [106, 126, 127]. Particulierement, les mycoendophytes des plantes
médicinales chinoises qui ont démontré une forte production de composés pharmaceutiques et
agricoles efficaces [126, 127, 128].

La colonisation des membres du régne des Planta par les champignons endophytes est
ubiquiste. Une grande proportion de ces champignons frequemment signalés chez les plantes
appartient essentiellement a la classe des Ascomycétes. Dans une étude sur la richesse en espéces
des champignons endophytes réalisée sur les feuilles des arbres des foréts tempérées, 49 taxons

différents ont été isolés. A I’exception d’un seul taxon, la plupart était des Ascomycétes
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filamenteux [129]. Marquez et son équipe [80] suggerent aussi que la plupart des espéces de
mycoendophytes identifiees sont des Ascomyceétes : sur un total de 109 espéces recensées,
seulement 9 espéces sont des Basidiomycétes et 2 des Zygomycetes. Ces mycoendophytes

identifiés forment 54 genres différents regroupés au sein de 22 familles.
2-4-3-1- Diversité des mycoendophytes au niveau des feuilles

Une grande diversité des champignons endophytes a été signalée au sein des Angiospermes
tropicales [104, 130], toutes les feuilles de ces espéces contiennent des champignons endophytes

[104, 131].

Il existe des variations spatiales au sein d’une méme feuille [132]. Des études ont

¢galement mis en évidence de fortes disparités d’assemblages d’endophytes entre les feuilles

d’un méme arbre [132, 133].

L’infection des parties foliaires des végétaux peut étre localisée ou systémique. Par
exemple, chez les aiguilles du sapin de douglas (Pseudotsuga menziesii), 1’endophyte
Rhabdocline parkeri existe a une échelle d’infection discréte intracellulaire, limitée a quelques

cellules épidermiques individualisées [134].

Par ailleurs, dans les feuilles, il peut y avoir des variations dans la concentration des
mycoendophytes entre le pétiole, le limbe et la nervure principale [135]. Ils sont plus fréquents
dans les nervures que dans les tissus internervaires, cela peut s’expliquer par les propriétés
physiques de la feuille et la composition des nutriments offerts pour chague compartiment
tissulaire. En outre, les stomates situés sur des parties spécifiques de la feuille permettent de

jouer un role dans la colonisation et I’accumulation des champignons suspendus dans I’air [136].

La densité en espéces fongiques augmente aussi avec de I’age des feuilles. Les feuilles

sénescentes sont plus diversifiées par rapport aux jeunes feuilles [137].
2-4-3-2- Facteurs influencant la diversité des mycoendophytes

Les champignons endophytes exhibent généralement une vie discréte le plus souvent
entiere et quelquefois partielle, durant laquelle la colonisation et la croissance cesse

temporairement, mais reprend a nouveau apres un changement induit chez la plante hote. Ce

rythme de croissance épisodique est déterminant des endophytes, en général [8].
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La colonisation et la différenciation des microorganismes endophytes au sein des plantes
sont gouvernées par une multitude de facteurs intrinseques liées directement a la physiologie de

I’héte et/ou des facteurs modulés par le milieu extérieur de 1’hote [138].

Les taux de I’infection et de la diversité fongique chez une espéce végétale donnée sont
influencés par plusieurs paramétres, tels que I’identité et 1’dge de la plante [123], 1’état
phytosanitaire et la génétique de I’hote [109, 130], les changements biochimiques au niveau des
concentrations des phytohormones ou des métabolites et/ou les changements physiques, comme
la division et 1’élongation cellulaire chez la plante [139]. En plus, ils peuvent varier
qualitativement et quantitativement en fonction de leur propre cycle de vie, en réponse a
I’environnement qui entoure la plante comme I’emplacement géographique [140], I’altitude, le

vent, le bioclimat, les précipitations et les températures [122, 141, 142].

L’espéce hote semble étre le premier facteur structurant la communauté fongique, a la fois

en milieu tempéré [133, 143] et en milieu tropical [104, 133, 143].

Nombreuses sont les etudes qui permettent de dire que les facteurs environnementaux, tels
le stress hydrique, les régimes d’humidité saisonniére et méme I’application d’engrais peuvent
avoir un effet sur les communautés des champignons endophytes [144, 145, 146]. L’interaction

de ces facteurs peut aussi avoir un impact significatif sur la composition endophytique [147].

Une forte corrélation a été observée entre les niveaux d’infection d’endophytes et les
précipitations cumulées [137]. Ceci a déja été observé chez le chéne, ou I’eau libre et I’humidité
¢élevées favorisent ’activité et la colonisation fongique de I’hote [94]. Le méme constat est noté
chez Plumeria rubra, ou les précipitations sont les principaux facteurs qui influencent 1’infection
par des endophytes foliaires. Les feuilles échantillonnées pendant la saison des pluies portent

plus d’endophytes que celles prélevées durant la saison séche [137].

Les plantes de la région méditerranéenne semblent montrer moins de richesse en
champignons endophytes [125]. L’activité microbienne dans les sols désertiques dépend
fortement des caractéristiques telles que la température, I’humidité et la disponibilité en carbone.
Cependant, la disponibilité en eau est la principale contrainte affectant la diversité, la

communauté microbienne et ’activité de la structure [148].
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2-4-4- Modes de transmission des mycoendophytes

Il existe deux modes de transmission (reproduction) chez les champignons endophytes

(Figure n°® 17).

Transmission
horizontale
Transmission -
verticale (ii) via les spores
/ par les semences sexuees
A . T T -
—_— —_— (lll) via les spores
asexuées

Figure n°17 : cycle de vie et modes de transmission (horizontale et verticale) du champignon

endophyte Neotyphodium sur son héte Festuca arundinacea [149].

%+ Transmission verticale (reproduction par croissance végétative)

C’est le principal mode de transmission des mycoendophytes [150]. Les champignons
endophytes se transmettent a partir de la plante hote vers la descendance. Les semences du

végétal portent elles-mémes leur propre inoculum d’endophytes.

Ce groupe fongique se développe entiérement a I’intérieur des tissus végétaux et ne produit
jamais de structures externes ou fructifications sur la plante hote [151]. Hardoim et al. [152]
classent ces endophytes comme "obligatoires"”, car ils sont strictement dépendants de la plante

hote pour leur croissance et leur survie.
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La reproduction est effectuée géneralement via la croissance végetative de 1’hyphe,
pendant le developpement des ovules de I’h6te qui causent 1’infection des graines. Ce mode de

transmission est connu principalement chez les Graminées [153].

% Transmission horizontale (reproduction via les spores)

Elle s’effectue entre les plantes de la méme espéce ou d’especes différentes via les spores
[154]. Ces spores sont déposées sur les différentes parties du végétal, en particulier sur les
feuilles [104] et les taux de manifestation externe de I’infection dépendent de 1’héte [105]. La
transmission horizontale des champignons endophytes est communément trouvée chez les

plantes ligneuses [105, 155].

Ces mycoendophytes sont classés comme "facultatifs". Ils vivent en dehors de 1’héte
pendant une certaine étape de leur cycle de vie. Ils sont recrutés par la plante, principalement a
travers la rhizosphere et a partir des communautés du sol adjacent [152]. Les spores de ces
champignon sont emportées par des vecteurs (les insectes, le vent ou la pluie), se déposent sur
les parties aériennes et les racines de la plante, pénétrent a travers les stomates ou en forment des
appressoria (organes de fixation et de germination des spores) et colonisent finalement I’intérieur

de la plante (Figure n°18) [156].

Dans ce mode de reproduction, le champignon peut étre transmis soit par spores sexuees
ou asexuées pour infecter d’autres plantes [109]. Etant donné que certains champignons peuvent
produire soit des spores sexuées soit asexuées et que la reproduction sexuée est toujours
horizontale, contrairement a la reproduction asexuée qui peut se faire verticalement, via les

graines ou horizontalement par les spores [157].
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Endophyte
(a) Germination
(a) [
branchement, signalisation ;
(b) Reconnaissance
(b)

programmation de I’h6te, préparation
cellulaire pour la pénétration ;

(c) E:] (c) Pénétration
réorganisation cellulaire ;

(d) (d) Colonisation

(e) Entretien de compatibilité

survie cellulaire de I’h6te, transfert de
nutriments, effet systémique,
propagation fongique.

Figure n°18 : illustration d’une colonisation par un champignon endophyte (développement

symbiotique) [158].

(a) Une fois que les spores d’endophyte germent et approchent un appareil végétatif de 1’héte, la dominance apicale
est abandonnée et le branchement d’hyphes est déclenché par le 5- désoxy-strigol ;

(b) Des le premier contact physique, le champignon forme un appressorium qui semble induire le mouvement du
noyau de la plante vers le site du contact ;

(c) Les éléments cytosquelettiques et le réticulum endoplasmique forment le dispositif de la pré-pénétration le long
de I’axe du mouvement nucléaire ;

(d) Quand le champignon atteint finalement le cortex intérieur, il pénétre la paroi cellulaire et construit une structure
arborescente d’hyphes, comme un réseau filamenteux (arbuscule) ;

(e) la colonisation des tissus commence. L’infection initiale est accompagnée par une induction équilibrée de génes

de la défense de la plante [156].
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2-4-5- Interaction entre plantes et mycoendophytes

Toute interaction plante-champignon est précédée par une rencontre physique entre les

deux, suivie de plusieurs barriéres physiques et chimiques qui doivent étre surmontés pour

établir avec succes une association équilibrée [112].

Les mycoendophytes possedent différents modes de vie, donnant différentes interactions
qui sont variables d’un champignon a un autre et d’un hote a un autre. La gamme d’interactions
endophyte-plante est considérée donc comme un continuum [138], car elle peut aller d’un simple
commensalisme [159], a la relation mutualistique, puis du commensalisme au parasitisme de

maniere continue [160].

Le mutualisme est défini comme une relation bénéfique pour les deux partenaires. En
adoptant ce modele symbiotique, les champignons endophytes conferent a la plante hdte une
amélioration de son état de santé, en synthétisant certains métabolites fonctionnels et des
molécules de défense contre les phytopathogénes [161]. En retour, la plante procure a
I’endophyte des éléments nutritifs, une protection contre la dessiccation et lui permet aussi en cas
de transmission verticale, le passage a la prochaine géneration [12, 138]. Cette association
symbiotique est basée sur un équilibre finement élaboré entre les exigences de |’envahisseur et la

réponse des plantes hotes.

Si I’interaction est déséquilibrée, il est possible que 1’endophyte devienne pathogéne [112].
Les symptdmes de la maladie apparaissent et le champignon est exclu par les réactions de
défense induites par I’h6te [12]. La stabilité ou la variabilité de cette prestation asymptomatique
dépendent de nombreux facteurs biotiques et abiotiques, tels que le stress de I’environnement, la
sénescence des plantes hotes [90], la virulence des mycoendophytes, la réaction défensive de
I’hote [162], les génotypes des especes en interactions [163], le mode de transmission, la quantité

des nutriments disponibles, etc... [111, 164].

Maintenant, il y a suffisamment de preuves que les interactions plantes-champignons

endophytes ont un role déterminant de 1’évolution de la biodiversité végétale [165].
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2-4-6- Roles des mycoendophytes

Les mycoendophytes jouent plusieurs réles physiologiques et écologiques auprés des
végétaux avec qui ils vivent en association symbiotique. Leurs actions bénéfiques chez la plante
hote peuvent se traduire au niveau physique par des améliorations de 1’état général notamment,
I’augmentation de la nutrition et de la croissance et par conséquences, la protection contre les
maladies et les pathogénes, contre les herbivores et les insectes défoliateurs. Ils contribuent aussi
a l’adaptation aux changements climatiques et aux variations €écologiques en augmentant la
résistance de la plante aux stress environnementaux. Cependant, des études récentes viennent de

montrer leur rdle promoteur dans la tolérance au stress abiotique.

Quoiqu’il en soit, il est clair que ces champignons peuvent avoir de profondes
répercussions sur la survie et la santé des plantes dans tous les écosystemes terrestres, et donc

sans doute jouer un réle important dans la biogéographie des plantes, 1’évolution et la structure

de la communaute [101].
2-4-6-1- Roles physiologiques

Les champignons endophytes jouent un role important dans la physiologie et le fitness de
la plante héte. En contre partie de la nutrition offerte par la plante héte, les champignons
endophytes conférent a cette derniére la capacité de maintenir et d’améliorer ses performances
biotiques, méme sous conditions écologiques sévéres et méme contre des facteurs de stress

abiotiques (stress hydrique, salin, radiatif, pollution, etc...) [59, 60, 119, 166].
2-4-6-1-1- Nutrition et croissance

Dans le contexte de bioproduction primaire, il a été constaté que les plantes colonisées par
les mycoendophytes se développent mieux. Effectivement, ces groupes fongiques peuvent

avantageusement influer sur la productivité primaire en augmentant la biomasse [110, 167].

Les champignons endophytes aident I’h6te en renforgant leur capacité de produire ou de
capturer des ressources limitées : ce qui augmente sa croissance [155, 162, 168, 169]. Ceci est dl
en partie a la synthése de certains types de régulateurs de croissance, tels que I’acide 3-
indolacétique (AlA), cytokinines et gibbérellines [170, 171] et par une interaction directe avec
les phytohormones et d’autres substances favorisant la croissance [105]. De nombreuses études

ont été menées pour prouver I’implication des endophytes dans la production de biomasse. Les
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especes bien étudiées sont Festuca arundinacea et Lolium perenne. Une expérience faite pour
suivre le taux de croissance de ces deux derniéres plantes a montré que le lot infecté par les
mycoendophytes avait une biomasse significativement plus élevée que les plantes indemnes
[154]. Les mémes résultats ont été rapportés chez les Graminées Festuca obtus et Poa sylvestris

[172].

Dans certaines communautés végétales, il a été observé également que les plantes infectées
sont dominantes plutdt que celles non infectées [173]. Chez les plantes infectées par les
mycoendophytes, on trouve une myriade de substances dont le role est I’ajustement osmotique
entre autre, tels les sucres solubles et certains métabolites fongiques (polyols) tel que le mannitol
et I’arabitol [174]. Malinowski et al. [175] ont constaté que les plantes infectées développent de
longs poils absorbants et diminuent le diametre des racines. Ces traits augmentent la surface
racinaire qui optimise I’absorption de I’eau et I’acquisition des éléments minéraux. Cette
accumulation de solutés en réponse au stress hydrique aide a maintenir la turgescence cellulaire
et facilite les processus physiologiques et biochimiques. En outre, Gundel et ses collaborateurs
[176] ont observé que dans le cas d’une faible disponibilité en eau, des graines infectées par des

endophytes présentent une germination supérieure a celle des semences non infectées.

Les champignons endophytes jouent notamment un role déterminant en matiére
d’assimilation et de solubilisation des éléments minéraux comme 1’azote (N), le phosphore (P) et
le soufre (S) [84, 100, 113, 161, 170, 177]. A titre d’exemple, le champignon endophyte
Piriformospora indica permet aux plantes de pousser dans un stress extréme en éléments nutritifs
essentiels. Ce champignon a le potentiel de solubiliser les phosphates et les remettre en
phosphore soluble utilisé dans le métabolisme de la plante hote, grace a I’enzyme phosphatase
acide qu’il possede P. indica est capable aussi d’améliorer I’absorption de nitrates et de réguler
le métabolisme du carbone (C) et du soufre [169]. Le genre Scedosporium est aussi connu pour
ses sidérophores, qui sont des molécules chélatrices de fer. L’association avec ce champignon
améliore I’approvisionnement en fer, un oligoélément trés important pour la croissance de la

plante [178].
2-4-6-1-2- Protection contre les microorganismes pathogéenes

Les plantes dans leur milieu naturel sont constamment remises en question par une variété
d’agents pathogénes, comme les microorganismes (champignons, bactéries et virus). Les facteurs

qui déterminent la survie des plantes contre ces agents comprennent un vaste arsenal de
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mécanismes de défense active. Cependant, les plantes porteuses de champignons endophytes se
protégent contre les microorganismes pathogeénes, soit par I’interaction directe avec ces
organismes ou par I’induction d’une résistance systémique, grace au processus d’infection par les
endophytes qui vient souvent renforcer et accélérer le systéeme défensif constitutif de 1’hote,
par la contribution a la formation d’obstacles structurels (cires, cutine, suber, lignine, composés
phénoliques, cellulose, callose et protéines de la paroi cellulaire) [105], la production
d’antibiotiques, la stimulation des mécanismes de défense de 1’hote, la concurrence pour la

nourriture ou les sites de colonisation et le mycoparasitisme [179].

Il a été constaté que les plantes symbiotiques activent le systéme de défense plus
rapidement que les plantes non symbiotiques, aprés 1’épreuve pathogéne. Les mécanismes de
défense actifs des plantes impliquent principalement le métabolisme oxydatif, une mort rapide et
localisée de cellules (réponses hypersensibles), I’accumulation de phytoalexines et la synthése

des protéines liées a la pathogenése [119].

Les champignons sont connus pour étre une riche source de substances antimicrobiennes.
A cet égard, plusieurs investigations ont été menées en utilisant les mycoendophytes pour le
controle des maladies des plantes. Arnold [180] a démontré une corrélation significative entre la
présence d’endophytes et la réduction de l’incidence de la maladie d’arbres du cacao
(Theobroma cacao), causée par Phytophthora sp. L’inoculation d’endophytes dans les semis de
cacao, avant d’étre infectés par Phytophthora sp, a considérablement réduit I’incidence de la
maladie et de ses effets néfastes. Cette protection est principalement localisée dans les tissus
infectés d’endophytes. Par la suite, Herre et ses collaborateurs [181], en isolant les champignons
endophytes de T. cacao, ont observé notamment leur effet antagoniste sur les agents pathogenes.
Un autre essai sur le terrain a montré que [utilisation de champignons endophytes
Colletotrichum sp, et Botryosphaeria sp, réduit I’incidence de la maladie de la pourriture brune
causée par Phytophthora sp. De plus, le seul agent potentiel connu de lutte biologique contre la
rouille vésiculeuse du pin blanc est un champignon endophyte Microshaeropsis arundinis [9].
Alternaria alternata et Fusarium proliferatum sont identifiées comme agents de lutte biologique
contre des pathologies spécifiques, tel que le mildiou de la vigne causé par Plasmopara viticola
[123].

Des études récentes montrent que les mycoendophytes peuvent induire des mécanismes de

résistance systémique et 1’expression de génes de défense, contre I’attaque de certains agents
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pathogénes chez leurs hotes par la production de métabolites secondaires [179, 182] et
d’enzymes qui dégradent les parasites [123, 179]. En outre, les especes endophytes pourraient
éventuellement concurrencer les champignons pathogénes des plantes pour 1’espace et les

nutriments [123].

Acremonium, Phoma glomerata, Chaetomium globosum et Aureobasidium pullulans ont
été signalés présentant une activité antagoniste contre certains microorganismes pathogénes. Les
auteurs ont constaté que les communautés d’endophytes peuvent constituer une source de
nouveaux agents fongiques de lutte biologique utiles pour contrdler les maladies, en particulier

celles qui sont associées aux jeunes plantes produites dans les pépinieres [123, 183].
2-4-6-1-3- Protection contre les herbivores et les insectes

Les végétaux peuvent également bénéficier de la présence symbiotique des
mycoendophytes, car ces derniers limitent la croissance et la survie de différents ravageurs [124,
184, 185]. Ces mycetes mutualistes sont capables de modifier les habitudes alimentaires des
herbivores, en produisant des metabolites toxiques [186]. Ils sont bien connus pour leur role de

protéger 1’hote contre des insectes et des herbivores.

Bacon et ses collaborateurs [187] ont montré la toxicité de I’hote porteur de champignons
endophytes, pour les mammiféres herbivores domestiques. Il est maintenant établi que les
champignons endophytes sont capables de protéger leur hoéte contre les herbivores [188].
Plusieurs types de maladies peuvent atteindre les animaux qui ont mangé des herbes infectées
par des endophytes. Un exemple de ces maladies provoquées par les endophytes est la toxicose
de Festuca arundinaceae touchant les ruminants et les chevaux, apres avoir pris de la plante
infectée par le champignon endophyte Epichloé typhina [189]. Des études supplémentaires ont
montré que cette toxicité est due a la présence de certain nombre de composés, y compris des
amides d’acide lysergique et d’ergopeptines. Ainsi, de forte concentration en alcaloides de

I’ergot de seigle ont été trouvés dans des semences de gazon et des feuilles infectées [190].

Certains endophytes protegent leur hote contre les insectes en produisant des métabolites
bioactifs [166, 185, 191]. Par exemple, le champignon endophyte Phomopsis oblonga protége
I’orme contre le coléoptére endroctone (Physocnemum brevilineum). Ce champignon stimule la
plante pour produire certains métabolites qui controlent le vecteur P. brevilineum, responsable de

la propagation d’un agent pathogene Ceratocystis ulmi, de la maladie hollandaise de 1’orme
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[166]. Un autre champignon endophyte rend les aiguilles de 1’épinette blanche moins
appétissantes pour la tordeuse des bourgeons (insecte défoliateur). Prestidge et Gallagher [192]
ont démontré une corrélation entre la présence du champignon endophyte et les comportements :
survie, alimentation et croissance des insectes. Acremonium loth, un champignon endophyte de
Lolium perenne, produit lolitrem B, une forte toxine qui provoque la réduction des attaques
d’insectes vers les plantes infectées. De méme, Neotyphodium sp produit N-formilonine et un
analogue paxiline qui tuent Listronotus bonariensis et d’autres insectes dans 1’hote Echinopogum
ovatus [193]. Les métabolites toxiques, comme 1’acide heptelidique et rugulosine de Phyllosticia
sp. et Hormonema dematioides, endophytes de plantes ligneuses, ont été identifiés et rapportés a
’activité insecticide [194]. Lehtonen et son équipe [195] ont prouvé que 1’inoculation de Lolium
pratense par des champignons endophytes a considérablement diminuée 1’attaque des pucerons

sur cette plante.

Les alcaloides de I’ergot de seigle et les mycotoxines produits par les mycoendophytes
sont principalement les responsables de 1’activité insecticide. Ces alcaloides sont constitués de
différents types et comprennent 1’ergovaline, 1I’ergotamine, 1’ergosine, 1’ergostine, 1’ergonine et
la peramine. Ce dernier a été isolé a partir de Neotyphodium coenophialum, N. lolii, Epichloe
festucae et E. typhina présent dans la tige et les feuilles de Festuca arundinaceae et autres
Graminées. Le naphtaléne, qui a une activité anti-moustiques, est produit par un champignon
Muscodor vitigenus, isolé a partir d’une liane (Paullina paullinioides) [196]. L’acide
nodulisporique est un agent insecticide isolé a partir du champignon Nodulisporiwn sp
endophyte de plantes. Ce composé a montré une activité insecticide contre la larve de la mouche
a viande. Son mode d’action est d’activer les canaux chlorures glutamate-dépendants insectes

[105].
2-4-6-2- Roles ecologiques

L’ubiquité et ’hyperdiversit¢ des mycoendophytes supposent que ces derniers peuvent
jouer des réles extrémement importants dans le fonctionnement des écosystéemes. Ainsi, il est

probable que leurs actions au sein d’un biotope donné soient multiples [119, 197].

Il est admis que le statut quantitatif et notamment qualitatif des champignons endophytes
foliaires et la sénescence des feuilles sont étroitement corrélés. Bien que la nature de cette
relation demeure mal élucidée, il est apparent que les endophytes sont parmi les premiers

microorganismes a envahir les tissus morts des feuilles et de ce fait, contribuent dans le cycle
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biogéochimique des écosystemes forestiers [198]. De plus, ces mycoendophytes sont considérés
comme agents de dégradation précoces de la litiere forestiere, participant au recyclage de la
matiére organique [199]. Ces organismes sont donc des acteurs majeurs structurant les

communautés vegetales [200].

De nombreux facteurs environnementaux influencent la croissance et la survie des plantes.
Les plantes infectées par les mycoendophytes ont été rapportés comme ayant une plus grande
tolérance a la sécheresse, a la chaleur, a la toxicité des métaux, a la salinité élevée et au pH faible

[119, 161].

Les mycoendophytes peuvent augmenter la tolérance a la chaleur de leur héte. La relation
symbiotique de tolérance thermique a été observée chez la plante Dichanthelium lanuginosum
infectée a I’endophyte Curvularia sp, exposé a une température élevée de 65°C pendant 10 jours.
Tous les plants non symbiotiques sont morts au cours du traitement thermique, tandis que les
plants symbiotiques ont survécu. Cette résistance thermique est probablement due a la mélanine,
un pigment de la paroi cellulaire de I’endophyte, qui peut dissiper la chaleur le long des hyphes

et former un complexe avec les radicaux d’oxygeéne générés durant le stress thermique [160].

De méme, la tolérance au sel est observée chez les plantes infectées par des
mycoendophytes. Le champignon endophyte Piriformospora indica protége I’orge du stress
salin, car il a été noté que I’exposition des plants infectés par ce champignon pendant deux

semaines a une concentration modérée de sel, produisent une biomasse supérieure a celle des

plants témoins non infectées et dans des conditions similaires [161].

Il est suggéré que certains mycendophytes protégent également leur hote de la sécheresse.
Par exemple, I’infection endophytique chez Festuca arundinacea est capable d’induire un

potentiel osmotique faible, surtout dans les jeunes feuilles, ce qui permet a F. arundinacea de

rester stable au cours de la sécheresse [185].

Récemment, il a été montré que les mycoendophytes jouent un réle clé dans I’adaptation
de la plante héte a I’environnement pollué. En sécrétant une faible quantité d’acides organiques,
ils peuvent améliorer la phytoremediation et la croissance des plantes par la mobilisation des
métaux lourds, I’immobilisation ou la dégradation des contaminants de la plante, ce qui diminue

la phytotoxicité et améliore la tolérance aux métaux chez ces plantes [171].
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2-4-7- Critéres d’identification des mycoendophytes

L’identification des champignons endophytes est traditionnellement fondée sur
I’observation des caractéres culturaux morphologiques macroscopiques et microscopiques de
I’espéce. Cette identification nécessite donc en général, plusieurs jours de culture (7 a 10 jours le
plus souvent). La culture sur des milieux spécifiques peut étre necessaire pour obtenir la
formation de conidies et dans certains cas, I’absence d’apparition de conidies rend impossible
I’identification du mycélium. Les progres récents de la biologie moléculaire ont permis de
proposer des outils d’aide a I’identification. Cependant, la complexité du regne fongique fait
qu’a I’heure actuelle, ces outils ne peuvent pas encore remplacer complétement I’examen

morphologique, qui reste la base de 1’identification.
2-4-7-1- Criteéres d’identification macroscopique

La différenciation entre les mycoendophytes a 1’échelle macroscopique est basée

principalement sur les aspects cités ci-dessous [65, 71].
% Texture des colonies

Les champignons filamenteux forment des colonies duveteuses (mycélium aérien court),
laineuses (mycélium aérien abondant), poudreuses (mycélium aérien produisant de nombreuses
conidies), cotonneuses, veloutées ou granuleuses ; parfois certaines colonies peuvent avoir une

apparence glabre due a 1’absence ou la pauvreté du mycélium aérien.
% Relief des colonies

Il peut étre plat ou plissé, avec consistance variable (molle, friable, élastique ou dure) et

topographie (plane, surélevée, cérébriforme ou avec stries radiales).
¢ Vitesse et extrémes de croissance

La vitesse peut-étre rapide, modérée ou lente selon la taille des colonies mesurées
généralement au septiéme jour d’incubation. Elle est variable en fonction des genres fongiques.
Les colonies peuvent étre petites (Penicillium) ou au contraire colonies étendues et envahissantes

(Mucor, Rhizopus).
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+» Couleur des colonies

La couleur est un élément trés important d’identification qui change souvent avec la qualité
du milieu de culture et les conditions environnantes. Les couleurs les plus fréquentes sont le
blanc, le créme, le vert pour les champignons hyalins et le brun allant jusqu’au noir pour les
champignons dématiés. Les pigments peuvent étre localisés au niveau du mycélium (Aspergillus,
Penicillium) ou diffuser dans le milieu de culture (Fusarium). Cette couleur change parfois entre

la surface et le revers.
«» Structures de fructification

La présence ou 1’absence, au centre de la colonie, des structures de fructification sexuée
(cléistothéces) ou asexuée (pycnides) est aussi un élément important de détermination

macroscopique.
2-4-7-2- Critéres d’identification microscopique

L’examen de la forme des thalles, des spores et des organes de fructification, ainsi leurs

organisations sont des étapes importantes de 1’identification fongique [201].
% Types de thalles

Tous les champignons possedent un appareil végétatif constitué de filaments (hyphes) qui

ensemble, forment le thalle filamenteux ou le mycélium. Le thalle peut étre siphoné ou septé.

Thalle siphoné : constitué d’éléments tubulaires peu ou pas ramifié, de diamétre large et

irregulier (5-15 um), non cloisonné ; il est caractéristique des Zygomycetes ;

Thalle septé ou cloisonné : constitué de filaments de diametre étroit (2-5 um) et régulier, divisé
par des cloisons en articles uni ou pluricellulaires ; il est caractéristique des Ascomycetes,

Basidiomycetes et Deutéromycetes [202].
s Types de spores

Les spores qui sont le produit de la reproduction asexuée peuvent étre endogénes ou

exogenes [65].
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Spores endogénes (endospores) : sont produites a 1’intérieur d’un sac fermé (sporange), porté
par un filament spécialisé (sporangiophore). Ces spores, que 1’on observe par exemple chez les

Mucorales, sont libérées par le déchirement de la paroi de sporange a maturité.

Spores exogénes (conidies) : retrouvées chez les Ascomyceétes, Basidiomycétes et
Deutéromyceétes, sont formées par bourgeonnement a partir d’une cellule spécialisé (cellule

conidiogéne).

¢+ Aspect des spores
D’aprés la forme et les modalités de septation, on distingue 5 groupes de spores [65].
amérospores : spores unicellulaires de petite taille (ex: Penicillium, Aspergillus) ;
didymospores : spores bicellulaires (ex: Trichothecium) ;
phragmospores : spores pluricellulaires a cloisons transversales (ex: Curvularia) ;
dictyospores : spores pluricellulaires a cloisons transversales et longitudinales (ex: Alternaria) ;

scolécospores : spores étroites, effilées, souvent incurvées et cloisonnées transversalement (ex:

Fusarium).

«» Modes de formation des conidies

On distingue généralement deux modes de formation des conidies (Figure n°19).

Mode thallique : la formation des spores s’effectue a partir d’éléments préexistants du thalle.
On en retrouve deux variantes principales : type thallique solitaire (ex: Chrysosporium) et type

thallique arthrique (ex: Geotrichum).

Mode blastique : les spores sont formées par bourgeonnement a partir de cellules conidiogénes
différenciées ou pas, puis une cloison se forme a 1’émergence du bourgeon et la cellule fille (la
spore) se sépare de la cellule mére. On en distingue plusieurs variantes ; type blastique acropéte
(ex: Cladosporium, Alternaria), blastique synchrone (ex: Botrytis), blastique sympodial (ex:
Beauveria), blastique régressif (ex: Trichothecium), blastique phialidique (ex: Aspergillus,
Penicillium) ,blastique porique (ex: Alternaria, Curvularia) et type blastique percurrent ou

annellidique (ex : Scopulariopsis) [86].
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Figure n°19 : modes de formation des conidies [65].

1. Formation thallique : a : solitaire (Chrysogenum), b : arthritique (Geotrichum). 2. Formation blastique :
¢ : acropete (Cladosporium), d : synchrone (Botrytis), e : sympodial (Beauveria), f : regressif (Trichothecium),

g : annelidique (Scopulariopsis), h : phialidique (Penicillium), i : porique (Curvularia).

X/
L %4

Mode de groupement des conidies

Les conidies sont en général regroupées a I’extrémité de la cellule conidiogén

e. Les

principaux types de regroupement sont sous forme de grappes (ex: Beauveria, Trichothecium),

masse (ex: Botrytis), chaines basipétes (ex: Aspergillus, Penicillium, Scopulariopsis), chaines

acropétes (ex: Cladosporium, Alternaria), tétes ou balles (ex: Acremonium, Trichoderma)

(Figure n°20) [86].

Figure n°20 : modes de groupement des conidies des champignons filamenteux [65].

1. grappes (Beauveria), 2. masses (Botrytis), 3. tétes (Acremonium), 4. chaines basipétes (Aspergillus), 5. chaines

acropétes (Alternaria).
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X/

< Mode d’implantation des cellules conidiogénes

Les cellules conidiogenes ou les phialides peuvent naitre de structures plus ou moins
¢laborées issues du mycélium végétatif. Ceci est utilis¢é pour I’identification de genres et
d’especes [203]. Ces cellules peuvent étres non différenciées et dans ce cas elles sont soit
intégrées dans les hyphes intercalaires ou situées dans une position terminale (ex:

Aureobasidium). Elles peuvent étre différenciées et dans ce cas, elles peuvent étre :

> insérées directement sur les filaments végétatifs (ex: Acremonium, Fusarium) ;

» bien distinctes des filaments végétatifs, portées par des conidiophores dispersés sur le
thalle végetatif :
a) regroupées a 1’extrémité dilatée du conidiophore, formant une téte (ex: Aspergillus) ;
b) regroupées en verticille au sommet du conidiophore, formant un pinceau (ex:
Penicillium) ;
c) disposées en verticille le long du conidiophore (ex: Verticillium) ;

» bien distinctes des filaments végétatifs, portées par des conidiophores groupés :
a) conidiophores disposés parallelement les uns aux autres, agréges en une gerbe
sporifere nommeée coremie (ex: Graphium) ;
b) conidiophores agrégés en coussinets superficiels nommé sporodochie (ex:

Myrothecium).

¢ Organes de fructification

Ce critéere se manifeste par la présence ou I’absence de structures protectrices issues de la
reproduction asexuée ou sexuée. Les structures protectrices issues de la reproduction asexuée

sont les pycnides et les acervules. Sur les milieux de culture, seules les pycnides sont visibles ;

les acervules ne se formant que dans les tissus de 1’hote végétal [203].

Pycnides : sont des nodules mycéliens, creux, composés d’une paroi épaisse formée par un
feutrage compact de filaments mycéliens. La face interne de la paroi est tapissée des
conidiophores produisant des conidies qui sont libérées a maturité par 1’ostiole (ex: Phoma)

(Figure n°21).

Acervules : sont des agrégats de filaments mycéliens enchevétrés, solidement attachés sur un
végetal délimitant une cavité avec une ouverture. A I’intérieur, on retrouve une assise de

conidiophores produisant les conidies.
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Les structures protectrices issues de la reproduction sexuée peuvent étre observées chez les

Ascomyceétes ; I’ascocarpe, qui protége 1’asque peut étre de plusieurs types [71].
Apothécies : I’ascocarpe est ouvert, en forme de coupe, portant les asques en surface.

Cleistotheces : I’ascocarpe est arrondi et lisse ; il n’y a pas de réseaux mycéliens périphériques,
il est clos et sa paroi se fissure a maturité pour libérer les asques sphériques octosporées (ex:

Emericella) (Figure n°21).

Péritheces : I’ascocarpe a la forme d’une bouteille avec, a I’extrémité rétrécie, une ouverture
(ostiole) ; le périthéce renferme des asques allongés, entourés d’une paroi a simple membrane
(unituniqué) ou a deux membranes (bituniqué) et contenant chacun 8 ascospores (ex:

Chaetomium) (Figure n°21).

ascospores.

- asques
ostiole

Cléistothece Périthéce

conidies

“«

Pycnides

Figure n°21 : structures protectrices [71].

¢+ Présence des chlamydospores

Les chlamydospores sont des éléments de résistance, qui sont formés a partir du filament
mycélien ou a son extrémité. Elles ont une paroi épaisse. Contrairement aux autres spores, les
chlamydospores ne possedent pas de mécanismes de libération permettant leur dissémination a
maturité. Bien que peu spécifiques, puisqu’elles se retrouvent pratiquement chez toutes les
especes lorsque les conditions sont défavorables, elles peuvent cependant constituer une aide
dans I’identification lorsqu’elles apparaissent précocement (comme chez certaines especes de

Fusarium).
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3- Matériel et méthodes

3-1- Echantillonnage de L. feei
3-1-1- Collecte de L. feei

C’est au mois de février 2014 que s’est déroulé I’échantillonnage. Ainsi, 23 sujets de L.
feei (Figure n°22) en bon état phytosanitaire ont été aléatoirement récoltés avec une distance
séparant ['un de I’autre d’environ 50 m. Ces pieds ont ét¢ emballés individuellement dans des
sacs en papier, afin d’éviter toute sorte de contamination. Elles sont ensuite placées
soigneusement dans une glaciere, pour étre maintenues a 1’état frais et transportés au laboratoire
dans les 24 heures qui suivent la collecte, afin d’éviter la pourriture des feuilles qui entraine la

prolifération des souches pathogénes.

Figure n°22 : partie aérienne de Limoniastrum feei (de Gir.) Batt.

2-1-2- Traitement des échantillons

Une fois au laboratoire, 20 feuilles de chaque sujet de L. feei ont été sélectionnées et
nettoyées a 1’eau de robinet afin d’enlever la poussiere, les débris et les particules de sol
adhérents. Ces feuilles sont baignées dans I’HCI (1N) pendant 30 secondes, afin d’étre
débarrassées du calcaire qui les entoure et les rend coriaces. Puis, suivent 2 ringages successifs a
I’eau distillée stérilisée. 10 feuilles parmi les plus minces sont séchées et classées dans un herbier
afin d’étre colorées plus tard. Les 10 autres feuilles ont été utilisées directement a 1’état frais
pour une mise en culture. Ces manipulations consistent en une mise en évidence de la présence

des champignons endophytes.
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3-2- Mise en évidence histologique des mycoendophytes foliaires de L. feei

La méthode histologique est la maniere permettant la détection des endophytes chez la
plante hote. Elle consiste a effectuer directement des observations microscopiques des tissus

végétaux. C’est la méthode qui convient le plus pour distinguer a quel niveau le champignon

endophyte a réellement colonisé son hote [112].

Nous avons opté pour une méthode de coloration utilisée a I’ origine pour des champignons
mycorhiziens : celle de Phillips et Hayman (1970) avec quelques modifications pour 1’adapter

aux feuilles coriaces de Limonistrum feei. Le protocole utilisé est le suivant :

» 3 traitements successifs avec du KOH (hydroxyde de potassium) a 10%, dans une étuve a
90°C pendant respectivement 25, 15 et 10 minutes ; la solution de KOH a été remplacée a
chaque fois ; cette étape a pour rdle de vider les cellules de leur contenu cytoplasmique ;

» 2 traitements a I’eau de javel (NaOCl) pendant 10 minutes pour le blanchissement des
feuilles;

» ringage a I’eau oxygénée (H202) & 10% pendant 20 mn a température 90°C, pour éliminer

les pigments restants jusqu’au blanchissement total;

plusieurs ringages a I’eau courante;

neutralisation des feuilles dans un bain d’acide lactique (10%) pendant 3 a 4 mn;

mise dans la solution colorante (bleu trypan), a I’é¢tuve a 90°C;

rincage a I’eau distillée;

YV V. V V V

conservation dans du glycérol.

Apreés coloration, les feuilles sont ensuite placées entre lame et lamelle, en ajoutant de la
gélatine glycérinée, pour observer les structures fongiques au sein des tissus foliaires internes.

Ces lames ont été examinées au microscope optique, a différents grossissements.
3-3- Mise en culture des feuilles de L. feei

Afin de pouvoir décrire des traits phénotypiques, la majorité des etudes consacrées aux
champignons associés aux plantes ont été réalisées par isolement sur milieu de culture.
L’avantage majeur de cette mise en culture est la détection d’une large gamme d’isolats purs de

champignons. Concernant les champignons endophytes, la stérilisation du matériel végétal est

une étape obligatoire [204].
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3-3-1- Stérilisation superficielle des feuilles de L. feei

Cette étape précede la mise en culture. Elle consiste a éliminer les microorganismes
épiphytes qui demeurent sur la surface des feuilles. Pour la stérilisation des feuilles, nous avons

adopté le protocole de Helander et al. [205] modifié. Il comporte les 6 étapes suivantes :

traitement a 1’éthanol (96%) pour une durée de 2 minutes ;

rincage a I’eau distillée stérilisée ;

>
>
» traitement a I’eau de javel (NaOCI) pour une durée de 3 minutes ;
» 2¢éme ringage a I’eau distillée stérilisée ;

» 2éme traitement a 1’éthanol (96%) pour une durée de 30 secondes ;
>

3eme ringage a I’eau distillée stérilisée.
3-3-2- Préparation du milieu de culture

Parmi les milieux de culture adoptés pour 1I’ensemencement des champignons endophytes,
nous avons utilisé le plus cité, a savoir le milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar) [8, 58, 93, 105,
147, 206, 207, 208], amendé par un antibiotique, afin d’éliminer la croissance des bactéries

endophytes. C’est un milieu semi-synthétique, dont la composition est la suivante :

200 g de pomme de terre ;
20 g de glucose ;

20 g d’agar-agar ;

1000 ml d’eau distillée.

Y V VYV VY

Des tubercules de pommes de terre sont pelés, lavés et coupés en petits morceaux. Ils sont
ensuite cuits dans 200 ml d’eau pendant 15 a 20 mn. La préparation obtenue est filtrée a travers
une bande a gaz propre. Le filtrat est versé dans un Erlenmeyer d’un litre, placé sur un agitateur
chauffant. On rajoute au filtrat le glucose et I’agar-agar, puis on compléte le volume a 1000 ml.

Le récipient est retiré de la plaque lorsque le milieu est homogeéne et clair.

Le milieu est versé dans un flacon d’un litre pour la stérilisation a 1’étuve, a une
température de 120°C. Apres refroidissement alentour de 40°C, environ 400 mg d’antibiotique
disponible au niveau de notre laboratoire (amoxicilline) a été additionné et enfin, le milieu est

coulé dans des boites de Pétri, sous une hotte entre deux becs bunsen.
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Figure n°23 : Protocole de coloration, stérilisation et mise en culture des feuilles de L. feei.
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3-3-3- Ensemencement des feuilles de L. feei sur PDA

Les feuilles stérilisées ont été séchées a I’aide d’un papier absorbant (buvard) stérile. Sous
une hotte et entre deux becs bunsen, les feuilles ont été coupées aseptiqguement en petits
fragments de 2 a 5 mm de largeur, en utilisant des bistouris jetables stériles. Un total de 1150
fragments a été distribue, a raison de 5 pieces de la méme feuille par boite de Pétri contenant du
PDA. Les boites ont été scellées avec du parafilm et incubées a température ambiante, pendant

une période allant jusqu’a deux mois.

3-4- Isolement, purification et conservation des isolats

Afin d’isoler et de purifier les champignons recensés, un repiquage minutieux a I’aide d’un
matériel stérile a été réalisé durant toute la période de I’incubation. Les différents isolats
fongiques presents autour des fragments de feuilles cultivées sur PDA, ont été repiqueés sur des
nouvelles boites de Pétri contenant le méme milieu de culture, mais sans antibiotique. La période
d’incubation pour chaque isolat a été¢ enregistrée. Ainsi, des photos et des prélévements
microscopiques ont éte pris tout au long de cette période, afin d’identifier ces mycétes et
d’observer leurs comportements. Certains champignons ont été repiqués plusieurs fois, afin de

les purifier.

Les espéces fongiques isolées et purifiées sont conservées pour des travaux ultérieurs selon
deux protocoles en utilisant deux milieux de culture : le PDA et ’OA (Oatmeal Agar). Ce
dernier est un milieu de culture solide, caractérisé par sa pauvreté en matiére hydrocarbonée

(Voir composition dans I’annexe n°02).

Des colonies fongiques en culture pure ont été repiquées et déposées aseptiqguement dans
des tubes en gelose pente (en culot), avec un étiquetage adéquat. Chaque tube a été marqué avec
le numéro de code du sujet et de la feuille échantillonnés, le nom complet du champignon et la
date de stockage. Aprés 5 jours d’incubation, les isolats des tubes contenant du PDA sont
conserves dans le refrigérateur a température entre 2 et 8 °C, tandis que les tubes avec milieu de
culture OA sont complétés avec 1’huile de paraffine et conservés dans un endroit sombre a

température ambiante.
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3-5- Identification des mycoendophytes recensés

Les isolats fongiques ont été identifiés a 1’échelle phénotypique, c’est a dire une
identification macroscopique et une autre microscopique, en suivant les caractéristiques et les

critéres morphologiques des mycoendophytes recensés cités auparavant en bibliographie.
3-5-1- Identification macroscopique

L’observation macroscopique est une technique utilisée en microbiologie pour qualifier
une souche microbienne sur un milieu de culture solide et précis. Elle consiste en description des
colonies selon les caractéres morpho-culturaux, tel I’aspect général de la surface (taille,
topographie, contours, relief, texture, consistance, couleur, pigmentation, transparence...etc), de

leur revers, la vitesse et les extrémes de croissance (rapide, modérée ou lente). Nous nous
sommes ainsi référés aux clés d’identification macroscopique de Mansouri [58] et

Suryanarayanan et al. [209].
3-5-2- Identification microscopique

Des prélévements sur les différents isolats fongiques ont été étalés entre lame et lamelle en
ajoutant de la gélatine glycérinée afin d’étre observer au microscope optique. Quelques
préparations microscopiques ont été colorées au bleu trypan afin de permettre une observation
plus détaillée des champignons hyalins, qui apparaissent transparents et sont donc difficiles a
observer dans le détail. Cette identification microscopique est basée sur les critéres
morphologiques des hyphes (aspect du mycélium, cloisonnement, coloration...etc), des
conidiophores (absents, simples, ramifiés) et des structures reproductrices (fructifications,
formes, tailles et couleurs des spores), en se basant sur les clés de détermination de Tabuc [65] ;
Dufresne et Germain [71] et Kiffer et Morelet [210].

3-6- Analyse des données
3-6-1- Fréquence moyenne de Colonisation (FC%)

Le taux d’infection ou de colonisation par les mycoendophytes exprimé en pourcentage a

été calculé en se basant sur la méthode de Fisher et Petrini [211], donnée ci-dessous :

FC% = (Nc/ Nt) x 100
Nc = nombre total de segments colonisés par une espéce ou groupe fongique ;

Nt=nombre total des segments cultivés.
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3-6-2- Abondances des genres fongiques au niveau des différents sujets de L. feei

Afin de préciser la distribution fongique au sein de chaque sujet de L. feei, I’ensemble des

abondances pour chacun des genres fongiques a été calculé selon la regle suivante :

A=Ni/N

Ni = nombre de segments colonisés par un seul genre fongique chez un seul sujet
N = nombre total de segments colonisés chez un seul sujet.
3-6-3- Pourcentage Relatif d’Occurrence (PRO%)

Ce paramétre donne la moyenne générale des abondances d’un genre fongique pour

I’ensemble des sujets échantillonnés. 11 se calcule par I’équation suivante:
PRO% = (FCs/ FCt) x 100

FCs = fréquence de colonisation d’un genre fongique

FCt = fréquence de colonisation totale.

3-6-4- Diversité générique

Afin d’évaluer la diversité des genres de mycoendophytes au sein des feuilles de L. feei,
I’indice le plus adapté est celui de Shannon-Weaver (H'). Cet indice permet d’étudier la structure
des peuplements en faisant référence ou non a un cadre spatio-temporel concret. Il permet
d’avoir rapidement, en un seul chiffre, une évaluation de la biodiversité du peuplement. C’est le
plus couramment utilisé pour 1’évaluation de la diversité des endophytes [212]. 1l est donné par

la formule suivante :
H' = Z[(Ni/N) x Ln (Ni/N)]
Ni/N = abondance des mycoendophytes au niveau des sujets de L. feei.

Les résultats présentés sous forme de graphique ont été réalisés par le biais du logiciel
Excel 2007. Des analyses de variance (ANOVA) sont faites pour mettre en évidence la présence
d’une différence significative entre les sujets échantillonnés. Une analyse en composantes
principales (ACP) a été établie en vue de mettre en évidence des interactions entre les différents
genres fongiques au sein des différents sujets de L. feei. Ces analyses ont été faites grace au
logiciel Stat Box 6.40.
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4- Résultats et discussion

4-1- Mise en evidence des mycoendophytes au niveau des feuilles de L. feei

La présence des champignons endophytes a été confirmée pour la premiére fois pour des
feuilles de L. feei de la région de Oued Aghlal & Béchar. Aprés 1’observation au microscope
optique des différentes feuilles de L. feei colorées au bleu trypan, nous avons pu mettre en
¢vidence D’infection des tissus foliaires internes par les champignons endophytes. Cette
colonisation se manifeste ; a I’échelle de 1’épiderme par la présence au niveau des espaces inter
et intracellulaire de différentes formes fongiques (filaments mycéliens et spores), mais aussi au
niveau des stomates et glandes sécrétrices de calcaire, ainsi qu’au sein du parenchyme et des

nervures.

@\ /

x 400

Figure n°24 : tissu foliaire de L. feei, indemne de colonisation fongique.

A : cellule épidermique ; B : stomate ; C : glande a calcaire.

La figure n°24 est une observation microscopique au sein d’une feuille de L. feei qui
montre une partie indemne (non infectée par les champignons endophytes) des tissus, ou les
cellules restent incolores. Au niveau de 1’épiderme, et d’aprés les multiples visualisations des
feuilles L. feei, nous avons constaté une présence massive des glandes épidermiques sécrétrices
de calcaire. Ces glandes sont spécifiques a cette espéce [13]. Les stomates sont nombreux et se

répartissent de maniere aléatoire au niveau de la surface épidermique.
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Des hyphes mycéliennes et des spores fongiques de tailles et largeurs variables ont été
trouvées inserées entre les différents compartiments tissulaires des feuilles de L. feei. La figure
n°25 montre des observations de ces formes dissipées entre et a travers les cellules de

I’épiderme.

A -~

x 400

X 400

Figure n°25 : infections fongiques inter et intracellulaire au niveau de 1’épiderme chez les

feuilles de L. feei.

A : masse mycélienne entre les cellules épidermiques ; B : mycélium intercellulaire ; C : colonisation intracellulaire

d’une partie de I’épiderme ; D : spores a I’intérieur des cellules épidermiques.

La coloration observée a la fois au niveau des espaces inter et intracellulaire au sein des

tissus foliaires de L. feei confirme la présence des mycoendophytes a 1’intérieur de ces feuilles.

Cette colonisation inter et intracellulaire a été mentionnée par plusieurs études [52, 97, 98,
99, 100, 101, 102]. De plus, Bernardi-Wenzel et al. [213], en utilisant le microscope a balayage
(MEB) ont visualisé des peuplements fongiques aux niveaux inter et intracellulaire dans les
feuilles de Luhea divaricata. EI-Nagerabi et son équipe [214] ont montré la présence de ces
mémes structures chez les feuilles du jujubier d’Oman. Zareb [208] et Benfoddil [215] ont fait le

méme constat au niveau des feuilles du pistachier de 1’Atlas de Laghouat en Algérie. Tres
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récemment, Ouzid [216] a observé la présence des hyphes mycéliennes pigmentées au niveau
des espaces inter et intracellulaires des feuilles de Peganum harmala de la région de Laghouat
(Algérie).

L’espace intercellulaire est riche en substances nécessaires pour soutenir la croissance des
champignons endophytes. En plus, les concentrations de sucres signalées dans 1’apoplasme non

endophytique sont suffisantes pour soutenir la croissance fongique [217].

Almut Reiher [218] rapporte que I’introduction des hyphes de mycoendophytes peut se
faire directement dans 1’épiderme intact par les appressoriums, ou a travers des stomates de la
feuille intacte. Elle peut étre facilitée par des Iésions sur les tissus de la plante causés par des

dommages mécaniques ou par les herbivores.

La colonisation par les mycoendophytes chez les feuilles de L. feei a touchée également les
cellules stomatiques et les différentes glandes dissipées dans 1’épiderme de ces feuilles comme le

montre la figure n°26.

Figure n°26 : observations microscopiques de la colonisation fongique au niveau des stomates et

des glandes a calcaire chez les feuilles de L. feei.

A-B : infections fongiques au niveau des glandes a calcaire; C-D : stomates colonisées par des mycoendophytes.
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Les stomates représentent la voie naturelle de pénétration des mycoendophytes [112]. la
pénétration de I’infection peut étre intercellulaire ou intracellulaire et peut étre limitée a une

cellule ou dans une zone limitée autour du site de pénétration [219].

Cette infection fongique arrive jusqu’au parenchyme et des nervures (Figure n°27).

Figure n°27 : observations microscopiques de I’infection fongique au niveau du parenchyme et

de la nervure principale chez les feuilles de L. feei.

A-B : colonisations fongiques intracellulaire au niveau du parenchyme; C : infection de 1’espace intercellulaire

d’une partie de parenchyme ; D : nervure centrale colonisée par les mycoendophytes.

Nos résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs. Duran et al. [220], ont observé
des hyphes fongiques au niveau des cellules du parenchyme palissadique dans les feuilles de
Citrus limon. Les endophytes sont généralement endémiques dans le parenchyme [221]. Sous
microscope électronique a balayage et aprés observation des feuilles de Sapindus saponaria, il a
été possible d’identifier la présence des hyphes dans les cellules au niveau des espaces
intercellulaires et leur passage d’une cellule a I’autre du parenchyme palissadique et spongieux

[222]. Des observations microscopiques des feuilles du pistachier de 1’Atlas (Pistacia atlantica)
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montrent 1’existence de champignons endophytes a I’intérieur et entre les cellules du

parenchyme [208, 2015].

Les observations microscopiques des feuilles de L. feei ont permis de noter aussi la
présence de champignons endophytes au niveau des tissus conducteurs de la nervure principale
(Figure n°27).

Les tissus conducteurs (phloéme et xyléeme) des nervures principales et secondaires sont
fortement colonisés par les mycoendophytes. Ils forment un excellent lieu de refuge pour
plusieurs endophytes [8, 99]. Cela a été montré aussi par Zareb [208] et Ouzid [2016], lorsqu’ils
ont noté que les vaisseaux conducteurs des feuilles de Pistacia atlantica et de Peganum harmala
sont trés riches en mycoendophytes. Il est possible que cette présence massive des
mycoendophytes au niveau des nervures soit influencée par leur richesse en eléments nutritifs et
explique parfaitement le comportement nutritionnel des champignons endophytes, qui dépendent
toujours de la matiere hydrocarbonée offerte par la plante hote. Hata et al. [223], ont isolé des
champignons endophytes a partir de feuilles de Pasania edulis, 1'un des arbres les plus
importants des foréts tempérées chaudes du Japon. La plupart des mycoendophytes ont éte isolés
a partir de la nervure centrale et moins fréquemment de peétioles. Ils suggérent que parmi les
causes possibles de cette distribution endophyte au sein de la feuille, les différences dans les
modes d’infection, les interactions négatives des principaux endophytes et la composition de

chaque compartiment tissulaire au sein de la méme feuille.

Au cours de cette observation microscopique des feuilles traitées au bleu trypan de L. feei,
nous avons remarqué également une étonnante présence de structures mycéliennes colorées en
bleu et de spores entre marron et noire, en surface des feuilles. Ces formes extra-tissulaires sont

des champignons épiphytes, (voir un exemple de ces structures dans la figure n°77 sur I’annexe

n°03).

Genéralement, les hyphes des mycoendophytes apparaissent colorés en bleu, tandis que les
spores prennent souvent la couleur foncée entre marron et noire. Cette méme coloration des
structures fongiques a été constatée pour les feuilles de Pistacia atlantica [215]. Il est possible
que la couleur observée chez les formes fongiques (mycéliums et spores) soit influencée par la

nature et la composition de la paroi constitutive de ces derniers.
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4-2- Fréquence de colonisation des mycoendophytes au niveau des feuilles de L. feei

Apres deux mois d’incubation sur milieu PDA et a partir de 1150 fragments de feuilles
cultivés, nous avons obtenu un total de 842 isolats fongiques au niveau des 23 sujets

¢chantillonnés, ce qui représente un taux d’infection global de 73,22% (Tableau n°6).

Tableau n°6. Fréquences de colonisation (FC) au niveau des 23 sujets de L. feei.

Sujets FC(%)£ES | Sujets FC(%)£ES
Sujet 1 100+0 Sujet 13 54+12
Sujet 2 100+0 Sujet 14 62+12
Sujet 3 96+3 Sujet 15 58+12
Sujet 4 94+3 Sujetl6 62+13
Sujet 5 80+8 Sujet 17 66+10
Sujet 6 76+11 Sujet 18 88+6
Sujet 7 46+11 Sujet 19 90+4
Sujet 8 50+11 Sujet 20 8445
Sujet 9 38+10 Sujet 21 82+6
Sujet 10 40+12 | Sujet 22 92+4
Sujet 11 68+10 | Sujet 23 84+7
Sujet 12 7446 Moyenne 73,2244

Une anova montre une différence hautement significative entre les fréquences de
colonisation par les mycoendophytes calculées pour les différents sujets (p<0,00). Les sujets
numérotés de 7 a 17 apparaissent moins infectés par les champignons endophytes, contrairement
aux autres sujets qui montrent des taux de colonisation éleves, parfois méme de 100% : cas des
sujets 1 et 2. La plus basse fréquence de colonisation enregistrée dans cette étude est celle du

sujet 9 avec 38 %.

Des fréquences élevées de colonisation par les champignons endophytes ont été

enregistrés dans plusieurs études : allant de 78% au niveau des feuilles de Centila asiatica
(Apiaceae) de Madagascar [162], 89% chez les palmiers d’Australie [224] et jusqu’a 98% dans
les feuilles de Guarea guidonia (Meliaceae) a Porto Rico [130]. Des taux moins élevés ont été
signalés chez d’autres plantes hotes, telles que la banane avec 29% [225] et entre 57% et 65%

chez Cedrus atlantica, d’une zone subhumide a hiver froid en Algérie [226]. Des pourcentages
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plus faibles encore ont été enregistrés chez Saussurea involucrata avec 11% [61], ainsi que chez

Withania somnifera (5.11%) [227]. Zerroug [147] a obtenu pour Retama retam de Bordj Bou

Arréridj (Algérie) une fréguence de colonisation de 8%.

La différence entre ces pourcentages d’infection peut étre expliquée par la différence entre
les especes hétes, le nombre d’échantillons, ainsi que les milieux de culture utilisés [228]. Il est
évident que la stratégie d’échantillonnage et de mise en culture influence la richesse de la
communauté fongique développée [52, 90, 124]. Généralement, I’utilisation de petits fragments
de feuilles révéle I’existence de plus de taxons que celles de grande taille. Il y a lieu de noter que

la variation de feuille a feuille est considérable [204].

La forte colonisation par les mycoendophytes au niveau des feuilles de L. feei peut étre
expliquée par la période d’échantillonnage. En effet, beaucoup de champignons endophytes se
développent dans les tissus végétaux au printemps [214, 229]. Le printemps semble étre associé
a la mise en place de souches fongiques endophytes dans les tissus de la plante. Les
précipitations plus importantes dans cette saison pourraient favoriser la libération et la dispersion
de spores fongiques [230] et les températures modérées permettraient une plus grande viabilité
des propagules fongiques et donc leurs succes dans la colonisation des tissus de la plante héte
[140]. En effet, une forte corrélation a été observée entre les niveaux d’infection par les
mycoendophytes et les précipitations cumulées [137]. La disponibilité en eau joue un role

important pour 1’infection des plantes par des champignons endophytes.

D’aprés 1’anova, nous constatons que les différences de colonisation par les
mycoendophytes entre les sujets échantillonnés sont trés significatives. La fréquence de
colonisation peut varier en fonction de I’age et de la morphologie des feuilles prélevées [138,
147, 231]. Harzalah et al. [226] ont démontré que les sujets agés renferment plus de
champignons endophytes par rapport aux sujets jeunes. Les feuilles matures subissent plus de
photosynthése et offrent également de grandes quantités de nutriments aux champignons
endophytes [136]. D’autre part, cette colonisation accrue des feuilles agées est due a une
surinfection des feuilles au fil du temps par I’inoculum aérien [137]. Kumaresan et
Suryanarayanan [232] ont montré que les communautés endophytes des feuilles ne sont pas
statiques, mais subissent des changements permanents, ce qui montre que la communauté
endophyte est dynamique. Cela pourrait expliquer les variations des taux d’infection par les

champignons endophytes entre les sujets examinés de L. feei.
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4-3- Répartition des mycoendophytes recensés au niveau des feuilles de L. feei

Il est & noter que la majorité des genres fongiques endophytes que nous avons pu identifiés
au niveau des feuilles de L. feei est rangée en majorité (86,30%) au sein du phylum des
Ascomycota. Le genre Absidia est le seul taxon qui appartient au phylum des Zygomycota
(1,22%), tandis que, le phylum des Basidiomycota est représenté seulement par le genre
Rhizoctonia avec un pourcentage de 1,17% (Figure n°28). D’autre part, les structures
mycéliennes stériles (MS) qui n’exhibent aucune forme de reproduction et les souches non
identifiées (SNI) ont été classées hors contexte de phylum. Ces derniers ensembles représentent

11,31% de la population fongique isolée.

1,22%

1,17% _\

= Ascomycota

m Basidiomycota
Zygomycota

m Autres (SNI + MS)

Figure n°28 : phyla des mycoendophytes recensés au niveau des feuilles de L. feei.

L’appartenance des mycétes isolés chez les feuilles de L. feei en grande majorité au
phylum des Ascomycota corrobore les travaux de Wilson [93], Ganley et Newcombe [207],
Jumpponen et Jones [233] et Kembel et Mueller [234] qui ont trouvé une nette prédominance des
Ascomycota. Au Mexique, Rivera-Ordufia et al. [235] ont trouvé que 77,2% des isolats
fongiques de Taxus globosa sont des Ascomycetes. Chez Centila asiatica, 475 champignons ont
été isolés et classés en 45 taxons différents. Toutes ces espéces appartiennent aux Ascomycota
[162]. De plus, Buee et son équipe [236] ont envisagé que 1’abondance de cette classe de

champignons est due a leurs mécanismes adaptatifs contre la salinité et I’alcalinité.
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L’ensemble des mycoendophytes que nous avons pu identifier appartiennent aux genres

suivants :  Penicillium, Aspergillus, Gliocladium, Cladosporium, Phoma, Trichophyton,
Trichoderma, Acremonium, Exophiala, Alternaria, Epicoccum, Absidia, Rhizoctonia,
Aureobasidium, Phialophora, Fusarium, Verticillium, Paecilomyces, Scytalidium et

Scopulariopsis. La distribution compléte de ces genres fongiques est donnée dans le tableau n°7.

Tableau n°7. Pourcentage relatif d’occurrence (PRO) des genres fongiques de feuilles de L. feei.

Genres Phylum PRO(%)+ES
Penicillium Ascomycota 29,83+ 0,042
Aspergillus Ascomycota | 15,96+ 0,017
Gliocladium Ascomycota 9,13+ 0,021
Cladosporium Ascomycota 7,61+ 0,018
Phoma Ascomycota 5,65+ 0,015
Trichophyton Ascomycota 3,65+ 0,013
Trichoderma Ascomycota 2,57+ 0,009
Acremonium Ascomycota 2,17+ 0,010
Exophiala Ascomycota 1,52+ 0,008
Alternaria Ascomycota 1,48+ 0,007
Epicoccum Ascomycota 1,43+ 0,006
Absidia Zygomycota 1,22+ 0,007
Rhizoctonia Basidiomycota | 1,17+ 0,007
Aureobasidium Ascomycota 1,13+ 0,007
Phialophora Ascomycota 1,13+ 0,006
Fusarium Ascomycota 0,91+ 0,006
Verticillium Ascomycota 0,87+ 0,005
Paecilomyces Ascomycota 0,78+ 0,006
Scytalidium Ascomycota 0,30+ 0,003
Scopulariopsis Ascomycota 0,17+ 0,002
Mycélium stérile / 0,57+ 0,004
Structures non identifiées / 10,74+ 0,017
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Les données du tableau n°7 montrent que certains genres fongiques sont particuliérement
abondants. Parmi les mycotaxons qui présentent des taux d’occurrence élevés, nous trouvons
Penicillium avec 29,83%, suivi par Aspergillus avec 15,96%. Ces deux genres ensemble
représentent presque la moitié des abondances fongiques avec un taux de 45,79%. Les genres
Cladosporium, Gliocladium, Phoma et Trichophyton sont moyennement abondants vis-a-vis du

reste des mycoendophytes recensés. Les occurrences des autres taxons sont relativement faibles.

Ceci est di probablement a la dominance de certaines espéces fongiques, éliminant ou
réduisant par conséquent 1’apparition et le développement d’autres taxons endophytes au niveau

des feuilles de L. feei. L’échantillonnage et les techniques de culture utilisées au laboratoire

peuvent aussi expliquer cela [93].

Ce modéle d’infections a 2 ou 3 taxons dominants, accompagnés d’un ensemble
d’opportunistes mineurs est également typique des champignons endophytes dans beaucoup de
plantes vasculaires pérennes [96]. Il est indicatif de la Coévolution potentielle entre les

champignons endophytes dominants et leurs hotes [7, 139].

Selon la classification de Kiffer et Morelet [210], il est a noter que I’ensemble des genres
mycoendophytes recensés est cosmopolite. La majorité des 20 genres recensés a un mode de vie
saprophyte et un substrat d’origine tellurique. Cladosporium est le seul genre phytopathogéne,
tandis que Phialophora est le seul parasite potentiel. Les genres ayant une nature antagoniste

sont : Penicillium, Aspergillus, Gliocladium, Trichoderma, Acremonium et Scytalidium.

La mycoflore endophyte des feuilles de L. feei est relativement diverse. Plus de 96% des
mycotaxons endophytes recensés sont attribués aux champignons imparfaits (Deutéromycetes),
ce qui montre la dominance particuliere de ce groupe fongique. Cette dominance spécifique est
expliquée par le fait que la trame mycoendophyte de L. feei se caractérise par des groupes
taxonomiques ayant perdu le mode reproductif sexué eut égard a la coévolution champignons-
plantes, sans oublier le mode de transmission qui nécessite généralement des mécanismes
simples faisant intervenir le systéme reproductif conidien [8] et que la stratégie symbiotique
adopté par les endophytes associés a cette plante nécessite en général un recours a la

reproduction asexuee [2].
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Presque la moitié des mycotaxons recenses dans cette etude (Cladosporium, Phoma,
Exophiala, Alternaria, Epicoccum, Aureobasidium, Phialophora, Scytalidium et Scopulariopsis)
sont des Phaéohyphomycetes. Ils apparaissent avec des couleurs foncées entre marron vif et noir.
Cette pigmentation donne 1’aspect sombre caractéristique des champignons dématiés, qui ont le
pouvoir d’accumuler la mélanine au niveau des hyphes [237]. La présence de la mélanine
améliore la physiologie fongique en augmentant la rigidité de la paroi cellulaire, ce qui permet la
pénétration de ces champignons dans les différents tissus de la plante hote [238]. Selon Butler et
al. [239], cette substance est responsable de la protection contre les radiations UV et contre les

enzymes de dégradation de la paroi cellulaire produites par les microbes antagonistes.

Les autres mycoendophytes identifiés sont considérés comme des Hyalohyphomycétes
(champignons sans pigment brun dans la paroi de leurs cellules au niveau du mycélium). Les
genres les plus abondants et qui ne figurent pas parmi les champignons dématiés sont
Penicillium, Aspergillus et Gliocladium. lls représentent ensemble 54,92% de la population
fongique inventoriée chez L. feei. Ces derniers sont les plus communs sur le phylloplan de
plusieurs végétaux [240]. Selon Chalfoun et Batista [241], les genres Penicillium et Aspergillus
sont d’occurrence cosmopolite et sont parmi les microorganismes les plus abondants dans la
nature. Ils sont utilisés comme des bioindicateurs pour la conservation de la biodiversité [242].
Ces mycoendophytes sont considérés comme des antagonistes résident sur la plante héte [210].
IIs s’opposent aux autres genres de la phyllosphére par 1’établissement des corrélations

négatives.

4-4- ldentification et taxonomie des espéces fongiques recensées

Les isolats fongiques recensés appartiennent a 56 espéces et a 20 genres. Le genre le plus
riche en especes est Penicillium avec 10 especes différentes, suivi par Aspergillus avec 8
especes. Les genres Cladosporium, Phoma, Gliocladium comportent respectivement 6, 5 et 4
especes. Pour Trichophyton, Acremonium, Exophiala, Alternaria, Absidia, Phialophora,
Fusarium, Paecilomyces, nous avons recensé 2 espéeces pour chacun des genres. Le reste des

mycoendophytes n’est composé que d’une seule espece.
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Especes du genre Penicillium

A I’exception d’Eupenicillium sp (téléomorphe de Penicillium sp), I’ensemble des espéces

recensées pour ce genre sont des formes anamorphes.

La repartition des 251 isolats fongiques du genre Penicillium recensés au niveau des

feuilles de L. feei est donnée en pourcentage pour chaque espéce dans le tableau n°8.

Tableau n°8. Pourcentages des espéces du Penicillium au sein des feuilles de L. feei.

Espece Abondance (%) | Espéce Abondance (%)
P. chrysoginium (Figure n°29 : C-D) 10,76 P. sp3 4,38
P. digitatum (Figure n°29 : G-H) 24,31 P. sp4 1,99
P. notatum (Figure n°29 : E-F) 12,35 P. sp5 2,39
P. spl (Figure n°29 : I-J) 14,74 P. sp6 1,20
P. sp2 (Figure n°29 : K) 19,12 Eupenicillium sp (Fig. n°29: A-B) 8,76

Les deux espéces P. digitatum et P. sp2 sont les plus abondantes dans ce tableau.

Penicillium est un genre qui comporte plus de 200 espéces connues dans la nature.
Certaines sont utilisées dans 1’industrie fromagere ou pour la production de métabolites, d’autres
peuvent étre responsables de dégradations de la matiére organique. C’est un genre trés répandu
dans la plupart des environnements terrestres [86, 243], il a été déja isolé comme endophyte a
partir de plusieurs plantes médicinales [147, 215, 227, 244, 245, 246, 247, 248]. P. notatum est la

souche isolée par Fleming en 1928.

Certaines espéces de Penicillium ont été signalées comme agents protecteurs des plantes
contre les champignons pathogeénes. Ils combattent les maladies en utilisant divers systémes de
défense. De Cal et al. [249] ont observé I’effet suppressif de P. oxalicum au flétrissement de la
tomate, causé par Fusarium oxysporum, ce qui suggére que P. oxalicum déclenche une réaction
de défense de la plante. De méme, P. purpurogenum produit des enzymes lytiques impliqués

dans la dégradation des parois cellulaires des champignons phytopathogenes [250].

La forme téléomorphe de Penicillium a été isolée d’Artemisia annua [251], et & partir de
Glochidion ferdinandi (Euphorbiaceae) recueillie en Australie. Le bouillon de culture de ce
mycoendophyte montre la présence de trichodermamide C, un peptide cytotoxique efficace

contre des lignées cellulaires humaines du carcinome colorectal et carcinome pulmonaire [252].
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Régne : Champignon
Phylum : Ascomycota
Classe : Eurotiomyceétes
Ordre : Eurotiales
Famille : Trichocomaceae

Genre : Penicillium

C

X 1(_)00 % X 400

x 1000 X 400
7 jours sur PDA :

A : colonied’Eupenicillium sp, B-1 : aspect microscopique d’Eupenicillium sp, B-2 : cleistotheces d’Eupenicillium
sp, B-3 : conidiophore d’Eupenicillium sp, C : P. chrysoginium, D : colonie de P. chrysoginium, E : P. notatum,
F : conidiophore de P. notatum, G : colonie de P. digitatum, H : P. digitatum, I : Penicillium spl, J : colonie de
Penicillium spl, K : Penicillium sp2.

Figure n°29 : apercu sur les principales espéces de Penicillium.
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Especes du genre Aspergillus

Toutes les espéces d’Aspergillus isolées chez les feuilles de L. feei sont des
Deutéromyceétes. Une seule exception pour Emericella nidulans qui est une téléomorphe
d’Aspergillus nidulans.

La distribution des espéces au sein du genre Aspergillus chez les feuilles de L. feei est
consignée dans le tableau n°9.

Tableau n°9. Pourcentages des especes de 1’Aspergillus au sein des feuilles de L. feei.

Espece Abondance (%) | Espéce Abondance (%)
A. flavus (Figure n°30: C) 16,42 A. niger (Figure n°30 : A-B) 21,64
A. fumigatus (Figure n°30: I) 2,99 A. spl (Figure n°30 : J-K) 18,66
A. glaucus (Figure n°30 : D-E) 5,22 A. sp2 2,99
A. nidulans (Figure n°30 : G-H) 29,85 Emericella nidulans (Fig. n°30 : F) 2,23

Le genre fongique Aspergillus est dominé par I’espéce A. nidulans avec 29,85%, suivi par
celle de A. niger (21,64%).

Ce genre comprend dans la nature environ 185 especes réparties en 18 groupes
morphologiquement, génétiquement et physiologiquement proches [86], dont certaines ayant une

valeur commerciale, médicale, ainsi que des espéces pathogenes [253].

Aspergillus est un genre capable de croitre sur presque tout type d’habitat [245]. Il a été
déja isolé en tant qu’endophyte a partir de plusieurs plantes médicinales [106, 147, 208, 215,
227, 245, 246, 247]. Shankar et Shashikala [248] ont isolé ce genre a partir de Clitoria ternatia,

une plante médicinale de la famille des Fabaceae.

Les Aspergillus ont une large répartition géographique, mais sont plus souvent associés
aux régions a climat chaud [69]. lls se développent sur la matiére organique en décomposition,
dans le sol, le compost et les denrées alimentaires. De nombreuses espéces d’Aspergillus sont
présentes dans I’environnement humain, notamment dans la poussiere et I’air. Une vingtaine
d’espéces est impliquée dans des pathologies animales et humaines, en étant capables d’envahir
les tissus vivants et provoquer des aspergilloses (A. fumigatus responsable de mycoses

pulmonaires ; A. niger responsable d’aspergillose du conduit auditif) [254].
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Régne : Champignon

Phylum : Ascomycota
Classe : Eurotiomycétes
Ordre : Eurotiales
Famille : Trichocomaceae

Genre : Aspergillus

7 jours sur PDA

2 mois sur PDA

A : colonied’Aspargillus niger, B-1:

K : conidiophores d’Aspergillus spl.

conidiophore d’A. niger, B-2 : conidies (spores) d’A. niger, C-1: aspect

microscopique d’A. flavus, C-2 : téte aspergillaire d’A. flavus, C-3: sporesd’A. flavus, D : colonie d’A.section
glaucus, E-1 : cleistothéce et filaments d’A. glaucus, E-2 : conidiophored’A. glaucus, E-3 : conidiesd’A.section
glaucus, F: cleistothece d’Emericella nidulans, G : colonies d’A. nidulans, H: conidiophore et spores

particulieres d’A. nidulans colorés au bleu trypan, | : conidiophore d’A. fumigatus, J : colonie d’Aspergillus sp1,

Figure n°30 : apercu sur les principales especes d’Aspergillus.
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Especes du genre Gliocladium

Les pourcentages des quatre especes de Gliocladium isolées chez L. feei sont notés dans le
tableau n°10.

Tableau n°10. Pourcentages des espéces du Gliocladium au sein des feuilles de L. feei.

Espéce Abondance (%) | Espéce Abondance (%)
G. viride (Figure n°31 : G-H) 45,45 G. sp2 (Figure n°31 : C-E) 24,68
G. spl (Figure n°31: A-B) 16,88 G. sp3 (Figure n°31: F) 12,99

La plus grande portion d’abondance pour Gliocladium est occupée par I’espéce

Gliocladium viride avec un pourcentage de 45,45%.

Gliocladium, morphologiquement trés proche de Trichoderma, ou ils forment souvent un
habitat en commun, en particulier dans les sols et dans la matiére organique. Ces mycetes
peuvent vivre soit comme saprophytes, soit comme parasites sur d’autres organismes. Les
champignons de ces deux genres sont bien connus pour leur comportement antagoniste et ont été
largement utilisés dans les essais de biocontrdle [255]. Les mécanismes antagonistes réels n’ont
pas toujours été élucidés, mais la compétition pour les nutriments, la production de composés

inhibiteurs et d’enzymes hydrolytiques a souvent été décrite [256].

Plusieurs espéces de Gliocladium sont utilisées comme agents de lutte biologique et de
contr6le des maladies causees par Rhizoctonia. Cette stratégie a porté ses fruits dans le cas de la

lutte contre le mildiou chez le riz [256].

Gliocladium sp posséde une activité antagoniste contre la maladie de la feuille de Hevea
brasiliensis (plant de caoutchouc), causée par Colletotrichum [257]. Une autre espéce de
Gliocladium isolée de différentes plantes hotes telles que le mais [258] et le cacao, Cette espece
a nouveau isolé de Solanum lycopersicum présente une activité contre Meloidogyne, un

nématode racinaire ravageur de plusieurs plantes a intérét agricole [259].

En culture double avec Rhizoctonia solani, Gliocladium virens a produit de la P-1,3-

glucanase, de la N-acétylglucosaminidine, des lipases et des protéinases [260].

89



Chapitre 3

Diversité fongique des feuilles de Limoniastrum feei

Régne : Champignon
Phylum : Ascomycota
Classe : Sordariomycétes
Ordre : Hypocreales
Famille : Hypocreaceae

Genre : Gliocladium

7 jours sur PDA

X400

cl

N\
[\

i%

15 jours sur PDA

¥V

2 mois sur PDA

7 jours sur PDA

A : colonie de Gliocladium spl, B : conidiophore de Gliocladium spl, C : aspect microscopique de Gliocladium
sp2, D : coloniesde Gliocladium sp2, E : conidiophores de Gliocladium sp2, F : Gliocladium sp3, G : colonie de

Gliocladium viride, H : aspect microscopique de Gliocladium viride.

Figure n°31 : apercu sur les especes de Gliocladium.

Espeéces du genre Cladosporium

Le tableau n°ll représente les pourcentages des especes obtenues pour le genre

Cladosporium chez les feuilles de L. feei.

Tableau n°11. Pourcentages des espéces du Cladosporium au sein des feuilles de L. feei.

Espece Abondance (%) | Espéce Abondance (%)
C. herbarum (Figure n°32 : C-D) 23,44 C. sp2 (Figure n°32 : G-H) 12,5
C. tenuissimum (Figure n°32 : A-B) 15,62 C. sp3 7,81
C. spl (Figure n°32: E-F) 34,38 C.spd 6,25
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Les espéces C. spl suivi par C. herbarum présentent les abondances les plus élevées pour
ce genre au niveau des feuilles de L. feei.

Reégne : Champignon i’}
Phylum : Ascomycota ;
Classe : Dothideomycetes
Ordre : Capnodiales
Famille : Davidiellaceae
Genre : Cladosporium
2mois sur PDA
5 :
S
\ =] 7 jours sur PDA
G
\
A\ /
ZFOual000 15 jours sur PDA
A : colonie de Cladosporium tenuissimum, B : microscopie de C. tenuissimum, C: aspect microscopique de
C. herbarum, D : colonie de C. herbarum, E : aspect microscopique de Cladosporium spl, F: spores de
Cladosporium sp1, G : colonie de Cladosporium sp2, H : aspect microscopique de Cladosporium sp2.

Figure n°32 : apercu sur les principales espéces de Cladosporium.

Le genre Cladosporium est un Hyphomycete dématiacé. C’est un anamorphe de Davidiella
[261]. 11 est I'un des genres les plus hétérogénes d’Hyphomycetes [262]. C’est un genre
mondialement répandu, il regroupe environ 35 espéces dont la plupart sont parasites de vegétaux,
saprophytes trés communs ou phytopathogénes [86], il comprend notamment des espéces
endophytes courants, ou il a été isolé comme endophyte a partir de plusieurs plantes ;

Cephalotaxus mannii [263], Acacia catechu [247], Retama raetam [147] et du pistachier de
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I’ Atlas [208, 215]. Les especes de ce genre affectent la vie humaine quotidienne de différentes
maniéres. Les membres saprophytes communs de Cladosporium sont présents sur tous les types
de feuilles et de tiges sénescentes et mortes de plantes herbacées et ligneuses, en tant
qu’envahisseurs secondaires sur les lésions nécrotiques de la feuille causées par d’autres
champignons; ils sont fréquemment isolés de I’air, du sol, d’autres maticres organiques [225,

264].

Quelques espéces ayant des activités biologiques, tel I’activité insecticide du C. sp, isolé du
laurier rose (Nerium oleander) vis a vis de la bruche du haricot (Acanthoscelides obtectus), qui
est le probléme principal affectant I’haricot (Phaseolus vulgaris) [265]. Ceci laisse suggérer que

ce champignon pourrait étre utilisé en matiére de lutte biologique contre les coléopteres.

Espéces du genre Phoma

Le genre Phoma au sein de L. feei comporte cingq especes différentes. La partition de ces

especes est donnée dans le tableau n°12.

Tableau n°12. Pourcentages des especes du Phoma au sein des feuilles de L. feei.

Espéce Abondance (%) | Espece Abondance (%)
Phoma glomerata (Figure n°33 : A-B) 33,33 Phoma sp2 (Figure n°33: I-J) 18,75
Phoma herbarum (Figure n°33 : C-E) 27,09 Phoma sp3 (Figure n°33 : K) 12,5
Phoma spl (Figure n°33 : F-H) 8,33

P. glomerata et P. herbarum sont les deux espéeces les plus représentatives du genre Phoma

au niveau des feuilles de L. feei.

Les espéces du genre Phoma sont omniprésentes dans I’environnement et occupent de
nombreuses niches écologiques. A ’heure actuelle, plus de 220 espéces sont reconnues, mais le
nombre réel de taxons de ce genre est probablement beaucoup plus élevé. Plusieurs especes sont
des saprophytes inoffensives. Phoma s’est également révélé étre un important genre pathogene

fongique des plantes présent sur des cultures d’importance économique [266].
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spl, G : colonie de Phoma spl, H : structure reproductrice de Phoma spl, I : Phoma sp2, J: colonie de Phoma
sp2, K : aspect microscopique de Phoma sp3.

Figure n°33 : apercu sur les espéces de Phoma.
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Il se rencontre également dans différentes régions géographiques du monde comme
endophyte de différentes plantes hotes de divers groupes botaniques taxonomiques indépendants
[267, 268, 269], notamment chez les feuilles des plantes médicinales de différentes régions
[270]. Il est isolé d’Artemisia annua [251] et de Larrea tridentata, arbuste poussant dans la
région désertique des Etats-Unis, ce champignon possédant des propriétés antifongiques, produit
un mélange unique de composés organiques volatils (COV), une série de sesquiterpénoides,
certains alcools et plusieurs derivés de naphtalene. Le transcaryophyllene, un produit contenu
dans les COV fongiques, a également été noté dans les COV de cette plante piquante [271]. Ce
genre isolé également a partir de Dendrobium thyrsiflorum, D. devonianum et D. loddigesii et
présente des activités antibactériennes et antifongiques fortes, ainsi que des activités de
promotion de la production végétale [272]. Hoffman et al. [273] ont isolé un groupe d’acides
phénoliques a partir du bouillon de culture d’'un Phoma sp., découvert comme endophyte sur une

plante de Guinée.

Espéces du genre Trichophyton

Les espéces recensées pour le genre Trichophyton sont en nombre de deux. L’espéce
Trichophyton sp2 (Figure n°34 : C-E) est plus dominante (70,97%) par rapport Trichophyton spl
(Figure n°34 : A-B) avec 29,03%.

Ce genre tres répandu comme pathogéne humain, il est ’agent causal des dermapyhtes.
Trichophyton est timidement étudié chez les plantes. Cependant, il a été isolé comme endophyte
chez Symphytum officinale, ou il présente une activité antagoniste contre le phytopathogéne
Sclerotinia sclerotiorum, agent de la pourriture blanche (sclérotiniose), maladie affectant
diverses plantes dont le colza, le tournesol, les haricots, la carotte etc... [274]. Récemment, il a

été rencontré sur les feuilles de dix plantes médicinales d’Inde [275].
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Trichophyton sp2, E : Trichophyton sp2.

Figure n°34 : apercu sur les espéces de Trichophyton.
Espéces du genre Acremonium

Parmi les 18 isolats du genre Acremonium isolés a partir des feuilles de L. feei, 11
champignons appartiennent a 1’espece Acremonium spl (Figure n°35 : A-B), avec un
pourcentage de 61,11%. Les 7 autres champignons (38,89%) sont des espéces d’Acremonium sp2
(Figure n°35 : C-E).

Acremonium a une distribution mondiale dans la nature, il est présent dans le sol et sur la
matiére végétale en décomposition, entre autres le foin et les champignons morts, quelques
especes peuvent également étre présentes dans les produits alimentaires. Les nombreuses espéces
d’Acremonium sont surtout saprophytes et non pathogenes, a I’exception de quelques espéces qui

sont pathogénes pour les plantes et les humains [276].

Acremonium zeae isolé du mais produit deux nouveaux antibiotiques de nature alcaloide
(les pyrrocidines A et B), qui ont montré une activité antifongique significative contre
Aspergillus flavus et Fusarium verticillioides. Tandis que, Acremonium sp endophyte de Taxus

baccata produit un autre agent antimicrobien (la leuesnostatine A) [277, 278].
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A colonie d’Acremonium spl, B: conidiophore portant des conidies d’Acremonium spl, C: aspect

microscopique d’Acremonium sp2, D : colonie d’Acremonium sp2, E : Acremonium sp2.

Figure n°35 : apercu sur les espéces d’Acremonium.

Espéces du genre Exophiala

Les deux espéces inventoriées pour ce genre au niveau de L. feei sont réparties comme
suit : Exophiala canacera (Figure n°36 : A-B) représente 30,77% des isolats. Tandis que,

Exophiala sp (Figure n°36 : C-E) est plus dominant avec une abondance de 69,23%.

Parmi les champignons dématiacés responsables de la phaeohyphomycose humaine ou
animale, le genre Exophiala, est un agent étiologique bien connu qui comprend actuellement

plusieurs espéces considérées comme des agents pathogénes opportunistes [279].

Exophiala a été identifié a plusieurs reprises comme genre colonisateur spécifique aux
racines de la plante hote [280]. Dans cette étude nous avons prouvé sa présence au niveau
foliaire. Ce genre possede une tolérance inhérente aux métaux lourds. Dans les sols pollués, la
souche Exophiala tolérante aux métaux a clairement atténué les effets néfastes de I’exces d’ions
de métaux lourds et sa colonisation a amélioré la tolérance aux métaux du mais [281]. Diao et al.
[282] ont montré le role de cette souche dans I’accumulation du zinc extracellulaire au niveau du

mycélium, ce qui contribue a la dépollution du végétal hote.
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d’Exophiala sp, E : conidiophore et spores d’Exophiala sp.

Figure n°36 : apercu sur les especes d’Exophiala.
Espéces du genre Alternaria

Le genre Alternaria isolé des feuilles de L. feei comporte 12 champignons répartis
équitablement entre les deux especes Alternaria spl (Figure n°37 : A-B) et Alternaria sp2
(Figure n°37 : C-E).

Alternaria est connu comme champignon de phylloplan, mais il est capable de pénétrer les
couches superficielles de la feuille pour devenir endophyte [219]. Ce genre a fait preuve d’une

bonne adaptation pour le mode endophyte dans de grandes variétés de plantes [283].

Ce champignon a été identifié comme agent de lutte biologique prometteur contre les
pathologies spécifiques tel que le mildiou de la vigne causé par Plasmopara viticola [123]. Il est
connu par sa production massive de métabolites secondaires, y compris ; alternariol, alternariol
monométhyléther, altenusin, macrosporin et methylalaternin [284]. L’espéce Alternaria sp, isolé
a partir de feuilles de Sonneratia alba, plante chinoise de la famille Sonneratiaceae, a donné

deux nouveaux composés nommés acides xanalteric | et 1l a coté de onze métabolites connus.
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Les deux nouveaux composés présentent une activité antibiotique contre Staphylococcus aureus
[285].

Régne : Champignon
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Ordre : Pleosporales
Famille : Pleosporaceae
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A : colonie d’Alternaria spl, B : microscopie d’Alternaria spl, C : Alternaria sp2, D : colonie d’Alternaria sp2,

E : dictyospores d’Alternaria sp2.

Figure n°37 : apercu sur les espéces d’Alternaria.
Espéces du genre Absidia

Le recensement fongique du genre Absidia au sein des feuilles de L. feei a montré la
présence de deux especes. Absidia spl (Figure n°38 : A-B) forme un pourcentage de 60%. Le
reste (40%) est attribué a Absidia sp2 (Figure n°38 : C-E).

Le genre Absidia comprend des champignons d’origine telluriques, a la distribution
ubiquiste, ils vivent dans des températures optimales de croissance allant de 20 a 42 °C.
Physiologiquement, Ce genre comprend des especes mésophiles et thermotolérantes, parmi
lesquelles des espéces potentiellement pathogenes chez 1’étre humain, en raison de leur capacité
a se déevelopper au-dessus de 37 °C. Certaines des especes mésophiles jouent un réle
biotechnologique important dans la biotransformation des stéroides ou en tant que producteurs
de composants analogues a la rénine, alors que les especes présentant des optima de température
de croissance plus élevés présentent un intérét clinique en tant que pathogénes humains
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opportunistes [286]. La morphologie du genre est bien caractérisée et se concentre sur les
structures végétatives anamorphes (les sporanges) et sur les structures génératives téléomorphes
(les zygospores) [287]. La conjugaison sexuelle entre deux partenaires individuels sexuellement
compatibles (hétérothalliques) ou au sein d’un méme individu (homothallique) conduit a la
formation de zygospores. Jusqu’a présent, la délimitation des espéces et des genres liés a Absidia
a été principalement basé sur des critéres morphologiques de structures végétatives (sporanges)

et génératives (zygospores) [286].
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A : colonie d’Absidia spl, B : conidiophores et spores d’Absidia spl, C : aspect microscopique d’Absidia sp2, D :

colonie d’Absidia sp2, E : conidiophore d’Absidia sp2.

Figure n°38 : apercu sur les especes d’Absidia.
Espéces du genre Phialophora

Au sein de ce genre, la partie foliaire de L. feei a montré la présence de deux especes.
Phialophora spl (Figure n°39 : A-B) est plus répandu (66,66%) qu’a I’autre espéce de
Phialophora (Figure n°39 : C-E).

Phialophora est un genre de champignons a conidiophores courts, Il peut étre parasite sur
I’homme ou saprophyte sur les plantes, principalement les pommes. L’espéce endophyte

Phialophora lignicola, isolée a partir des racines de pin sylvestre finlandais (plante de la famille
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des Pinaceae), contient un antioxydant puissant, qui protégent les cellules contre I’oxydation
[288]. Une autre endophyte, Phialophora mustea isolé de Crocus sativus, posséde des nouveaux
métabolites antimicrobiens et cytotoxiques dont Phialomustin AD est un exemple trés répandu
[289].
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A : colonies de Phialophora spl, B : aspect microscopique de Phialophora spl, C : Phialophora sp2, D : colonie

de Phialophora sp2, E : conidiophore de Phialophora sp2.

Figure n°39 : apercu sur les especes de Phialophora.
Espéces du genre Fusarium

Le total des isolats fongiques appartenant au Fusarium chez L. feei est de 8 champignons

partagés en égalité entre deux especes (Figure n°40).

Le genre Fusarium, est I'un des genres les plus remarquables des champignons. Les
représentants peuvent étre trouvés dans la plupart des régions bioclimatiques du monde ; y
compris les prairies tropicales et tempérées, les zones arbustives, les foréts, ainsi que les
environnements alpins rudes et les déserts. Certaines espéces produisent des mycotoxines, telles
que les trichothécénes, les fumonisines et la zéaralénone, qui peuvent contaminer la nourriture
humaine et les stocks d’aliments pour animaux, conduisant ainsi & des mycotoxicoses graves

[290].
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D : colonie de Fusarium sp2, E : Fusarium sp2.

Figure n°40 : apercu sur les especes de Fusarium.

La présence de Fusarium sous la forme endophyte au niveau des feuilles de L. feei n’est
plus une exception, car ce champignon est caractérisé par sa plasticité a I’égard de ses milieux ou
il se développe. La forme endophyte de Fusarium a été isolée notamment a partir des racines et
du feuillage de plantes herbacées appartenant aux familles des Fabacées et des Poacées [291],
mais également a partir des aiguilles et des écailles de Pinus strobus [292]. Il est isolé
notamment d’Artemisia annua [251]. De méme que pour Alternaria, ce genre a €té rapporté
comme agent de lutte biologique contre le mildiou de la vigne cause par Plasmopara viticola
[123]. Fusarium, isolé a partir de trois espéces de Dendrobium, présente une forte activité
antimicrobienne, ainsi que des activités de promotion de la production végétale, comme le cas de

Phoma cité précédemment [272].

Espéces du genre Paecilomyces

Sept isolats fongiques de Paecilomyces sont isolés a partir des feuilles de L. feei. La
majorité (5 champignons) appartient a 1’espéce Paecilomyces sp2 (Figure n°4l : C-E).

Seulement, 2 champignons qui sont classés Paecilomyces spl (Figure n°41 : A-B).
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Les Paecilomyces sont des champignons dont la réparation géographique est cosmopolite.
Ils regroupent 31 espéces différentes et produisent de nombreuses mycotoxines relativement
dangereuses (acide byssochlamique, acide indole-3-acétique, ferrirubine, fusigene,
paecilotoxines, patuline, variotine et viriditoxine). Ce genre a été isolé comme endophyte de
piment rouge (plantes du genre Capsicum de la famille des Solanacées) en Corée [293]. Il est isolé

évidement de la plante médicinale Artemisia annua [251].

Régne : Champignon

Phylum : Ascomycota
Classe : Eurotiomycétes
Ordre : Eurotiales

Famille : Trichocomaceae

Genre : Paecilomyces i ‘G XM
2 mois sur PDA ‘ !

m
o

¥

.

\\

rex4m - = e
21 jours sur PDA Z ORI RN SR

A : aspect macroscopique de Paecilomyces spl, B : aspect microscopique de Paecilomyces spl, C : Paecilomyces

sp2, D : colonie de Paecilomyces sp2, E : conidiophores chargés de spores de Paecilomyces sp2.

Figure n°41 : apercu sur les especes de Paecilomyces.

Espeéces des genres Trichoderma, Epicoccum, Rhizoctonia et Verticillium

Parmi les groupes de champignons omniprésents dans la nature, le genre Trichoderma.

Qu’il présente des conidiophores semblables a ceux du Gliocladium, mais qui difféerent dans les
parois périthéciales [294]. Les espéces de ce genre sont économiquement importantes, avec un
large éventail d’utilisations, telles que la lutte biologique contre plusieurs agents pathogénes des
plantes [295, 296], la promotion de la croissance des plantes, ’induction de la résistance des
plantes [297, 298] et la production d’enzymes industrielles et d’antibiotiques [299, 300]. Au

cours des derniéres années, elles ont été également utilisées pour réduire au minimum les
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maladies des parties foliaires des plantes, en particulier pour supprimer les moisissures grises
causées par les infections a Botrytis cinerea et le mildiou sur de nombreuses cultures. Sur les 89
espéces de Trichoderma, un certain nombre d’espéces présentent I’activité de biocontrole. Les
diverses enzymes lytiques et les composés toxiques volatils et non volatils produits par ces
especes constitue le mécanisme principal du controle biologique [301]. La trichodermine, un
antifongique récemment caractérise a partir de Trichoderma harzianum, un champignon
endophyte de I’Houx cornu (Aquifoliaceae), avait un effet protecteur significatif contre le

mildiou sur la tomate et le concombre [302].

Les deux genres Epicoccum et Rhizoctonia, ont été isolés ensemble de Saussurea

involucrata de la Chine [61].

Epicoccum est un agent potentiel de lutte biologique contre les maladies des plantes
telles que la moisissure blanche dans la féve (Fabaceae). Il produit des mycotoxines telles que

I’épicorazine A et B et la flavipine indole-3-acétonitrile.

Les especes de Rhizoctonia sont des champignons ubiquistes et variables dans la
nature. Certains peuvent étre des agents de lutte biologique utiles contre les maladies des plantes
ornementales et d’autres sont des endophytes d’orchidées importantes pour le développement des
plantes [256]. Rhizoctonia a été isolé a partir d’orchidées (Dendrobium chrysanthum et D.
nobile) plantes médicinales chinoises [272]. Il semble que ce genre est totalement attaché
d’orchidées car Toutes les orchidées nécessitent une infection fongique pour compléter leur
cycle de vie [303]. Plusieurs taxons de Rhizoctonia provenant d’un certain nombre d’orchidées

nord-americaines ont été décrits et validés [256].

Les Verticilliums sont cosmopolites. Ce genre comprend 18 especes, dont certaines
sont phytopathogenes responsables des maladies du flétrissement regroupées sous le terme de
verticilliose, certaines autres sont utiles comme agents de lutte biologique contre les insectes

nuisibles et les nématodes dans les cultures.
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A : Epicoccum sp, B : colonie de Trichoderma sp, C : aspect microscopique de Trichoderma sp, D : conidiophores

et spores de Verticillium sp, E : colonies de Rhizoctonia sp, F : microscopie de Rhizoctonia sp.

Figure n°42 : apercu sur les genres Trichoderma, Epicoccum, Rhizoctonia et Verticillium.
Espeéces des genres Aureobasidium, Scytalidium et Scopulariopsis

Les especes du genre Aureobasidium sont omniprésentes et se trouvent dans différents
habitats [304]. Ce genre posséde différents styles de vie tels que saprophyte, pathogéne associé
aux plantes et pathogéne humain opportuniste ou bien endophyte [305]. Il a été isolé comme
endphyte de Acacia en Australie [306], et a partir d’une tige de bambou en Iran [307].
Aureobasidum pullulans, espece type du genre, est bien connu pour son importance commerciale
en tant que producteur de pullulane, un polysacharide extracellulaire biodégradable [308] et a été
également envisagé comme agent de biocontréle potentiel des agents phytopathogeénes tels que

Botrytis cinerea et Penicillium expansum [305, 308, 309].
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Scytalidium est un genre dominant des feuilles de Couroupita guianensis [310] et dans

les feuilles de Plumeria rubra, il est signalé comme genre cosmopolite [137].

Le genre Scopulariopsis comprend des espéces communément isolées du sol, du matériel
végetal et des environnements intérieurs. Quelques espéces sont également reconnues comme
des agents pathogénes opportunistes chez les insectes et les animaux, y compris les humains.

Actuellement, 77 espéces sont décrites [311].
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Phylum : Ascomycota Ascomycota Ascomycota
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A : Scopulariopsis sp, B : aspect macroscopique d’Aureobasidium sp, C : aspect microscopique d’Aureobasidium

sp, D : microscopie de Scytalidium sp, E : colonie de Scytalidium sp, F : chlamydospores de Scytalidium sp.

Figure n°43 : apercu sur les genres Aureobasidium, Scytalidium et Scopulariopsis.
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Espéces des structures non identifiées

Plusieurs champignons endophytes qui montrent des structures myceéliennes et des spores
mal reconnues a notre niveau ont été observés chez les feuilles de L. feei. Ces formes fongiques
tres difficile a identifier morphologiquement représentent 10,74% des isolats endophytes
recensés. Ce groupe des mycoendophytes traduit une faiblesse dans la méthode d’identification
utilisée. Donc, le recours aux autres méthodes d’identification notamment 1’outil moléculaire est

souhaitable lors des études sur la diversité fongique.

SNI8 : SNI9

Figure n°44 : observations microscopiques de quelques structures fongiques non identifiées.
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Les isolats qui n’ont pas été sporulé sont appelés mycéliums stériles, ils ont été laissé
croitre plus de deux mois et ils n’ont donné aucune forme de spores sexuées ou asexuées. Ils sont
divisés en différents morphotypes en fonction de leurs caractéristiques de culture. Leur
identification doit se faire moléculairement. Ces groupes de champignons sont communs dans les
¢tudes d’endophytes [312]. Beaucoup de champignons stériles ont été isolés en tant
qu’endophytes a partir de différentes plantes médicinales comme Azadirachta indica [313], la
mangrove [314] et autres [106, 147, 208, 244, 245, 315].

En plus de différentes formes fongiques observées au cours de I’incubation microbienne, la
présence de quelques bactéries endophytes a été constatée notamment, malgré [’utilisation
d’antibiotique (amoxicilline). La persistance de ces bactéries est due éventuellement a leur
résistance a I’amoxicilline ou bien a la concentration utilisée. Donc le choix d’antibiotique dans
cette étude ne recouvre pas I’ensemble des bactéries. Il est recommandé dans les études
ultérieures d’utiliser un antibiotique avec un large spectre d’inhibition comme la streptomycine

ou bien une combinaison d’au moins deux antibiotiques.

4-5- Abondances et interactions des genres fongiques au sein des sujets de L. feei

Afin de donner une meilleure interprétation sur la distribution et les interactions existant
entre les mycoendophytes foliaires de L. feei, nous avons procédé a un calcul plus détaillé des

abondances fongiques pour chaque genre au sein de chaque sujet (Tableau n°13).

Nous pouvons voir de ce tableau que les deux genres dominants Penicillium et Aspergillus
sont présents chez 22 sujets différents. Nous observons aussi que les sujets qui ont des
abondances élevées en Penicillium et Aspergillus sont moins infectés par les autres genres de
mycoendophytes. Ainsi, une faible abondance de ces deux genres augmente la richesse fongique,
comme dans le cas du sujet numéro 15, qui se trouve dépourvu en Aspergillus et avec la plus

faible abondance en Penicillium 3%. Ce sujet comporte 10 genres fongiques différents.

Santos et al. [316] ont obtenu chez Melia azedarach, un arbre exotique introduit au Brésil
en provenance d’Asie un total de 55 isolats fongiques. Les genres Aspergillus et Penicillium
étaient les plus communs dans cette plante. Ces deux champignons sont des plus anciennement
connus. lls occupent tous les sols, y compris ceux des régions arides. Ce sont des genres
xérophiles pouvant survivre dans les zones ou les précipitations sont trés faibles, voir rares [317,

318]. Il apparait que I’abondance élevée de ces mycoendophytes est li€ a leur pouvoir
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antagoniste, leur répartition géographique trés étendue et leur résistance envers les conditions

climatiques.

Tableau n°13. Abondances (%) des mycoendophytes au sein des sujets de L. feei.
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Devant cette richesse fongique au niveau des sujets de L. feei, des interactions parfois
positives et pour d’autres négatives sont établies entre les différents genres de mycoendophytes.

A cet effet et en se basant sur les abondances des genres fongiques au niveau des sujets
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échantillonnés, la matrice des corrélations (Tableau n°14) présente les relations significatives et

la nature de ces interactions entre ces mycetes.

Tableau n°14. Matrice de corrélations entres les genres fongiques des tissus foliaires de L. feei.
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Penicillium 1

Aspergillus 013 1

Cliocladium 0,67 004 1

Cladosporium 0,56 -025 034 1

Phoma 048 042 044 014 1

Trickophyton 021 0,10 020 017 026 1

Trichoderma 045 020 034 023 023 -007 1

Acremonium -020 008 022 031 -004 027 -007 1

Exophiala 015 005 011 0,10 0,11 023 023 012 1

Alternaria -0.11 -0.13 -0.31 -023 005 -017 -0.06 004 -018 1

Epicoccum -041 022 017 025 049 002 027 -015 025 010 1

Absidia 025 000 -029 0,07 030 -023 -022 006 035 009 0,18 1

Rhizoctonia -025 038 020 008 035 -021 021 -001 002 069 044 006 1

Aureobasidium -005 -012 008 -032 019 022 004 -008 -014 -002 017 006 -012 1

Phiclophore 008 007 -008 -020 -018 035 004 -0.12 -015 -018 025 014 0,13 -0.14 1

Fusarium 0,02 -019 029 019 -013 008 010 054 -012 -014 015 -012 -011 -011 012 1

Verticillium 045 006 -036 034 000 010 023 -012 0,09 001 -0,18 014 -013 -0,14 0,17 -012 1

Paecilomyces -0.14 050 005 -027 -024 031 003 -009 -012 001 017 -011 -0.10 -0.11 056 -0.09 -0.11 1

Sytalidium 010 -013 020 -0.19 -017 013 013 004 -008 038 -010 051 -007 026 -008 -0.07 -008 -006 1

Scopulasiopsis 029 026 020 0,03 0,17 0,13 -0,13 -002 0,08 0,10 0,10 -0.08 -0.07 0,08 0,08 0,07 -0.08 -0.06 -0.05 1

Mpycélium stérile -033 -037 028 -012 0,52 -016 027 -008 -010 001 008 -0.10 016 076 -0,10 -0.08 -0.10 -0.08 -0.06 -0.06 1

SNI -017 036 -0,08 0,14 -002 019 -01% 021 -022 022 -030 -015 004 017 022 034 -013 -019 009 029 011 1

Parmi les différentes corrélations établies entre les 22 groupes fongiques de L. feei. Nous

pouvons noter 16 corrélations significatives données dans le tableau précédent.

La plus forte corrélation positive observée dans cette matrice est celle établie entre

Aureobasidium et Mycélium stérile (0,76).

Penicillium et Phoma se trouvent corrélés négativement entre eux (-0,48). Ces deux genres
sont les endophytes qui possedent le plus grand nombre de corrélations significatives avec le
reste des champignons. Ainsi, Penicillium dispose de 3 autres corrélations négatives avec
Cladosporium (-0,56), Gliocladium (-0,67) et Trichoderma (-0,45) et une seule corrélation
positive avec Verticillium (0,45). Le genre Phoma a une corrélation négative avec Aspergillus
(-0,42) et 3 interactions positives avec Gliocladium (0,44), Epicoccum (0,49) et Myceélium stérile

(0,52). La relation antagoniste de Phoma et du genre Aspergillus est notamment mentionnée par

Strobel et al. [271].

Le genre Rhizoctonia est fortement corrélé positivement avec Alternaria (0,69) et

Epicoccum (0,44). Tandis que pour Paecilomyces, il est corrélé avec Aspergillus (0,50) et
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Phialophora (0,56). Les autres corrélations significatives positives sont celles établies entre
Acremonium et Fusarium (0,54) et entre Absidia et Scytalidium (0,51).

Exophiala, Scopulariopsis, Trichophyton et SNI n’établissent aucune interaction significative

avec les autres mycoendophytes.

Les corrélations positives et négatives données dans la matrice précédente sont aussi bien
traduites au niveau des colonies fongiques. Ainsi, différents comportements se sont manifestés
au cours de I’incubation chez les cultures mixtes, qui contiennent au moins deux espéces
différentes. Ces comportements sont le résultat des relations établies entre les mycoendophytes
qui partagent la méme boite de culture. Quelques relations fonctionnelles sont présentées ci-

apres.
+* Relations de dominance et d’envahissement

Ces relations sont notées chez certaines espéces dominantes, qui ont un grand pouvoir de
contamination et d’envahissement contres d’autres especes dites fragiles. La sensibilité de ces
derniéres envers leur espéce dominante est différente. Certaines sont totalement envahies sans
aucune manifestation de défense apparente, contrairement aux autres qui présentent des formes
de résistance, certaines colonies produisent des pigments diffus, empéchant 1’envahissement

complet par I’espéce dominante (Figures n°45 et n°46).

E. canacera

A. niger

Apres 10 jours

Figure n°45 : dominance et envahissement total d’Exophiala canacera par Aspergillus niger.

La figure montre un envahissement complet au bout de 10 jours de I’espéce E. canacera
par A. niger. Ce dernier est un champignon dominant de plusieurs autres mycetes, il posséde un
pouvoir de contamination trés large. Cette contamination étendue et rapide peut étre due a la
forme et la quantité des spores produites. En effet, A. niger produit une masse trés considérable

de spores aériennes volatiles, ces spores sont tres fertiles, elles germinent rapidement et dans les
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moindres exigences de conditions de culture, elles sont petites avec une forme globuleuse

facilement dispersées dans le milieu.

P. digitatum

Figure n°46 : envahissement partiel de Penicillium digitatum par Eupenicillium sp.

Cette figure montre le deuxieme exemple de dominance. Dans ce cas, I’envahissement est
incomplet, car aprés un certain temps, P. digitatum commence a produire des molécules de
résistance (pigmentation rouge) pour stopper 1’avancement d’Eupenicillium sp. L’appartenance

des deux especes au Penicillium n’exclut pas la relation de domination.

Lors d’une culture double de deux genres fongiques en compétition: Penicillium
(Ascomycete) et Oudemansiella mucida (Basidiomycete), Kettering et al. [319] ont constaté que
I’envahissement de Penicillium n’a commencé qu’aprés épuisement du glucose libre dans le

milieu de culture.

+ Relations d’antagonisme et de compétition

L’antagonisme est I'une des images d’interaction la plus observée entre les différents
mycoendophytes. Au niveau des cultures dans les boites de Pétri, cette relation se traduit chez les
colonies fongiques par deux principaux comportements: Soit par formation d’une zone
d’inhibition (zone séparant les deux champignons en compétition), ou bien par production des
pigmentations diffuses empéchant la contamination par 1’espéce opposée. Les mycoendophytes
qui présentent cette relation sont retrouvés corrélés négativement entre eux. Généralement, ce
type d’interaction s’établiec entre les champignons Hyalohyphomycetes et les
Phaéohyphomycetes (dématiés). Ces derniers présentent une résistance élevee empéchant la

domination de leurs concurrents.
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Figure n°47 : zones d’inhibition entres les mycoendophytes antagonistes.

A : barriére d’inhibition entre Cladosporium herbarum (colonie a droite) et Paecilomyces sp a gauche.
B : barriére d’inhibition entre Phoma sp (colonie en bas) et Aspergillus niger (petite colonie en haut).
C : zone d’inhibition entre mycélium stérile (colonie blanche a gauche) et Aspergillus niger a droite.
D : compétition entre une structure non identifiée (colonie a gauche) et Trichophyton sp a droite.

E : barriére d’inhibition entre Aspergillus sp (colonie en haut) et Epicoccum sp en bas.

F : barriére d’inhibition entre Phialophora sp (grande colonie a droite) et Gliocladium sp (colonie petite).

Ce type d’interaction antagoniste se caractérise par la formation d’une zone d’inhibition
entre les deux souches. Cette barriere est le résultat d’un freinage de croissance équilibré de deux
cotés. Dans ce cas, aucun champignon n’a la capacité de dominer 1’autre et les deux colonies
restent séparées, méme avec épuisement total des éléments nutritifs dans le milieu de culture.
Nous avons conclu de ce type de relation que ces mycoendophytes possedent un pouvoir de
résistance et de défense élevés. Il se peut que ces mycetes produisent des métabolites empéchant
I’avancé des autres microorganismes antagonistes. Vivas et al. [320] montrent que le
développement simultané de plusieurs champignons sur un milieu entierement colonisé

provogue des phénomeénes de compétition stable.
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Figure n°48 : diffusion de pigments par Eupenicillium sp contre les genres antagonistes.

A : compétition productive d’Eupenicillium sp (colonie jaune) contre Trichophyton sp (colonies blanches).
B : compétition productive d’Eupenicillium sp (colonie jaune) contre Gliocladium viride (colonie verte).
C : revers de la figure B montrant la diffusion et I’émission des pigments rouges par Eupenicillium sp.

En plus de la formation d’une zone d’inhibition, le deuxiéme phénomeéne observé chez les
mycoendophytes antagonistes est la compétition par production de pigments diffus et I’émission
de ces pigments dans I’espace environnant, afin de freiner la progression de l’autre genre
compétiteur. La figure ci-dessus montre une défense par production de métabolites diffusés dans

le milieu par ’espéce Eupenicillium sp. pour combattre le partenaire antagoniste.

Ainsi dans cette étude, le genre Penicillium posséde le pouvoir antagoniste le plus élevé
avec quatre corrélations significatives négatives. Les especes de ce genre sont connues pour leur
activité antimicrobienne par la production des antibiotiques [321]. lls produisent aussi des
mycotoxines, qui sont des métabolites secondaires nocifs pour les animaux et pour ’homme

[322, 323].

Les autres genres considérés comme antagonistes et qui possedent des abondances assez
élevées sont Trichoderma et Acremonium. Le genre fongique Trichoderma compte des espéces
qui sont d’une grande importance, en raison de leur production d’antibiotiques et d’enzymes qui
hydrolysent les parois cellulaires de différents microorganismes. Ils sont utilisés comme agents

de lutte et de contrdle biologique [324, 325].

L’effet antagoniste pourrait étre le résultat de la concurrence établie entre les
mycoendophytes. Ces observations suggerent que certaines especes endophytes peuvent
synthétiser des composés qui inhibent la croissance des autres. Ce phénomene est relativement
responsable de la distribution fongique globale observée chez les feuilles de L. feei. La
production de ces métabolites est utile dans plusieurs domaines. L. feei est connue comme plante
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médicinale, possédant des activités biologiques telles les activités antimicrobienne et
antioxydante [24, 31, 32]. Il est probable que ces activités ont une relation directe ou indirecte

avec les mycoendophytes antagonistes qu’elle héberge et leurs produits métaboliques.
% Relations synergétiques

En plus des interactions d’antagonisme révélées dans cette étude, plusieurs corrélations
positives indiquant la présence des relations synergétiques sont décrites entre les différents
genres. La synergie est un phénomeéne qui consiste en une union entre deux especes différentes
qui s’aident afin de pouvoir mener une action bénéfique pour les deux. Dans 1’exemple suivant,

cette action se résume a un partenariat de défense contre un autre champignon concurrent.

La figure n°49 montre une collaboration defensive entre deux especes du méme genre
(Penicillium). Il apparait que ces deux espéces, lorsque elles sont ensembles, sont capables de
mener une action de résistance et forment ainsi une barriere d’inhibition contre 1’agent
concurrent (ex : Figure A : Cladosporium herbarum ; Figure B : Cladosporium tenuissimum ;
Figure C: SNI). Une fois seule, I’espece Penicillium sp3 est incapable d’empécher

I’envahissement du champignon concurrent (ex : Figure C : SNI).

Les deux especes de Penicillium présentées dans cet exemple (Penicillium spl et
Penicillium sp3), en plus de leur attachement au niveau des cultures fongiques dans les mémes
boites de Pétri, ils ont été isolées ensemble sur la méme feuille de L. feei a plusieurs reprises. Il
semble qu’elles sont inséparables, cela justifie de plus en plus leur relation synergetique. Zareb
[208] précise qu'une forte corrélation positive entre deux genres de champignons endophytes
peut s’expliquer par la nécessité de ces deux champignons d’exister ensemble pour accomplir
leur rdle convenablement, car ’absence de 1’un limite la présence de ’autre (c’est une synergie).
Cette relation intime indissociable entre les deux especes de champignons permet de générer des

propriétés avantageuses aux deux espéces de champignons et a la plante.

Bien que plusieurs capacités individuelles soient décrites chez les mycoendophytes, il est
possible que ces champignons lorsqu’ils interagissent entre eux et agissent en tant que
communauté, soient capables d’effectuer de nombreuses autres fonctions bénéfiques a I’hote non
détectables lorsque chaque groupe est étudié séparément [95, 162]. Ces interactions révelent un

impact profond sur le fonctionnement général des écosystemes [326].
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Cladosporium herbarum

Cladosporium tenuissimum
Penicillium sp3

Penicillium spl

Penicillium sp3 seul Penicillium sp3

Penicillium spl
SNI

Figure n°49 : synergie entre deux espéces de Penicillium contre les mycoendophytes opposés.

A : synergie entre Penicillium spl et Penicillium sp3 contre Cladosporium herbarum.
B : synergie entre Penicillium spl et Penicillium sp3 contre Cladosporium tenuissimum.

C : synergie entre Penicillium spl et Penicillium sp3 contre un autre mycoendophyte non identifié (SNI).

4-6- Diversité fongique au niveau des feuilles de L. feei

Afin d’évaluer la diversité foliaire en champignons endophytes chez L. feei et en se basant
sur la formule de Shannon-Weaver, des indices de diversité pour chaque sujet ont été calculés et

rapportés dans le tableau n°15.

Le sujet possédant I’indice de diversité le plus élevé est le numéro 15 avec H'=2,16+ 0,18,
suivi par le sujet 7 (H'=2,07+ 0,13) et le sujet 11 (H'=2,03+ 0,13). Les autres sujets
échantillonnés présentent des indices inférieurs a 2. Les sujets numérotés 3, 4 et 6 sont les moins

diversifiés. L’anova ne montre aucune différence significative entre les indices de diversité
(p=0,26).

La lecture des indices de diversité de Shannon-Weaver nous a permis de constater que la
diversité des champignons endophytes est tres élevée au niveau des feuilles de L. feei. L’indice
global est d’une valeur de 2,21+ 0,06. Cet indice est comparable a celui trouvé chez Smallanthus

sonchifolius avec H' = 2,2 [325]. Des indices plus forts sont notés au sein de la communauté
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fongique de Taxus globosa H' = 3,14 [235] et du cafeier du Brésil, avec des indices de diversité
compris entre 2,91 et 4,42 [322]. Contrairement a d’autres qui ont trouvé des indices plus faibles,
de 0,33 a 0,47 chez Cedrus atlantica en Algérie [226], entre 0,72 et 2,14 sur deux espéces de
Lycopodium en Pologne [327]. Arnold et al. [52] précisent que la partie foliaire des végétaux est

spécialement riches en mycoendophytes.

Tableau n°15. Indices de diversité (H') au niveau des sujets de L. feei.

Sujets H'+ES Sujets H'+ES
S1 1,72+0,15 S13 1,73+ 0,10
S2 1,42+ 0,15 S14 1,96+ 0,17
S3 1,21+ 0,11 S15 2,16+ 0,18
S4 1,15+ 0,15 S16 1,81+ 0,18
S5 1,45+ 0,14 S17 1,85+ 0,15
S6 1,16+ 0,12 S18 1,86+ 0,16
S7 2,07£0,13 S19 1,51+ 0,11
S8 1,67+ 0,14 S20 1,55+ 0,08
S9 1,95+ 0,11 S21 1,36+ 0,12
S10 1,54+ 0,11 S22 1,57+ 0,11
S11 2,03+ 0,13 S23 1,63+ 0,11
S12 1,88+ 0,14 Global 2,21+ 0,06

La diversité marquante des mycoendophytes des feuilles de L. feei au niveau de cette
région indique un bon équilibre phytosanitaire, ce qui implique un bon fonctionnement de
I’écosysteme a ce niveau. Peut étre ceci est dii a I’éloignement du site d’échantillonnage des
effets anthropiques. Les champignons endophytes forment un systéme modele dans les études
sur la biodiversité [130]. Stone [328] signale que la saisonnalité et les conditions climatiques
peuvent faire varier le statut général de la diversité des champignons endophytes. Il est donc
préférable lors des études de mettre en considération les changements climatiques et la

périodicité qui marquent la biologie et I’écologie de 1’hdte.
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5- Conclusion

Dans cette étude réalisée dans la région de Oued Aghlal (Béchar), il a été montré pour la
premiére fois que les différents compartiments tissulaires de la partie foliaire de L. feei, comme
chez la plupart des plantes étudiées jusque Ia, abrite diverses taxons fongiques endophytes. Cette
mycoflore endophyte est relativement riche et diversifiée en espéces, dont la fréquence de
colonisation globale est de 73,22+4%. Nous avons pu obtenir un total de 56 espéces fongiques
différentes avec un indice de diversité global de 2,21+ 0,06. De part cette diversité remarquable,
les feuilles de L. feei peuvent étre considérées comme un Vvéritable hotspot de biodiversité

microbienne.

Les espéces recensées et identifiées appartiennent pour la majorité au phylum des
Ascomycota (86,30%) et dont la reproduction asexuee couvre plus de 96% des taxons

inventoriés.

Les deux genres Penicillium et Aspergillus représentent ensemble presque la moitié des
abondances fongiques, avec un taux de 45,79%. Ces deux mycoendophytes dominants au niveau
des feuilles de L. feei sont connus pour leur pouvoir antagoniste et par la production de

substances actives antimicrobiennes.

Plusieurs corrélations positives et négatives reflétant divers comportements établis entre les
mycetes isolés dans cette étude. Ces interactions changent de I’ordre synergétique a la relation de
dominance ou bien d’antagonisme entre les différentes espéces. Cette dynamique caractéristique
des champignons endophytes pourrait étre un excellent élément stimulant la production des

métabolites secondaires efficaces pour plusieurs activités biologiques.

L’association symbiotique de L. feei avec ces champignons endophytes représente un
systéme model dans I’écologie des régions sahariennes, trés contraignante a la survie des étres
vivants. Cette association explique parfaitement le réle promoteur de ces champignons au sein
des plantes, par le maintien de la santé végétale et 1’équilibre écologique au niveau de cette zone

désertique.
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Chapitre 4 Activités biologiques des mycoendophytes associés au Limoniastrum feei

1- Introduction

De nos jours, la quéte de nouvelles substances naturelles bioactives est devenue une
priorité de la recherche scientifique, surtout suite & ’augmentation des effets indésirables liés a
I'utilisation de produits synthétiques, la diminution de 1’efficacité des médicaments disponibles,
I’émergence spectaculaire de nouvelles pathologies et la prévalence accrue des maladies rebelles,
comme le ravage causé par le cancer (14,1 million de personnes atteintes de cancer selon la
derniére estimation en 2012 de ’OMS) [329]. Plus de 30.000 maladies sont cliniqguement
décrites, mais le traitement est seulement disponible pour moins d’un tiers d’entre elles [330]. La
liste des résistances bactériennes vers les antibiotiques est en augmentation permanente, rendant
la situation actuelle pire que jamais. En effet, durant les 20 derniéres années il a été prouvé que
I’efficacité des antibiotiques a fortement diminué. En outre, la fréquence accrue des souches
pathogénes multirésistantes a limité 1’effet du traitement antimicrobien traditionnel et a créé un

probleme mondial de nouveaux agents thérapeutiques [105].

Les produits naturels ont éenormément contribué a la santé humaine et ont servi comme
une source importante de médicaments depuis I’antiquité et a propos de la moitié des
médicaments utiles aujourd’hui provient de sources naturelles. Dans la nature, différentes
sources (végétaux, animaux, microorganismes) peuvent étre potentiellement un bon réservoir de
molécules d’intérét médical [331]. Plusieurs types de microorganismes, tels les champignons ont
été exploités dans I’investigation de ces molécules, a la différence des mycoendophytes qui

restent timidement étudiés dans cet axe.

Le réle des mycoendophytes dans la lutte contre les microbes pathogénes de la plante
hote est devenu de plus en plus évident [332]. En tirant les éléments nutritifs dans la plante, ils
produisent des métabolites nécessaires pour la protection de cette derniére contre les pathogénes

et les différents ravageurs [10, 11].
Ce chapitre a porté sur les mycoendophytes foliaires de L. feei et a consisté a :
(i) extraire les métabolites secondaires des mycoendophytes associés au L. feei ;
(11) tester et évaluer I’activité antimicrobienne de ces extraits fongiques ;

(i) tester I’activité antimitotique des extraits fongiques de deux espéces endophytes de L.

feei , a savoir : Aspergillus nidulans et Aspergillus niger.
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2- Synthése bibliographique
2-1- Métabolites secondaires microbiens

Les métabolites microbiens suscitent une attention croissante en tant qu’agents utiles dans
divers domaines et particulierement dans la conception des produits médicinaux [333]. Dans
cette section, les métabolites microbiens et principalement les métabolites secondaires, ainsi que

leurs réles et leurs voies de synthese sont brievement discutés.
2-1-1- Caractéristiques des métabolites secondaires

Le métabolisme est généralement divisé en deux catégories : des réactions cataboliques
fournissent d’énergie, un exemple étant la répartition de la nourriture dans la respiration
cellulaire. D’autre part, des réactions anabolisantes utilisent cette énergie pour construire des

composants des cellules telles que des protéines et des acides nucléiques.

Il existe deux principaux types de métabolismes microbiens : primaire et secondaire. Le
métabolisme primaire désigne les processus anaboliques et cataboliques nécessaires pour la
respiration, I’assimilation des nutriments et la croissance et le développement, a savoir ceux des
processus nécessaires a I’entretien et la prolifération cellulaire. En revanche, le metabolisme
secondaire se référe a des composés produits par les organismes et qui ne sont pas nécessaires a
la croissance des cellules [334]. Certains metabolites secondaires peuvent permettre aux
organismes de concurrencer plus efficacement d’autres formes de vie [335]. Les métabolites
secondaires ont été reconnus par Sachs en 1873 et ils ont été designés comme des produits
naturels. Le nombre total de métabolites microbiens reconnus jusqu’a présent est d’environ
50.000 [336].

Dans le métabolisme secondaire, le produit n’est pas toujours dérivé du substrat de
croissance primaire, mais a partir d’un produit qui a été formé a partir de ce substrat de
croissance primaire. Ainsi, le métabolite secondaire est généralement produit a partir de

plusieurs produits intermédiaires accumulés, que ce soit dans le milieu de culture ou dans les

cellules, au cours du métabolisme [105].

Les métabolites secondaires se caractérisent par le fait que leur production n’est pas
indispensable pour la croissance et la reproduction cellulaire [88] et que leurs voies de synthese

sont anabolisantes. Ils sont souvent produits comme un groupe de structures étroitement liées
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[337]. Cette formation de métabolites secondaires est extrémement dépendante des conditions de

croissance, en particulier sur la composition du milieu [319].

Une des caracteéristiques des métabolites secondaires est que les enzymes impliquées dans
la production du métabolite secondaire sont régulées seéparément de celles du métabolisme
primaire. Dans certains cas, des inducteurs spécifiques de production de ces métabolites ont été
identifiés. La production de streptomycine est induite par le composé désigné comme le facteur
R [105].

La production de métabolites secondaires est sous contrble réglementaire serré [338], elle
est habituellement réprimée par des taux de croissance particulierement élevés des cultures
productrices [339]. Ces métabolites sont spécifiques a un groupe particulier de champignons
[105].

2-1-2- Roles des métabolites secondaires

La nature produit une étonnante richesse de métabolites secondaires ayant des fonctions
biologiques importantes. Certaines de leurs activités biologiques sont encore inconnus [340]. Ils
ont souvent des fonctions obscures ou inexplorées dans les organismes producteurs, mais une
importance considérable pour I’humanité en ce qu’ils présentent un large éventail d’activités

utiles, pharmaceutiques, antibiotiques, immunosuppressives et toxiques [341].

Les metabolites secondaires jouent un réle apparent dans différents styles de vie chez les
champignons. Par exemple, des phytotoxines produites par les champignons phytopathogenes
contre les plantes hotes sont des facteurs de virulence. Les antibiotiques produits par les
saprophytes contre les concurrents jouent un réle important dans le mécanisme de défense. Des
toxines produites par des endophytes et autres champignons symbiotiques ont une importance
dans le mutualisme et a I’adaptation écologique. Sachant que les produits naturels fongiques les
plus évidents sont les pigments [105], ils donnent surtout la couleur des spores, d’appressoriums,

des organes sexuels et d’autres structures de développement.
2-2- Production des composeées bioactifs chez les mycoendophytes

Les myceétes sont une source riche de nombreuses substances thérapeutiques, dont un
certain nombre de molécules d’importance pharmaceutique a été isolé et identifié. Chez les

champignons, la production de métabolites secondaires est un processus couplé au
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développement morphologique, en particulier a la phase de sporulation [342, 343]. Les
mycoendophytes sont également soupconnés d’étre une source potentielle de nouveaux
composés bioactifs. lls ont été projetés pour la production des antibiotiques, des antiviraux, des

anticancéreux, des antioxydants, des insecticides et des composés immunomodulateurs [170].
2-2-1- Mécanismes et voies de synthese des métabolites actifs

Il ya trois parcours reconnu pour les métabolites secondaires chez les champignons
(Figure n°50).

2-2-1-1- Voie de I’acide mévalonique

L’acétyl-CoA est le point de départ le plus commun pour cette voie [340]. Cependant, la
leucine peut étre un précurseur alternatif possible dans certains champignons. Deux molécules
d’acétyl-CoA condensent pour former 1’acétoacétyl CoA, qui réagit ensuite avec une troisieme
acetyl-CoA pour former 1’hydroxyméthylglutaryl-CoA (HMG-CoA) et ensuite de I’acide
mévalonique. Dans la voie alternative, la leucine est désaminé, carboxylé, et converti a ’THMG-
CoA. L’acide mévalonique est ensuite phosphorylé, décarboxylé, et converti en
isopenténylpyrophosphate (IPP). L’IPP est la premi¢re molécule dans la voie contenant le
squelette carboné d’isopréne (hémiterpene). Un isomere de I'IPP, diméthylallylpyrophosphate,
sert de l'unité de déclenchement de la chaine pour la synthése d’un grand terpénoide.
L’intermédiaire clé dans la biosynthése des terpénes c’est le mévalonate. Ce dernier est converti
en isopentényl pyrophosphate et diméthylallyle pyrophosphate, qui se condense en geéraniol,
farnesol, géranyl-géraniol et en squalene, et qui subit une série de réactions de cyclisation a
partir, respectivement, des mono-, sesqui-, di-, et des triterpénes. La condensation de deux
molécules de franésyl-pyrophosphate donne le carbone 30 triterpene squalene. Le squalene réagit
alors avec I’oxygeéne moléculaire et se cyclise en stéroide lanostérol. Il est plus correctement
classées comme un stérol; ce composé sert de précurseur pour tous les stérols fongiques, telles
que l’ergostérol, le cholestérol, et le fucostérol. Ces composés pourraient étre modifiés par
alkylation en utilisant la S-adénosylméthionine, la déméthylation, la déshydrogénation et la
réduction, il semble qu’il ya un réseau d’interaction varié en activité des voies de biosynthese
selon les organismes et le stade du cycle de vie. Le 20-carbone diterpene dérivé de
géranylgéranyl-pyrophosphate sert de précurseur pour un certain nombre de composés
biologiqguement importants. Deux molécules de géranylgéranyl-pyrophosphate peuvent se

condenser de fagon queue-a-queue pour former le 40-carbone tetraterpenoides appelés
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caroténoides. Le produit immédiat d’une telle condensation est le phytoéne caroténoides. Le
phytoéne est déshydrogéné en plusieurs étapes pour donné le lycopéne, qui est ensuite cyclisé en
B- ou y-carotene, qui sont toutes deux des pigments courants dans plusieurs cellules fongiques.

En outre, les caroténoides oxygénés appelés xanthophylles sont parfois présents [105].
2-2-1-2- Voie de polyceétide

De nombreux métabolites secondaires des champignons sont produits a partir de la voie
polyketide que par toute autre voie [344]. Les polycétides sont formés par la condensation d’une
molécule d’acétyl-CoA avec au moins trois molécules de malonyl-CoA, il apparait que les
limites de I'unité d’acétyle pour une protéine, et la condensation des unités acétyle, trois
molécules de dioxyde de carbone sont libéres, la résultante tri-p-cétométhyléniques (triketide) la
chaine cyclise par un type d’aldolisation pour former une variété de composés aromatiques
contenant de I’acide orsellinique, acide dihydroxydimethylbenzoic, 1’acide 6- methylsalisalic et
acetylphloroglucinol. Une fois synthétisé, ces composés aromatiques peuvent étre modifiés par
réduction, hydroxylation, oxydation, décarboxylation et méthylation en générant une grande
variété de composés [345]. En outre, le polycétide peut interagir avec des métabolites d’une

autre voie de biosynthése et génere de nouveaux métabolites.
2-2-1-3- Voie shikimique-chorismate

Cette voie est commune aux champignons, bactéries ainsi que les plantes, et responsable
de la synthése d’une grande variété de composés aromatiques [340]. Cette voie a commencé avec
la condensation de phosphoenolpyruvate et érythrose-4-phosphate, deux intermédiaires de la
glycolyse, pour former un acide déhydroquinique. Ce produit cyclisé est transformé par un
complexe multi-enzymatique en acide shikimique puis en acide chorismique. A partir de ce
dernier, sont synthétisés: les acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine et
tryptophane), la partie aromatique de 1’ubiquinone et la fraction de 1’acide p-aminobenzoique
d’acide folique. Il y a cing étapes enzymatiques entre chorismate et tryptophane. Chacun des
acides aminés aromatiques sert a son tour de jouer le réle d’un précurseur pour la synthése des
composés plus complexes. La phénylalanine est le précurseur de I’acide cinnamique et ses
dérivés. Les produits importants de cette voie comprend ; les acides aminés (phénylalanine,
tyrosine et tryptophane) ; les dérivés de 1’acide cinnamique tels que la coumarine et la méthyl-
cis-férulate ; les antibiotiques (pénicillines et céphalosporines) ; ainsi que les différents

alcaloides de I’ergot, comme I’acide lysergique et ’ergostérine [105].
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Figure n°50 : schéma représentant les voies du métabolisme chez les champignons [105].
2-2-2- Quelques composés bioactifs des mycoendophytes
2-2-2-1- Agents antimicrobiens

Durant les derniéres décennies, les champignons ont été étudiés en tant que source
d’antibiotiques, exactement depuis la découverte de la pénicilline en 1928 par Alexander
Fleming. Cette découverte donne une nouvelle dimension au traitement de maladies infectieuses,
provoquées par des bactéries et sauve des millions de vies humaines. Les champignons
endophytes sont également capables de produire des métabolites antimicrobiens. Cryptocandin
est un peptide unique, isolé a partir du champignon endophyte Cryptosporiopsis quercina de
Tripterigewn wilfordii, qui est une plante médicinale originaire d’Eurasie [346]. Des extraits
bruts de champignons endophytes isolés a partir de Smallanthus sonchifolius ont également
montré une efficacité antimicrobienne [347]. L’activité antibactérienne des azaphylones,
citrinine et citrinine H-1 ont été identifiés dans les espéces de Penicillium, isolées comme des

champignons endophytes de Melia azedarach (Meliaceae) et Murraya paniculata [348].
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Phomopsichalasin (Figure n°51) a été caractérisée a partir de la culture de Phomopsis sp. Ce
champignon endophyte est originaire de rameaux de Salix gracilostyla var. melanostachys. 1l

possede a la fois les propriétés antibactériennes et antifongiques [170].

Figure n°51 : schéma représentant la structure de phomopsichalasin de Phomopsis sp [105].
% Agents antibactériens

Parmi les antibiotiques décrits pour I’ensemble du monde vivant, environ 1600
proviennent des champignons. Les genres Aspergillus et Penicillium ainsi que les espéces de
I’ordre des Monilliales constituent les réservoirs les plus importants [86]. Un petit exemple sur

les champignons producteurs d’antibiotiques est donné dans le tableau suivant :

Tableau n°16. Champignons producteurs d’antibiotiques [349].

Microorganisme producteur Antibiotique
Aspergillus flavus Acide aspergillique
Aspergillus fumigatus Fumagilline
Cephalosporium acremoniumu Sephalosporine
Cephalosporium caerulens Cérulinine
Fusidium coccineum Acide fusidique
Helminthsporium siccans Siccanine
Paecilomyces variotti Variotine
Penicillium chrysogenum Pénicilline
Penicillium griseofulvum Griséofluvine
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% Agents antifongiques

Les strobilurines et les oudémansines sont un groupe intéressant d’antifongiques produits
par les champignons endophytes ; Oudemansiella mucida, Strobilurus tenacellus, Strobilurus
conigenoides et Xerula melanotricha. lls inhibent sélectivement le centre d’ubiquinoloxydation
du complexe bcl mitochondrial [319]. Jesterone (Figure n°52) est un composé antifongique,
isolé a partir de champignon Pestalotiopsis jesteri. Ce méme champignon est capable de
produire également 1’hydroxyjesterone [350]. Un autre exemple de composé antifongique :
phomopsilactone, qui a été isolé a partir de Phomopsis cassiae, un endophyte de Cassia
spectabilis [351]. D’autre part, un agent antifongique CR377 extrait a partir du champignon
endophyte Fusarium sp. isolé de Selaginella pallescens a montré une puissante activité contre
Candida albicans [352].

Figure n°52 : schéma représentant la structure d’une molécule de jesterone [147].
2-2-2-2- Agents anticancéreux

L’¢tude sur les mycoendophytes comme une source d’agentS anticancéreux est en
permanente progression, depuis I’isolement du taxol a partir du champignon endophyte
Taxomyces andreanae, qui est endophyte de Taxus brevifolia [353]. Le taxol (Figure n°53) est
un agent anticancéreux tres puissant, d’abord isolé a partir de 1’écorce de I’if du Pacifique (Taxus
brevifolia). Il stabilise la formation des microtubules en raison de son site spécifique de liaison
sur le polymere de microtubules. Le taxol est une molécule complexe difficile a synthétiser
chimiquement. 1l est approuvé pour le traitement du cancer des ovaires et du sein [354]. Par
conséquent, ce composé a été trouvé dans d’autres genres de champignons endophytes, soit
associés ou non aux ifs tels que les champignons ; Taxodium distichum [355], Pestalotiopsis

guepini isolé du Wollemia nobilis [356], Periconia sp. [357], Tubercularia sp. isolé a partir de
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Taxus mairei (I’if chinois) [358], Pestalotiopsis microspora isolé a partir de Taxus wallichi
[359], Phyllosticta spinarum [360], Bartalinia robillardoides [361] et Botryodiplodia
theobromae [362].

L’acide torreyanique est un autre agent anticancéreux potentiel. 1l a été isolé du
champignon endophyte Pestalotiopsis microsporum (Figure n°54). Ce champignon a été isolé a
partir de la plante Torreya taxifolia. Ce composé est un agent cytotoxique trés puissant, il est 5 a
10 fois plus puissant dans des lignées cellulaires qui sont sensibles a la protéine kinase C

agonistes, il provoque la mort cellulaire par apoptose [363].

Figure n°53 : schéma représentant la Figure n°54 : schéma représentant la
structure d’une molécule de taxol structure d’une molécule d’acide
[147]. torreyanique [105].

2-2-3- Mécanismes d’action des agents antimitotiques

Les agents antimitotiques sont des substances qui ont la capacité d’inhiber la mitose, de la
perturber ou de I'arréter, ou méme de perturber et d’inhiber un ou plusieurs phénomeénes de la
préparation a la mitose, et ainsi d’empécher la cellule d’entrer en cinése [364]. Ils exercent des

actions spécifiques au niveau de I’ADN, des enzymes mitotiques et des microtubules cellulaires

(Figure n°55).

Ils peuvent étre classés en 5 grandes familles en fonction de leur mode d’action. Ainsi les
médicaments anticancéreux sont appelés alkylants, intercalants, scindants, antimétabolites ou

encore poisons du fuseau.
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Figure n°55 : principaux sites d’action des antimitotiques [365].
++ Action centrée sur ’ADN

Les antimitotiques de cette classe réagissent directement avec la molécule d’ADN, et on

distingue deux modalités majeures.
» Alkylation

Est une réaction chimique constituée du transfert d’un groupement alkyle d’une molécule
organique a une autre. Elle conduit donc a I’augmentation du nombre d’atomes de carbone d’un
composé organique. Ce groupe d’agents possede en commun la propriété d’alkyler a la
température de 1’organisme plusieurs fonctions organiques : thiol (SH), hydroxyle (OH),
carboxyle (COOH), amine (NH,), inclus dans une chaine linéaire ou dans un cycle comme celui

des bases puriques et pyrimidiques, ainsi que les phosphates des liaisons phosphodiesters [364].

L’alkylation des bases nucléiques porte principalement sur la guanine en C6 ou N7

(Figure n°56), ainsi on distingue [366] :
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- les alkylants monofonctionnels : provoquent surtout des mutations GC-AT parce que la

guanine en position 06 s’apparie a la thymine plutot que la cytosine ;

- les alkylants bifonctionnels : forment des ponts entre résidus guanines voisines, bloquant
ainsi la réplication de I’ADN.

C \ // \
- Q/G;N H
D \
N—H
#
H

Figure n°56 : principaux sites d’action des agents alkylants [364].
D : désoxyribose ; G : guanine.

Les agents alkylants agissent preférentiellement sur les cellules a division rapide (qui
n’ont pas le temps de réparer les erreurs avant la phase S), les cellules s’accumulent et
meurent alors en phase G2. Ces agents sont mutagénes a faible concentration et antimitotique a
forte concentration [366]. Parmi les principaux agents alkylants, on distingue : les

oxazophorines, 1’éthyléneimines, les sulfonoxyalcanes, les Triazenes et les Nitrosourées [367].
» Action des agents scindants

La bléomycine est le seul représentant de cette classe, isolée a partir de Streptomyces
verticillus [368]. Par I'intermédiaire de son composant protéique, la bléomycine se fixe sur
I’ADN et forme des ions superoxydes responsables de cassures simples et double brin de
I’ADN a I’origine de délétions chromosomiques. La bléomycine est un cycle-dépendant, agissant

préférentiellement en phase G2, en mitose mais atteint aussi les cellules en phase G1 [369].
%+ Action sur les enzymes

Cette action se résume principalement sur les enzymes du métabolisme nucléaire et les

enzymes topoisomérases.
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> Inhibiteurs du métabolisme nucléaire

Sont des substances dont la configuration spatiale est tres voisine des métabolites
indispensables aux syntheses cellulaires [370]. Dans certains cas, les antimétabolites sont des
inhibiteurs compétitifs d’une enzyme comme le cas des antifoliques, dans d’autres cas, ils se
substituent au métabolite obligatoire pour devenir un produit non fonctionnel ou incomplet qui

perturbe la suite du métabolisme comme les analogues des purines ou pyrimidines [366].

Le fluorouracile inhibe la thymidilate synthétase, enzyme clé de la voie de synthése des
pyrimidines. La cytarabine entre en compétition avec la cytidine, substrat naturel de la cytidine
kinase et inhibe I’ADN polymérase. Ce qui aboutit au blocage de la phase (S) du cycle cellulaire.
Le gemcitabine, est un analogue de la cytidine, il inhibe I’activité de I’ADN polymérase et induit
I’apoptose dans la cellule [364]. La pentostatine, analogue d’adénosine isolée a partir de
Streptomyces antibioticus, est un inhibiteur irréversible de I’adénosine désaminase (ADA),
enzyme qui contrble le stock intracellulaire d’adénosine. Ce composé induit la réduction du
stock d’ATP et du NAD intracellulaire et inhibe la synthese et la transcription de I’ADN
[367].

> Inhibiteurs des topoisomérases

Les topoisomérases sont des enzymes chargées d’introduire des supertours négatifs
a chaque extrémité de la bulle de réplication. Elles diminuent notamment le degré de
surenroulement de I’hélice de ’ADN et permettent I’ouverture et la progression de la bulle de

réplication.

La topoisomérase | se lie de fagon covalente a un phosphate de I’ADN, coupant ainsi
une liaison phosphodiester sur I’'un des brins de I’ADN. Tandis que, La topoisomerase Il
s’attache de maniére covalente aux deux chaines de I’hélice au méme temps, provoquant

une coupure bicaténaire transitoire dans I’ADN.

Parmi les inhibiteurs de la topoisomérase I, on distingue ceux dérivés de la camptothécine
extraits de Camptotheca acuminata (Nyssaceae). Ces composés forment un complexe ternaire
ADN-enzyme-inhibiteur en bloquant la progression de la fourche de réplication [367]. Les
anthracyclines, I’acridines, les mitoxantrones, I’actinomycines D, I’étoposide et le téniposide

sont les principaux agents inhibiteurs de la topoisomérase 11 [369].
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% Action sur les microtubules : poisons du fuseau mitotique

Dans le cycle mitotique il y a deux moments favorables & I’action des poisons du
fuseau ; au cours de la polymérisation des tubulines en microtubules, ce qui correspond a
I’action des inhibiteurs d’assemblage de la tubuline en microtubules (alcaloides de Vinca,
colchicine et podophyllotoxines) ou bien, au moment de la dépolymérisation des microtubules en
tubuline ce qui correspond a I’action des inhibiteurs de désassemblage des microtubules en

tubuline (taxol) [371]. A cet effet, on distingue 4 modalités.
> Inhibition d’assemblage de la tubuline en microtubules

Parmi les agents antimitotiques les plus connus actuellement dans le domaine médicale ;
la colchicine. C’est un alcaloide extrait des tiges souterraines charnues du colchique colchicum
autumnale (Liliaceae) [364], qui en se fixant sur une molécule de la tubuline empéche sa
polymérisation en microtubules. L’absence ou l’insuffisance des microtubules entrain le
blocage de la division cellulaire au stade meétaphase et I’inhibition de la motilité

cellulaire et le transport intracellulaire des vésicules et des organites [372].

Un autre exemple des inhibiteurs d’assemblage de la tubuline ; les vincalcaloides qu’ils
exercent leur activité apres liaison a la tubuline, cette protéine ubiquitaire (omniprésente) existe
sous deux formes en équilibre ; dimere et polymere constitutif de I’appareil microtubulaire.
Ces molécules ont une affinité pour la forme dimérique, apres liaison avec celle-ci, elles
inhibent la formation des microtubules (la forme polymérique) et interférent donc avec ses
principales fonctions notamment, la formation du fuseau mitotique et 1’établissement du
cytosquelette [367]. Ceci conduit a un blocage de la mitose en métaphase en empéchant la formation

du fuseau et la dispersion des chromosomes au hasard a travers le cytoplasme [369].
> Inhibition de désassemblage des microtubules en tubuline

Le taxol fait partie de ce groupe des inhibiteurs. Il est extrait du Taxus baccata ou du
Taxus brevifolia de la famille des Taxaceae [373]. Les taxoides qui sont des dérivés du taxol,
facilitent la polymérisation de la tubuline a laquelle ils se lient spécifiqguement et réversiblement,
inhibant ainsi la dépolymérisation des microtubules. Ils empéchent donc la disparition du fuseau

mitotique [367].

131



Chapitre 4 Activités biologiques des mycoendophytes associés au Limoniastrum feei

» Inhibition des protéines motrices des microtubules

Cette classe d’agents antitubuline n’entrent pas en interaction directe avec la tubuline ou
microtubule, mais interférent avec les fonctions des microtubules a travers I’inhibition des
protéines qui les relient [374]. lls induisent notamment, 1’arrét du cycle mitotique ce qui conduit a
la mort de la cellule par apoptose [375]. Parmi ces agents ; I’estramustine qui se fixe sur les
protéines associées aux microtubules MAPs (microtubules associated proteins), les
dissocie, conduisant ainsi a [I’inhibition de I’assemblage des microtubules et leur

dépolymeérisation [376].
> Inhibition des kinases cyclines-dépendantes

L’action principale de ces inhibiteurs compétitifs s’effectue au niveau du site de
phosphorylation des protéines kinases par I’introduction d’un composé mimique qui ressemble a
I’ATP. Les inhibiteurs des kinases cyclines-dépendantes ont des propriétes antimitotiques et
induisent I’apoptose [377]. La quercétine, un flavonoide inhibiteur de la CDK, il bloque la
transition phasique entre GO et G1, ce qui empéche la progression du cycle cellulaire a ce
niveau [364].

3- Matériel et méthodes
3-1- Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des mycoendophytes associés au L. feei a été testée en deux
étapes successives. Un test direct (sans extraction de métabolites microbiens) et par une

deuxiéme méthode en utilisant les extraits fongiques.
3-1-1- Choix des mycoendophytes pour I’activité antimicrobienne

Dans la premiére étape de I’activité antimicrobienne (dépistage primaire), 24 souches
fongiques ont été sélectionnées parmi tous les mycoendophytes inventoriés précédemment au
niveau des feuilles de L. feei. Seules les espéces purifiées et identifiées ont été retenues. Ce choix

a été fondé également sur la dominance et 1’abondance élevée de ces mycétes.

Pour la deuxieéme étape de I’activité antimicrobienne, parmi les mycoendophytes qui ont
présenté des effets positifs dans la premiere étape, seulement 12 souches fongiques ont été

retenues pour I’extraction des métabolites actifs et la réalisation du test antimicrobien
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proprement dit par la méthode de diffusion sur disque. Il était préférable de tester I’ensemble des
24 souches fongiques, mais 1’inconvénient majeur dans cette étape été¢ le manque de moyens
suffisants pour la réalisation de I’extraction, ce qui nous prive d’extraire les autres
mycoendophytes. Parmi les 12 champignons endophytes que nous avons exclu dans cette étape,
il se peut avoir un ou plus qui aurait donné un rendement meilleur par rapport aux autres

endophytes extraits.
3-1-2- Choix des microorganismes tests et les témoins synthétiques

Le pouvoir antimicrobien des mycoendophytes recensés a été testé sur différentes
souches bactériennes référenciées ATCC et une levure (Candida albicans ATCC 90028)
d’intérét médical. Les bactéries comprennent quatre Gram positif qui sont : Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 49452), Bacillus subtilis (ATCC 6633) et
Listeria monocytogenes (ATCC 19115) et quatre Gram négatif : Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352) et
Salmonella typhimurium (ATCC 13311). Le but de ce choix est de représenter le maximum des
souches microbiennes qui causent les principales infections humaines et touchent plusieurs

parties dans le corps.

Aprés le dépistage primaire du pouvoir antibactérien des mycoendophytes testes, une
souche plus résistante de Staphylococcus aureus (MRSA : ATCC 43300) a été rajoutée parmi les

bactéries testées dans la deuxieme méthode antimicrobienne.
% Antibiotiques témoins

Six antibiotiques synthétiques a large spectre ont été utilisés sous forme de disques de 6
mm pour comparer et controler I’activité antibactérienne ; Céfotaxime (Céphalosporine de 3°M°
génération), Gentamicine (Aminoside), Tétracycline (Cycline), Chloramphénicole (Phénicolé),

Erythromycine (Macrolide) et Colistine (Polymyxine).
% Antifongique témoin

Trois concentrations d’antifongique synthétique Fungizone (Amphotéricine B) ont été
préparées sur des disques de 6 mm de diamétre et appliquées comme témoins pour ’activité
anticandidose. L’Amphotéricine B est un médicament antifongique polyéne inhibiteur de la
synthése de I’ergosterol, le probleme majeur dans 1’utilisation de ce produit est la néphrotoxicité,

parfois sont signalés également 1’azotémie et I’anémie normocytaire hypochrome [378].
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3-1-3- Dépistage de ’activité antimicrobienne des mycoendophytes sélectionnés

La méthode de contact direct ou double culture par diffusion sur gélose est une étape
préliminaire qui consiste en test direct du pouvoir antimicrobien des endophytes choisis pour la
premiere étape, elle vise a sélectionner les mycoendophytes les plus prometteurs pour étre
extraits. Cette technique a été décrite par Devaraju et Satish [379], a partir d’une culture de sept
jours sur PDA, des blocs de 6 mm de diametre sont coupés stérilement pour étre appliqués a la
place des disques d’antibiotiques sur des boites déja inoculées avec 100 ul de bactéries et de
levure. Les milieux de culture utilisés sont : le MH (Mueller-Hinton) pour les bactéries et la
gélose Sabouraud additionné au chloramphénicol pour la levure. Pour une bonne diffusion des
molécules antibiotiques dans le milieu de culture, les boites chargées doivent étres conservées
pendant 2 a 4 heures a une température de 4°C. Les boites ont été mises a incubées a 37 °C
pendant 24 heures pour les bactéries et a 27 °C pendant 48 heures pour la levure. Les zones
d’inhibition autour des blocs de champignons indiquant D’activité antimicrobienne ont été

mesurées et enregistrees.
3-1-4- Fermentation et extraction fongique

Sur les 12 champignons ayant donné des résultats positifs au dépistage primaire, 4 pieces
de 6 mm de diametre pour chaque espeéce ont été prélevées a partir d’une culture de 5 jours,
préalablement cultivées sur PDA et incubées a 27°C. Ces morceaux sont ensuite inoculés
aseptiqguement dans des flacons de 500 ml contenant 200 ml de PDB (Potato - Dextrose - Broth).
L’ensemble a été bien fermé et incubé sous agitation périodique dans les conditions d’anaérobie
sur une période allant jusqu’a 6 semaines. A 1’aide d’une bande a gaze propre, le contenu des
flacons a été filtré afin de séparer le mycélium du filtrat (fluide de culture). Ce dernier a été
centrifugé a 5000 tours/min pendant 15 minutes. Le culot qui contient le reste du mycélium et les
spores a été rajouté au mycélium de filtration. Une macération de 7 jours dans le méthanol est
faite sur les mycéliums, afin de récupérer ’extrait méthanolique. Le surnageant du filtrat est
melangé au méme volume d’acétate d’éthyle et agité pendant 2 heures a une température de
40°C. Ce mélange est ensuite mis au repos dans des ampoules de décantation, pour séparer la
phase organique de la phase aqueuse. L’expérience a été répétée une fois sur la phase aqueuse et
la deuxieme phase organique a été rajoutée a la premiére. Par la suite, les phases organigues ont
été évaporées du solvant a I’aide d’un rotavapeur a 70°C. Enfin, le concentré d’évaporation a éteé
dilué au DMSO (diméthyle de sulfoxide) pour obtenir ’extrait d’acétate d’éthyle brut (Figure
n°s57).
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Figure n°57 : protocole de fermentation et d’extraction des mycoendophytes.
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Apres évaporation et lyophilisation, les deux extraits d’acétate d’éthyle et de méthanol

ont éteé ajustés a une concentration de 20 mg/ml.
3-1-5- Essai antimicrobien des extraits fongiques

L’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode des disques, qui est initialement
congue pour les antibiotiques (antibiogramme). C’est une vieille méthode, mais toujours
d’actualité puisque elle est encore utilisée mondialement dans les laboratoires de microbiologie

pour la mesure du pouvoir antimicrobien des antibiotiques et/ou antifongiques de synthése.

A Taide d’une micropipette stérile et en utilisant des embouts jetables, des disques
vierges de 6 mm de diamétre sont imbibés de 50 pl d’extraits bruts méthanoliques et d’acétate
d’éthyle de chaque champignon. D’autres disques utilisés comme témoins négatifs ont été

imprégnes dans le DMSO dilué (1:9) et dans le méthanol, ou la charge de disque est de 50 pl.

Une fois secs, ces disques sont appliques sur les microbes tests selon la technique
d’antibiogramme par diffusion des disques, standardisée a 1’échelle nationale et recommandée
par le RASRBA (Réseau Algérien de la Surveillance de la Résistance des Bactéries aux

Antibiotiques) en collaboration avec I’OMS.

Les milieux de culture utilisés sont les mémes décrites dans la méthode directe. Ainsi, les
géloses doivent étre colées en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm et bien séchées avant
I’emploi. L’inoculation des géloses se fait a partir d’une culture pure et jeune de 18 a 24 heures

sur milieu d’isolement approprié, dans notre cas nous avons utilisé¢ la GN (gélose nutritive).

Quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont raclées a ’aide d’une anse
de platine et déchargées dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%. Apres
homogénéisation, I’opacité de la suspension bactérienne doit étre équivalente a 0,5 MF ou a une
D.O de 0,08 & 0,10 lue a 625 nm. Il est a signaler que la suspension bactérienne ne doit pas étre

utilisée au-dela de 15 minutes a partir de sa préparation.

L’ensemencement des milieux se fait par écouvillonnage, ainsi des écouvillons stériles
sont trempés dans I’inoculum et frottés aprés 1’avoir essorés contre la paroi interne du tube, sur la
totalité de la surface gélosée de haut en bas de facon a former des stries serrées. Cette opération
doit étre répétée 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter

I’écouvillon sur lui-méme et finir en le passant sur la périphérie de la gélose. Pour la méme
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souche bactérienne et pour une nouvelle boite de Pétri, le méme écouvillon peut étre réutilisé

mais doit étre rechargé a nouveau dans les conditions d’asepsie.

Ensuite, les disques sont distribués a raison de 5 disques par boite de 90 mm et
I’ensemble a été incubé a 37°C pendant 24 heures. Concernant la levure Candida albicans, le

méme protocole a été adopté, mise a part I’incubation qui a été faite a 27 °C et pour 48 heures.

Les diameétres des zones claires autour des disques révélant ’activité antimicrobienne des

extraits sont mesurés et les tests ont été effectués en triplicata.
3-1-6- Analyses statistiques

Les resultats obtenus ont été calculées et présentés sous forme de tableaux et
d’histogrammes (Excel 2007). Des analyses de variance sont faites afin de comparer entre les
différents diamétres d’inhibition. La différence a été considérée statistiquement significative

lorsque la valeur de p est < 0.05. Cette analyse a été realisée grace au logiciel Stat Box 6.40.
3-2- Activite antimitotique

Les extraits fongiques retenus pour cette activité sont ceux d’Aspergillus niger et

d’Aspergillus nidulans.
3-2-1- Test d’Allium cepa

L’activité cytogénétique des extraits fongiques a été réalisée in vitro par le test d’Allium
cepa adopte par Shweta et al. [380]. En effet, des bulbes d’oignon (Allium cepa) ont été placés
dans des réecipients remplis d’eau de facon a ce que les bases des bulbes baignent dans I’eau
pendant 3 jours. Les apex racinaires dans lesquels les mitoses sont nombreuses ont é€té coupés et
trempés 24h dans des cupules, contenant les extraits fongiques a deux concentrations différentes
(10 et 5 mg/ml), la colchicine (témoin positif) et ’eau (témoin négatif). Ces apex sont ensuite
fixés a l’alcool acétique pendant 3 heures et colorés au carmin acétique, afin d’observer au

microscope optique les différents stades de la mitose (Figure n°58).

137



Chapitre 4 Activités biologiques des mycoendophytes associés au Limoniastrum feei

1- Apex racinaires d’ Allium cepa

2- Cupule contenant des apex
" dAllium cepa traités et colorés

é \ . 3- Préparation microscopique
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N
4- compteur de cellules
i § A

Figure n°58 : test d’Allium cepa.

3-2-2- Analyse des données

Pour chaque extrait, 5 apex ont été traités et 1000 cellules ont été observées. L’analyse

cytogénétique a été mise au point par I’évaluation des 2 parametres suivants :

- Indice des phases : cet indice est calculé afin de déterminer le pourcentage des cellules dans
chaque phase de la mitose (P, M, A, T) [364, 381].

1P (%) = Nombre de cellules d une seule phase mitotique 100
- Nombre total des cellules examinées

- Indice mitotique : cet indice consiste a comptabiliser le pourcentage des cellules arrétées en

mitose sur le total des cellules examinées [381, 382, 383, 384].

IM (%) = P+M+A+T 100
o) = Nombre total des cellules examinées

Avec : P = prophase ; M = métaphase ; A = anaphase ; T = télophase.

Les résultats obtenus ont été calculés et presentés sous forme de tableaux (Excel 2007).
Ces résultats ont été exprimés en moyenne + erreur standard (ES). Des analyses de variance sont
faites, afin de comparer entre les différents indices mitotiques. Cette analyse a été réalisée grace

au logiciel Stat Box 6.40.

138



Chapitre 4 Activités biologiques des mycoendophytes associés au Limoniastrum feei

4- Résultats et discussion

4-1- Dépistage primaire du pouvoir antimicrobien des mycoendophytes de L. feei

La double culture a montrée des effets variables de sensibilité des souches microbiennes
testées. Les mycoendophytes utilisés dans cet essai montrent des résultats positifs (inhibition de
la croissance bactérienne) et autres négatifs (Figure n°59).

Figure n°59 : exemple de sensibilité de S. aureus au dépistage antibactérien.

A : absence d’inhibition (résistance de S. aureus contre les disques fongiques) ; B : zone d’inhibition autour d’un

disque d’antibiotique (chloramphénicol) ; C : zones d’inhibition de S. aureus contres des blocs de mycoendophytes.

Les différentes zones d’inhibition autour des disques fongiques appliqués contre les
microbes tests sont mesurées et enregistrées. Les diametres d’inhibition compris entre 06 et 8
mm sont notés avec le signe (+), de 8 a 12 (++) et pour ceux supérieurs a 12 mm sont
mentionnés (+++), tandis que les résultats négatifs (résistance de la souche microbienne)
prennent le signe (-). Les résultats obtenus chez les 24 espéces fongiques sont consignés dans le

tableau n°17.

Nos champignons comme la plupart des champignons endophytes de plantes, en
particulier des plantes médicinales, produisent des métabolites secondaires aux effets
antimicrobiens qui peuvent inhiber le développement de certaines bactéries avec des effets
variables [385].
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Tableau n°17. Dépistage antimicrobien des mycoendophytes isolés de L. feei.
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Exophiala sp ++ ++ + ++ ++ - - + | +++
Aspergillus nidulans + +++ - ++ + - - n ++
Aspergillus niger + + + | |+ - + + +
Aspergillus glaucus - - - - 4+ |+ - _ 3
Absidia spl ++ | +++ |+ + - ++ - - +
Absidia sp2 - |+ |+ + + - - - +
Trichoderma sp + - - ++ + | - + -
Acremonium sp2 - + ++ + ++ + - + ++
Penicillium notatum +++ | +++ - - ++ ++ - +++ -
Penicillium chrysoginium | + ++ - - - - - ++ -
Penicillium sp2 + +++ + - +++ - - - +++
Eupenicillium sp - +++ - - + ++ + - +
Fusarium sp2 ++ ++ - - ++ ++ + + -
Trichophyton spl + ++ + - + | - - -
Gliocladium spl ++ | +++ - - ++ - R ++ | +
Gliocladium sp2 - ++ - - - - - - -
Paecilomyces spl - + - - + - - ++ -
Phialophora spl + - - | 4 - - ++ -
Alternaria sp2 + ++ - ++ - - + - -
Phoma glomerata + ++ - - + - - - -
Phoma sp2 - ++ - - - - - + ¥
Cladosporium herbarum - + - - ++ - - - +
Cladosporium spl - - - - - ++ - - -
Verticillium sp + - + - - ++ - - -

140



Chapitre 4 Activités biologiques des mycoendophytes associés au Limoniastrum feei

De ce tableau, nous avons constaté que tous les mycoendophytes testés présentent une
activité inhibitrice de la croissance d’au moins une bactérie. Ces résultats positifs du dépistage
antimicrobien concordent avec ceux obtenus antérieurement par Nuangmek et al. [386] ; Ting et
al. [387] ; Devaraju et Satish [379] et Zerroug [147] selon lesquels, les endophytes peuvent
avoir une activité antimicrobienne due probablement a la production de composés

antimicrobiens, qui sont capables d’inhiber un large spectre de microorganismes.

S. aureus, B. subtilis et E. coli sont les bactéries les plus sensibles a I’effet inhibiteur des
disques fongiques. S. aureus est la souche la plus inhibée, parmi tous les mycoendophytes testés,
19 d’entre eux présentent des résultats significatifs sur cette bactérie. C’est pour cette raison que
la souche MRSA (S. aureus multi-résistante) a été rajoutée pour la deuxiéme étape de ’activité
antimicrobienne, en utilisant les extraits fongiques. S. typhi, P. aeruginosa et E. faecalis
présentent moins de sensibilité envers les champignons testés. S. typhi été la plus résistante

parmi toutes les souches microbiennes, avec seulement 4 résultats positifs.

Aspergillus niger, Acremonium sp2 et Exophiala sp sont les mycoendophytes ayant
marqué le plus large spectre d’inhibition sur I’ensemble des microbes testés. Les deux espéces
Penicillium notatum et Penicillium sp2 possedent I’effet antimicrobien le plus élevé (hnombre de
bactéries avec diametres d’inhibition supérieurs @ 12 mm). Cladosporium spl et Gliocladium sp2
sont moins efficaces dans le depistage antimicrobien. Ladjal [388] a montré dans une étude sur
’activité antimicrobienne des champignons endophytes isolés du pin d’Alep (Pinus halepensis
Mill.) que les mycoendophytes Aspergillus, Penicillium et Acremonium sont les genres les plus

actifs contres trois bacteries testées (E. coli, S. aureus et P. aeruginosa).
4-2- Rendement de I’extraction fongique

Afin de pouvoir tester I’activité antimicrobienne par méthode de diffusion sur disque,
I’extraction des métabolites fongiques a été faite sur les 12 mycoendophytes possédent I’effet
inhibiteur le plus large dans le dépistage antimicrobien. Les souches retenues sont Exophiala sp,
Aspergillus nidulans, Absidia spl, Trichoderma sp, Aspergillus niger, Acremonium sp2,
Penicillium sp2, Eupenicillium sp, Fusarium sp2, Trichophyton spl, Penicillium notatum et

Gliocladium spl.

Les résidus secs obtenus de I’extraction hydroalcoolique a froid des mycoendophytes
sélectionnés ont été pesés. Pour 100 ml de filtrat, le poids net des extraits fongiques est donné en

mg. Les valeurs obtenues sont consignées dans le tableau n°18.
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Il est a noter de ce rendement que la teneur de I’extraction fongique est relativement
faible chez I’ensemble des mycoendophytes. Elle est mesurée en mg et n’atteint pas 1’ordre de g

pour 100 ml de filtrat de culture.

L’extraction par le méthanol a offert un poids moyen général élevé plus de trois fois
(189,7 mg) par rapport a I’extraction par ’acétate d’éthyle (52,8 mg). Aspergillus nidulans et
Aspergillus niger sont les deux especes les plus rentables parmi tous les mycoendophytes
extraits. Les plus faibles teneurs obtenues dans cette extraction sont celles enregistrées chez
Absidia sp1 et Acremonium sp2.

Tableau n°18. Poids nets (mg/100ml) des résidus secs de I’extraction fongique.

Espéce olvant Acétate d’ethyle Méthanol
Exophiala sp 37,8 163,1
Aspergillus nidulans 132,5 481,2
Absidia spl 9,2 45,5
Trichoderma sp o4,7 162,9
Aspergillus niger 98,3 300,3
Acremonium sp2 16,0 34,8
Penicillium sp2 55,0 245,2
Eupenicillium sp 30,1 165,7
Fusarium sp2 1,7 175,1
Trichophyton spl 73,1 259,6
Penicillium notatum 25,1 137,3
Gliocladium spl 24,1 105,6
Moyenne 52,8 189,7

4-3- Activité antimicrobienne par diffusion sur disques

Les zones d’inhibition autour des disques d’antibiotiques synthétiques (témoins) ont été

mesurées a I’aide d’un pied a coulisse et sont rapportées dans le tableau n°19.

Les résultats du test antimicrobien sur les souches de référence ATCC montrent des effets
plus ou moins variables en terme d’inhibition envers les antibiotiques utilisés. Ces résultats

expriment la sensibilité ou la résistance naturelle des bactéries testées. La souche la plus sensible
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dans ce test est B. subtilis, elle est sensible pour I’ensemble des antibiotiques utilisés. Tandis que,
E. faecalis est totalement résistante vers tous les disques d’antibiotiques déployés. Par rapport a
la carte de sensibilité établie par le réseau algérien de la surveillance de la résistance bactérienne
aux antibiotiques, le résultat obtenu pour les antibiotiques témoins dans cette étude est
comparable. Il corrobore les travaux de Rahal et son équipe [389]. Notre étude est une simple
comparaison de sensibilité et/ou de résistance pour les bactéries choisies. Il est préférable dans
I’avenir de comparer ce résultat avec la carte génétique de chaque souche bactérienne en prenant

en compte ses diametres d’inhibition.

La meilleure sensibilité enregistrée est celle pour la tétracycline contre la bactérie K.
pneumoniae (31+0,6 mm). L’antibiotique qui a donné le plus large spectre d’inhibition est le
chloramphénicol, il inhibe 7 bactéries parmi les 9 souches testées. Erythromycine presente le

plus faible effet inhibiteur, il touche seulement 2 bactéries.

Tableau n°19. Diamétres d’inhibition (mm) des antibiotiques synthétiques sur les souches

bactériennes (n=3, moyenne + erreur standard).

&
o 5 8 S
Antibiotiques . E » o é %
- | 2| 28§ 5| 2| 58| £ «
8 2 g | & 3 5| 2| | B
L %) o i o :4' %) i =
Céfotaxime 18+1,2 | 25+1,2 R R 16£0,3 | 23+£1,7 | 17£1,7 R R
Gentamicine 19+0,6 | 20+0,0 | 10+0,6 | R | 28+2,3 | 20+0,6 | 12+0,6 | 16+0,6 R
Tétracycline 21+0,6 | 28+0,9 R R | 234£1,2 | 31+0,6 R 12+0,0 R

Chloramphénicole | 21+1,2 | 21+0,6 R R | 1440,6 | 17+1,2 | 19+0,6 | 18+0,6 | 19+0,0

Erythromycine R 21+0,9 R R | 2041,2 R R R R

Colistine 10+0,0 R 13+1,2 | R | 10+0,6 | 10+0,3 | 10+0,0 R 11+0,6

R=résistance naturelle.

L’effet antibiotique des extraits fongiques d’acétate d’éthyle contre les mémes souches
bactériennes utilisées précédemment est exprimé en diamétre d’inhibition et est résumé dans le

tableau n°20.

L’essai antimicrobien des extraits d’acétate d’éthyle a montré des résultats positifs de

sensibilité chez toutes les bactéries. En plus, tous les mycétes extraits inhibent la croissance
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bactérienne au minimum pour trois souches différentes. Cette activité plus ou moins grande
soutient le résultat de plusieurs études, qui ont démontré que les mycoendophytes isolés de
différentes plantes peuvent avoir une activité antimicrobienne. Ils résistent a I’invasion et
inhibent une grande variété de microorganismes nocifs pour ’homme, animaux et plantes par la

production de métabolites secondaires [92, 102, 390].

Parmi toutes les bactéries testées, S. aureus reste la souche la plus sensible a I’effet
inhibiteur des extraits d’acétate d’éthyle, suivie par E. coli, B. subtilis et MRSA. Tandis que, S.
typhi apparait comme la moins sensible, elle résiste a 8 extraits fongiques d’acétate d’éthyle. La
souche S. aureus est évidement trouvée la plus affectée par les extraits fongiques des

champignons endophytes de Retama raetam, extraits par le méme solvant [147].

Tableau n°20. Diamétres d’inhibition (mm) des extraits fongiques d’acétate d’éthyle (n=3,

moyenne * erreur standard).

w
3 5
Extraits d’acétate g .g =2
d’éthyle " = 2 ® S 2
> D ] = S = o
= g = g b5 i S S <
3 3 & N A S e S 2
wi %) o i o N 1% i =
Exophiala sp 13+0,9 | 13+0,6 | 11+0,3 | 15+1,2 | 11+0,6 R R 12+0,6 | 11+0,5
Aspergillus nidulans | 10+0,6 | 19+1,2 R 14+0,6 | 10+0,3 R 9+0,0 | 9+0,6 | 13+0,6

Aspergillus niger 12+0,6 | 8+0,0 | 11+1,2 | 22+1,7 | 10+0,6 R 14+0,0 | 11+0,3 R

Absidia spl 14+0,6 | 16+1,2 | 15+0,6 | 12+0,3 R 14+1,2 R R 16+0,3
Trichoderma sp 11+0,6 R R 14+0,6 R 16+1,2 R R R

Acremonium sp2 R 12+0,6 | 14+0,6 | 10+0,6 | 14+1,2 | 12+0,9 R 12+0,0 | 14+0,9
Penicillium notatum | 31+1,2 | 25+0,6 R R 16+0,6 | 14+0,6 R 24+0,6 | 26+0,6
Penicillium sp2 11+0,3 | 16+1,4 | 1240,6 R 18+1,2 R R R 15+0,3
Eupenicillium sp R 17+1,2 R 9+0,6 | 10+0,0 | 15+1,2 | 1240,6 R 16+1,2
Fusarium sp2 14+0,6 | 15+0,6 R R 13+0,6 | 13+1,2 | 11+0,6 | 10+0,3 | 10+0,0
Trichophyton spl 11+0,6 | 13+0,6 | 12+0,6 R 1240,9 | 16£1,2 R R 12+0,6
Gliocladium sp1 14+1,2 | 16+0,6 R R 14+0,6 R R 16+1,2 | 13+0,6

R= souche résistante.

144



Chapitre 4 Activités biologiques des mycoendophytes associés au Limoniastrum feei

A la différence des antibiotiques synthétiques, les extraits d’acétate d’éthyle des
mycoendophytes testés présentent une bonne activité inhibitrice envers E. faecalis. Le diamétre
d’inhibition le plus marquant dans cet ensemble est celui de Penicillium notatum contre E. coli,
avec 31+1,2 mm. Ce résultat dépasse celui trouvé par Zerroug [147], ou toutes les zones
d’inhibition enregistrées contre les souches microbiennes testées sont inférieures a 25 mm de
diamétre. L’effet antibactérien de ce champignon endophyte est largement justifié en paralléle
avec les recherches bibliographiques [86]. Chez les mycoendophytes isolés du pin d’Alep,
Penicillium développe la plus grande activité contre les bactéries tests, il est le seul a avoir un
effet nettement important sur S. aureus et P. aeruginosa multi-résistantes [388]. Cependant, les
especes fongiques Exophiala sp, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Acremonium sp2 et
Fusarium sp2 ont montré le spectre d’inhibition le plus large en inhibant 7 bactéries parmi les 9
testées. La plus faible inhibition notée pour cet essai antimicrobien des extraits d’acétate d’éthyle
est celle de Trichoderma sp., il inhibe la croissance seulement pour 3 bactéries parmi les 9

testées.

L’activité antimicrobienne des mycoendophytes extraits par le méthanol est présentée

dans le tableau n°21.

Le test antimicrobien par les extraits méthanoliques est marqué par des faibles diamétres
d’inhibition et plus de résistances bactériennes, ou la meilleure valeur ne dépasse pas 22+1,2 mm
pour Absidia spl contre E. coli. Les souches bactériennes E. faecalis, B. subtilis et L.

monocytogenes résistent a tous les extraits méthanoliques.

Les extraits méthanoliques des mycoendophytes Exophiala sp, Aspergillus nidulans,
Aspergillus niger, Acremonium sp2 et Penicillium sp2 sont totalement inutiles dans cette activité.
Ils ne présentent aucune zone d’inhibition autour des disques appliqués. Il semble dans ce cas
que Absidia spl et Fusarium sp2 sont les plus efficaces parmi I’ensemble des autres espéces

fongiques, ils inhibent la croissance de 5 bactéries parmi les 9 testées.

E. coli, S. aureus et MRSA sont toujours les souches les plus sensibles a I’effet inhibiteur

des extraits fongiques, par rapport au reste des bactéries.
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Tableau n°21. Diamétres d’inhibition (mm) de I’extrait méthanolique des mycoendophytes testés

(n=3, moyenne = erreur standard).

g
Extraits 3 -§ °§7
méthanoliques " E k%) » 2 =
> Sy © = 5 = o]
= g = 4 B 2 S S <
8 3 & i 7] S o S L
i %) o i o N 1% i =
Exophiala sp R R R R R R R R R
Aspergillus nidulans R R R R R R R R R
Aspergillus niger R R R R R R R R R
Absidia spl 22+1,2 | 15+1,2 | 14+0,6 R R 12+0,6 R R 17+1,2
Trichoderma sp 10+0,6 R R R R 10+0,0 R R R
Acremonium sp2 R R R R R R R R R
Penicillium notatum 15+1,2 | 18+0,6 R R R R R R 11+0,0
Penicillium sp2 R R R R R R R R R
Eupenicillium sp R 15+1,2 R R R 14+0,6 R R 16+0,9
Fusarium sp2 12+0,9 | 10£0,6 R R R 13+0,6 | 80,0 R 14+1,2
Trichophyton spl 11+0,3 | 1240,0 R R R 13+1,2 R R 11+0,6
Gliocladium spl 10+0,0 | 14+0,6 R R R R R R 13+0,6

R= souche résistante.

Affin d’évaluer [I’efficacit¢ et le rendement de [D’activité antimicrobienne des
champignons endophytes associés aux feuilles de L. feei choisis dans [I’extraction
hydroalcoolique, une comparaison des diamétres d’inhibition entre les extraits d’acétate d’éthyle
et les extraits méthanoliques est établie contre les antibiotiques de synthese. Cette comparaison
exprimée dans la figure n°60, permit de voir et d’évaluer d’une maniére générale ’efficacité des

extraits fongiques selon le solvant d’extraction utilisé.
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Figure n°60 : comparaison entre moyennes générales des diamétres d’inhibition des bactéries.

La figure montre que la moyenne générale des diameétres d’inhibition des extraits
d’acétate d’éthyle (9,22+0,4 mm) est comparable a celle des antibiotiques utilisés comme
témoins (10,61+0,4 mm), contrairement aux extraits méthanoliques qui ont marqué une faible
moyenne d’inhibition avec 3,06+0,1 mm. Il semble que I’extraction des métabolites actifs
antibactériens chez les mycoendophytes est plus rentable en utilisant 1’acétate d’éthyle. Nous
avons conclu ainsi, que ces métabolites sont expulsés en grande majorité dans le milieu de
culture (filtrat) et que des petites quantités sont retenues au niveau du mycélium et des spores
fongiques qui sont extraits dans cette étude par le méthanol. En effet, Voelker et Altaba [391]
précisent que quelques métabolites sont retenus dans le mycélium fongique, alors que les autres
sont excrétés dans le milieu de culture. Il est possible dans ce cas, que la nature du solvant
d’extraction utilisé et ’affinité qu’il posséde envers les substances antimicrobiennes produites
chez les mycetes sélectionnés, jouent un role trés important dans I’extraction des métabolites
bioactifs a effet antibactérien. Une autre hypothése apparait; sur laquelle D’activité
antibactérienne des extraits d’acétate d’éthyle est le résultat de plusieurs molécules a la fois. En
effet, il se peut que les molécules extraites par 1’acétate d’éthyle sont plus nombreuses par
rapport au nombre des molécules extraites par le méthanol. Il peut y avoir une synergie entre ces
molécules, ce qui donne un large moyen d’inhibition par rapport au nombre limité des molécules
retenues dans I’extrait méthanolique. 11 se peut notamment, que le peu de molécules extraites par

le méthanol ont un effet meilleur & celles extraites par I’acétate d’éthyle, lorsque chaque
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molécule est appliquée séparément. Donc, la nature de ces molécules doit étre identifiée afin de

pouvoir trancher quel est le meilleur solvant pour I’extraction des mycoendophytes.

Pour mieux étudier I’activité antimicrobienne des mycoendophytes et afin de bien
comprendre la réaction bactérienne, des analyses de variance (anova) sont faites pour chaque
bactérie et des comparaisons entre 1’effet inhibiteur des extraits fongiques et les antibiotiques ont

été établis séparément.

L’anova montre une différence hautement significative (p=0,00) entre les différentes
moyennes d’inhibition de E. coli (Gram-). La moyenne d’inhibition par les antibiotiques
ordinaires est nettement supérieure aux moyennes d’inhibition des extraits fongiques. Les
extraits d’acétate d’éthyle présentent un effet inhibiteur presque comparable a celui des
antibiotiques, contrairement aux extraits méthanoliques qui ont montré un effet largement

inférieur aux autres (Figure n°61).
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Figure n°61 : diametres d’inhibition moyens de E. coli.

Les groupes homogénes établis par I’analyse de variance chez E. coli montrent
I’individualisation de I’effet inhibiteur de P. notatum extrait par I’acétate d’éthyle, avec une
moyenne (31 mm) plus large aux autres extraits et antibiotiques utilisés. Ils montrent aussi que
I’extrait méthanolique d’Absidia spl classé en groupe (G) posséde un effet meilleur a ceux des
antibiotiques synthétiques. Les autres diamétres moyens d’inhibition des extraits fongiques sont
groupés dans un ordre décroissant (tableau n°22), dont le plus marquant est celui de I’extrait

méthanolique de P. notatum (groupe DE).
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Tableau n°22. Groupes homogeénes (comparaison multiple) des diamétres d’inhibition chez E.

coli.
Groupe Moyenne
Aspergillus niger M A 0,00
Acremonium sp2 M A 0,00
Acremonium sp2 AC A 0,00
Trichoderma sp M A 0,00
Erythromycine A 0,00
Exophiala sp M A 0,00
Penicillium sp2 M A 0,00
Trichoderma sp AC A 0,00
Aspergillus nidulans M A 0,00
Eupenicillium sp M B 10,00
Colistine B 10,00
Gliocladium sp1 M B 10,00
Aspergillus nidulans AC B 10,00
Trichophyton spl M BC 11,00
Trichophyton spl AC BC 11,00
Penicillium sp2 AC BC 11,00
Eupenicillium sp AC BC 11,00
Fusarium sp2 M BCD 12,00
Aspergillus niger AC BCD 12,00
Exophiala sp AC BCD 13,00
Absidia spl AC CD 14,00
Gliocladium spl AC CD 14,00
Fusarium sp2 AC CD 14,00
Penicillium notatum M DE 15,00
Céfotaxime EF 18,00
Gentamicine FG 19,00
Tétracycline FG 21,00
Chloramphénicol FG 21,00
Absidia spl M G 22,00
Penicillium notatum AC 31,00

AC=extraits d’acétate d’éthyle; M=extraits méthanoliques. (Variance moyenne utilisée: 0,84; Valeur seuil: 3,79).
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Cette derniére souche (P. notatum) découverte pour la premiere fois par Alexandre
Fleming en 1928 est connue par la production des pénicillines, des antibiotiques redoutables a

spectre d’inhibition tres large.

L’inhibition de la croissance de S. aureus (Gram+) par les différents extraits et
antibiotiques est différente significativement (p=0,00). Les diameétres les plus élevés enregistrés a
ce niveau sont ceux des antibiotiques synthétiques et les plus faibles sont ceux des extraits

méthanoliques. Les extraits d’acétate d’éthyle ont donné un effet moyen (Figure n°62).
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Figure n°62 : diamétres d’inhibition moyens de S. aureus.

Les groupes homogenes obtenus pour cette bactérie sont classés selon I’efficacité

d’inhibition, les moyens les plus élevés sont ceux qui restent en dernier dans le tableau n°23.

L’extrait d’acétate d’éthyle de P. notatum est rangé dans 1’avant dernier groupe (JK) avec
I’antibiotique céfotaxime, qui ont marqué une moyenne d’inhibition de 25 mm. La tétracycline

(groupe K) est le meilleur inhibiteur de S. aureus, avec un diametre de 28 mm.
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Tableau n°23. Groupes homogénes (comparaison multiple) des diamétres d’inhibition chez S.

aureus.
Groupe Moyenne
Eupenicillium sp M A 0,00
Colistine A 0,00
Eupenicillium sp AC A 0,00
Acremonium sp2 M A 0,00
Aspergillus niger M A 0,00
Exophiala sp M A 0,00
Penicillium sp2 M A 0,00
Aspergillus nidulans M A 0,00
Aspergillus niger AC B 8,00
Fusarium sp2 M BC 10,00
Trichophyton spl M BCD 12,00
Acremonium sp2 AC BCD 12,00
Trichophyton spl AC CDE 13,00
Exophiala sp AC CDE 13,00
Gliocladium sp1 M CDEF 14,00
Absidia sp1 M DEFG 15,00
Trichoderma sp M DEFG 15,00
Fusarium sp2 AC DEFG 15,00
Penicillium sp2 AC DEFGH 16,00
Gliocladium spl AC DEFGH 16,00
Absidia spl AC DEFGH 16,00
Trichoderma sp AC EFGHI 17,00
Penicillium notatum M FGHI 18,00
Aspergillus nidulans AC GHI 19,00
Gentamicine HI 20,00
Erythromycine 1J 21,00
Chloramphénicol 1 21,00
Penicillium notatum AC JK 25,00
Céfotaxime JK 25,00
Tétracycline K 28,00

AC=extraits d’acétate d’éthyle; M=extraits méthanoliques. (Variance moyenne utilisée: 0,99; Valeur seuil: 4,12).
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Chez P. aeruginosa (Gram-), tous les diamétres moyens d’inhibition sont en général
faibles. Les extraits d’acétate d’éthyle ont montré des diamétres d’inhibition plus élevés par
rapport aux antibiotiques et aux extraits méthanoliques (p=0,00). Ces derniers ont toujours le
plus faible pouvoir inhibiteur (Figure n°63). Cette espece bactérienne trés résistante a un grand
nombre de substances antibiotiques est notamment trouvée totalement résistante pour tous les

extraits d’acétate d’éthyle des champignons endophytes isolés de Retama raetam [147].
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Figure n°63 : diamétres d’inhibition moyens de P. aeruginosa.

Les groupes homogénes des diamétres d’inhibition de cette bactérie sont ranges dans le
tableau n°24.

Le tableau montre que la plupart des extraits fongiques et des antibiotiques sont classés
dans le groupe A, avec une moyenne d’inhibition nulle. Cela se justifie par la virulence de cette
souche bactérienne. De plus, P. notatum qui a montré un bon effet inhibiteur envers E. coli et S.
aureus est totalement inefficace contre P. aeruginosa. Les métabolites produits par ce
champignon sont donc inertes dans le cas de P. aeruginosa. Cette bactérie est connue dans la
littérature par sa résistance vers toutes les classes de la famille des pénicillines [389]. Donc,
I’effet de Penicillium sp2 extrait par I’acétate d’éthyle, classé dans le groupe BCD déduit que les
substances antibactériennes synthétisées par ce champignon sont de nature différente aux
pénicillines existantes. Bien que I’extrait d’acétate d’éthyle d’Absidia spl (groupe E) montre un
effet meilleur a celui d’Absidia spl extrait par le méthanol (groupe DE), les deux extraits de ce

champignons sont les meilleurs inhibiteurs de P. aeruginosa.
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Tableau n°24. Groupes homogénes (comparaison multiple) des diamétres d’inhibition chez P.

aeruginosa.
Groupe Moyenne
Tétracycline A 0,00
Aspergillus nidulans AC A 0,00
Acremonium sp2 M A 0,00
Aspergillus niger M A 0,00
Aspergillus nidulans M A 0,00
Chloramphénicol A 0,00
Fusarium sp2 M A 0,00
Gliocladium sp1 AC A 0,00
Exophiala sp M A 0,00
Fusarium sp2 AC A 0,00
Penicillium notatum M A 0,00
Erythromycine A 0,00
Eupenicillium sp AC A 0,00
Gliocladium sp1 M A 0,00
Penicillium sp2 M A 0,00
Penicillium notatum AC A 0,00
Trichoderma sp AC A 0,00
Céfotaxime A 0,00
Eupenicillium sp M A 0,00
Trichoderma sp M A 0,00
Trichophyton spl M A 0,00
Gentamicine B 10,00
Aspergillus niger AC BC 11,00
Exophiala sp AC BC 11,00
Trichophyton spl AC BCD 12,00
Penicillium sp2 AC BCD 12,00
Colistine CDE 13,00
Acremonium sp2 AC DE 14,00
Absidia spl M DE 14,00
Absidia spl AC E 15,00

AC=extraits d’acétate d’éthyle; M=extraits méthanoliques. (Variance moyenne utilisée: 0,32; Valeur seuil: 2,32).
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Pour E. faecalis (Gram+), seuls les extraits d’acétate d’éthyle ont donné une activité
inhibitrice. Cette souche résiste en méme temps aux antibiotiques et aux extraits méthanoliques
(Figure n°64). L’analyse de variance exprime une différence hautement significative (p=0,00).
Ces résultats montrent que les extraits d’acétate d’éthyle renferment des molécules plus efficaces

et plus redoutables sur la souche E. faecalis.
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Figure n°64 : diamétres d’inhibition moyens de E. faecalis.

La comparaison multiple des moyennes d’inhibition chez E. faecalis a permis de grouper

les diamétres des zones d’inhibition comme le montre le tableau n°®25.

L’ensemble des antibiotiques synthétiques et la plupart des extraits fongiques sont rangés
dans le groupe A (absence d’activité antibactérienne). Seulement 7 extraits d’acétate d’éthyle
sont classés hors ce groupe, dont le rendement d’inhibition le plus élevé est observé pour A.
niger avec un diametre de 22 mm. Ce résultat est doublement supérieur a celui trouvé par Ouzid
[216], lors d’une étude sur I’activité antibactérienne des mycoendophytes associés au Peganum
harmala, ou le genre Aspergillus montre notamment une activité contre E. faecalis, avec un

diameétre de 10.66 mm.
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Tableau n°25. Groupes homogeénes (comparaison multiple) des diamétres d’inhibition chez E.

faecalis.
Groupe Moyenne
Acremonium sp2 M A 0,00
Absidia sp1 M A 0,00
Aspergillus nidulans M A 0,00
Aspergillus niger M A 0,00
Penicillium notatum M A 0,00
Chloramphénicol A 0,00
Fusarium sp2 M A 0,00
Fusarium sp2 AC A 0,00
Gliocladium spl M A 0,00
Gliocladium sp1 AC A 0,00
Exophiala sp M A 0,00
Erythromycine A 0,00
Trichoderma sp M A 0,00
Penicillium sp2 M A 0,00
Penicillium sp2 AC A 0,00
Penicillium notatum AC A 0,00
Trichophyton spl AC A 0,00
Céfotaxime A 0,00
Eupenicillium sp M A 0,00
Colistine A 0,00
Trichophyton spl M A 0,00
Gentamicine A 0,00
Tétracycline A 0,00
Trichoderma sp AC B 9,00
Acremonium sp2 AC BC 10,00
Absidia spl AC CD 12,00
Aspergillus nidulans AC DE 14,00
Eupenicillium sp AC DE 14,00
Exophiala sp AC E 15,00
Aspergillus niger AC 22,00

AC=extraits d’acétate d’éthyle; M=extraits méthanoliques. (Variance moyenne utilisée: 0,38; Valeur seuil: 2,56).
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L’activité antibactérienne chez B. subtilis (Gram+) a montré une différence hautement
significative (p=0,00), entre les moyennes d’inhibition bactériennes en utilisant les antibiotiques
synthétiques, les extraits d’acétate d’éthyle et les extraits méthanoliques. Ces derniers n’ont
caus¢ aucune inhibition de croissance sur cette souche, a I’inverse des extraits d’acétate d’éthyle

qui montrent un effet modéré par rapport aux antibiotiques (Figure n°65).
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Figure n°65 : diamétres d’inhibition moyens de B. subtilis.

Le tableau n°26 présente les groupes homogenes obtenus par anova entre les différents

diamétres d’inhibition chez B. subtilis.

L’extrait d’acétate d’éthyle de Penicillium sp2 individualisé dans le groupe EF avec une
moyenne de 18 mm est meilleur que ceux de P. notatum et céfotaxime (groupe DE). Ces deux
derniers, autre fois trouvés dans le méme groupe (JK) chez S. aureus, sont aussi comptabilisés
dans le méme groupe (A) pour P. aeruginosa et E. faecalis. Il se peut que P. notatum produise

des antibiotiques semblables a céfotaxime (céphalosporine de 3°™® génération).
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Tableau n°26. Groupes homogeénes (comparaison multiple) des diamétres d’inhibition chez B.

subtilis.
Groupe Moyenne
Absidia sp1 M A 0,00
Absidia spl AC A 0,00
Eupenicillium sp AC A 0,00
Acremonium sp2 M A 0,00
Aspergillus niger M A 0,00
Trichophyton sp1 M A 0,00
Penicillium notatum M A 0,00
Trichoderma sp M A 0,00
Exophiala sp M A 0,00
Eupenicillium sp M A 0,00
Fusarium sp2 M A 0,00
Penicillium sp2 M A 0,00
Gliocladium sp1 M A 0,00
Aspergillus nidulans M A 0,00
Colistine B 10,00
Trichoderma sp AC B 10,00
Aspergillus nidulans AC B 10,00
Aspergillus niger AC B 10,00
Exophiala sp AC BC 11,00
Trichophyton spl AC BC 12,00
Fusarium sp2 AC BCD 13,00
Gliocladium spl AC CD 14,00
Chloramphénicol CD 14,00
Acremonium sp2 AC CD 14,00
Céfotaxime DE 16,00
Penicillium notatum AC DE 16,00
Penicillium sp2 AC EF 18,00
Erythromycine FG 20,00
Tétracycline G 23,00
Gentamicine 28,00

AC=extraits d’acétate d’éthyle; M=extraits méthanoliques. (Variance moyenne utilisée: 0,93; Valeur seuil: 3,98).
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La différence d’inhibition par les extraits fongiques et les antibiotiques de synthése est
absolument significative (p=0,00) chez K. pneumoniae (Gram-). Cette bactérie présente une

petite sensibilité de croissance envers les extraits méthanoliques, a I’inverse des antibiotiques

témoins qui ont montré la moyenne la plus élevée (Figure n°66).
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Figure n°66 : diamétres d’inhibition moyens de K. pneumoniae.

Les groupes homogénes établis pour cette bactérie consignes dans le tableau n°27
montrent I’individualisation des 4 antibiotiques dans les meilleurs groupes, respectivement :
tétracycline (31 mm), céfotaxime (23 mm), gentamicine (20 mm) et chloramphénicol (17 mm).

Le meilleur groupe des extraits fongiques est celui de I’acétate d’éthyle de Trichophyton spl et

d’Eupenicillium sp (CDE), avec une moyenne d’inhibition de 16 mm.
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Tableau n°27. Groupes homogeénes (comparaison multiple) des diamétres d’inhibition chez K.

pneumoniae.
Groupe Moyenne
Acremonium sp2 M A 0,00
Aspergillus niger M A 0,00
Aspergillus nidulans AC A 0,00
Erythromycine A 0,00
Gliocladium sp1 AC A 0,00
Exophiala sp M A 0,00
Exophiala sp AC A 0,00
Penicillium sp2 AC A 0,00
Penicillium notatum M A 0,00
Penicillium sp2 M A 0,00
Gliocladium sp1 M A 0,00
Aspergillus nidulans M A 0,00
Aspergillus niger AC A 0,00
Eupenicillium sp M B 10,00
Colistine B 10,00
Absidia sp1 M BC 12,00
Acremonium sp2 AC BC 12,00
Trichophyton spl M BCD 13,00
Fusarium sp2 M BCD 13,00
Fusarium sp2 AC BCD 13,00
Trichoderma sp M BCD 14,00
Penicillium notatum AC BCD 14,00
Absidia spl AC BCD 14,00
Trichoderma sp AC CD 15,00
Trichophyton spl AC CDE 16,00
Eupenicillium sp AC CDE 16,00
Chloramphénicol DE 17,00
Gentamicine EF 20,00
Céfotaxime F 23,00
Tétracycline 31,00

AC=extraits d’acétate d’éthyle; M=extraits méthanoliques. (Variance moyenne utilisée: 1,01; Valeur seuil: 4,15).
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L’anova a révélée une différence hautement significative (p=0,00) entre les moyens des
diamétres d’inhibition chez S. typhi (Gram-). Les faibles valeurs de diamétres moyens
d’inhibition enregistrées pour I’ensemble des disques appliqués traduisent une mauvaise activité
antibactérienne. Cette bactérie présente donc une résistance envers certains extraits fongiques et
méme contre les antibiotiques de synthése (Figure n°67). Elle est connue dans la littérature pour

sa résistance élevée [389].
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Figure n°67 : diamétres d’inhibition moyens de S. typhi.

L’ensemble des diamétres d’inhibition chez S. typhi sont groupés selon une comparaison

multiple dans le tableau n°28.

Dans ce tableau, nous avons noté I’individualisation de I’extrait d’acétate d’éthyle d’A.
niger dans le groupe E avec la meilleure moyenne (14 mm), enregistrée au niveau des extraits
fongiques. Les deux antibiotiques céfotaxime et chloramphénicol sont les plus performants (17 et
19 mm).
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Tableau n°28. Groupes homogénes (comparaison multiple) des diamétres d’inhibition chez S.

typhi.

Groupe Moyenne
Tétracycline A 0,00
Absidia spl AC A 0,00
Absidia sp1 M A 0,00
Penicillium notatum M A 0,00
Eupenicillium sp AC A 0,00
Acremonium sp2 AC A 0,00
Acremonium sp2 M A 0,00
Erythromycine A 0,00
Exophiala sp M A 0,00
Penicillium sp2 M A 0,00
Gliocladium sp1 AC A 0,00
Aspergillus niger M A 0,00
Trichoderma sp M A 0,00
Penicillium sp2 AC A 0,00
Gliocladium sp1 M A 0,00
Eupenicillium sp M A 0,00
Exophiala sp AC A 0,00
Trichophyton spl AC A 0,00
Penicillium notatum AC A 0,00
Trichophyton spl M A 0,00
Aspergillus nidulans M A 0,00
Fusarium sp2 M B 8,00
Aspergillus nidulans AC BC 9,00
Colistine BCD 10,00
Fusarium sp2 AC CD 11,00
Gentamicine DE 12,00
Trichoderma sp AC DE 12,00
Aspergillus niger AC E 14,00
Céfotaxime F 17,00
Chloramphénicol F 19,00

AC=extraits d’acétate d’éthyle; M=extraits méthanoliques. (Variance moyenne utilisée: 0,29; Valeur seuil: 2,22).
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L. monocytogenes (Gram+) est également moins sensible aux différents disques testés. La
souche résiste totalement aux extraits méthanoliques. Les extraits d’acétate d’éthyle ont montré
des diamétres d’inhibition comparables & ceux des antibiotiques témoins (Figure n°68). A ce

niveau, I’anova indique une différence hautement significative entre les moyennes d’inhibition
(p=0,00).
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Figure n°68 : diamétres d’inhibition moyens de L. monocytogenes.

Les groupes homogeénes de I’effet inhibiteur des extraits fongiques et des antibiotiques

synthétiques appliqués sur L. monocytogenes sont donnés dans le tableau n°29.

P. notatum extrait par I’acétate d’éthyle, montre la plus large moyenne d’inhibition avec
un diametre de 24 mm, il est individualisé dans un groupe loin des autres extraits fongiques. Ce
groupe est suivi par le chloramphénicol, qui présente une moyenne de 18 mm. La plupart des

autres extraits fongiques sont classés dans le groupe A, ou I’activité antibactérienne est nulle.
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Tableau n°29. Groupes homogénes (comparaison multiple) des diamétres d’inhibition chez L.

monocytogenes.
Groupe Moyenne
Absidia sp1 M A 0,00
Trichophyton sp1 AC A 0,00
Absidia spl AC A 0,00
Trichoderma sp M A 0,00
Trichophyton sp1 M A 0,00
Acremonium sp2 M A 0,00
Aspergillus niger M A 0,00
Eupenicillium sp AC A 0,00
Eupenicillium sp M A 0,00
Penicillium notatum M A 0,00
Penicillium sp2 AC A 0,00
Penicillium sp2 M A 0,00
Erythromycine A 0,00
Exophiala sp M A 0,00
Colistine A 0,00
Céfotaxime A 0,00
Trichoderma sp AC A 0,00
Aspergillus nidulans M A 0,00
Fusarium sp2 M A 0,00
Gliocladium sp1 M A 0,00
Aspergillus nidulans AC B 9,00
Fusarium sp2 AC BC 10,00
Aspergillus niger AC CD 11,00
Exophiala sp AC D 12,00
Acremonium sp2 AC D 12,00
Tétracycline D 12,00
Gentamicine E 16,00
Gliocladium spl AC E 16,00
Chloramphenicol F 18,00
Penicillium notatum AC 24,00

AC=extraits d’acétate d’éthyle; M=extraits méthanoliques. (Variance moyenne utilisée: 0,21; Valeur seuil: 1,9).
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La meilleure moyenne d’inhibition constatée au niveau de la bactérie MRSA est celle des
extraits d’acétate d’éthyle, suivie par celle des extraits méthanoliques. Les disques
d’antibiotiques synthétiques ont donné une mauvaise activité antimicrobienne avec la plus faible
moyenne d’inhibition bactérienne (Figure n°69). Le test anova a révélé une différence nettement

significative (p=0,00) entre les trois moyennes.
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Figure n°69 : diametres d’inhibition moyens de MRSA.

MRSA a exprimé une sensibilit¢ d’inhibition différente envers I’ensemble des
antibiotiques et des extraits méthanoliques testés. Ainsi, la comparaison globale de I’activité

inhibitrice de ces produits est exposée dans le tableau n°30.

Le méme constat de bonne activité antibactérienne pour P. notatum extrait par 1’acétate
d’éthyle est encore observé chez la souche MRSA, il affirme & nouveau son individualisation
comme meilleur inhibiteur bactérien. Absidia spl et Trichoderma sp montrent aussi de bonne
activité inhibitrice sur cette bactérie, ils se situent dans les deux groupes FG et EFG avec des
moyennes de 17 mm et 16 mm respectivement, apres le chloramphénicol (groupe G) dont la

moyenne est de 19 mm.

164



Chapitre 4 Activités biologiques des mycoendophytes associés au Limoniastrum feei

Tableau n°30. Groupes homogénes (comparaison multiple) des diamétres d’inhibition chez

MRSA.

Groupe Moyenne
Tétracycline A 0,00
Gentamicine A 0,00
Eupenicillium sp AC A 0,00
Céfotaxime A 0,00
Exophiala sp M A 0,00
Eupenicillium sp M A 0,00
Erythromycine A 0,00
Acremonium sp2 M A 0,00
Aspergillus niger M A 0,00
Penicillium sp2 M A 0,00
Aspergillus nidulans M A 0,00
Aspergillus niger AC A 0,00
Fusarium sp2 AC B 10,00
Colistine BC 11,00
Trichophyton spl M BC 11,00
Exophiala sp AC BC 11,00
Penicillium notatum M BC 11,00
Trichophyton spl AC BCD 12,00
Gliocladium sp1 M BCDE 13,00
Gliocladium spl AC BCDE 13,00
Aspergillus nidulans AC BCDE 13,00
Fusarium sp2 M CDEF 14,00
Acremonium sp2 AC CDEF 14,00
Penicillium sp2 AC DEF 15,00
Trichoderma sp AC EFG 16,00
Trichoderma sp M EFG 16,00
Absidia spl AC EFG 16,00
Absidia spl M FG 17,00
Chloramphenicol G 19,00
Penicillium notatum AC 26,00

AC=extraits d’acétate d’éthyle; M=extraits méthanoliques. (Variance moyenne utilisée: 0,55; Valeur seuil: 3,05).
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En comparant 'effet inhibiteur de cette souche hyper-résistante a celui de S. aureus
(ATCC) étudiée auparavant, il apparait que les extraits fongiques (acétate d’éthyle et méthanol)
ont causé¢ le méme effet, avec des moyennes d’inhibition trés proches, contrairement aux
antibiotiques choisis comme témoin et qui ont montré une activité inhibitrice largement
différente chez les deux bactéries. De ce fait et a partir de ces résultats, nous avons conclu que
les mycoendophytes testés dans cette étude produisent des molécules efficaces et de nature
différente des substances contenues dans les disques d’antibiotiques de synthése, utilisés
couramment pour le traitement de la plupart des infections bactériennes, dans la médecine
humaine. Ces mycetes représentent donc une nouvelle source de produits antibactériens naturels

et efficaces.

Selon I’appartenance des bactéries testées au Gram+ ou Gram-, I’effet inhibiteur des
extraits fongiques est donné dans la figure n°70, en comparaison avec les antibiotiques

synthétiques.

Nous constatons de la figure que pour les bactéries Gram+, I’acétate d’éthyle a donné une
bonne activité, avec des extraits plus efficaces compares aux antibiotiques synthétiques. Cette
inhibition est largement supérieure aux extraits méthanoliques. Contrairement aux bactéries
Gram-, dont le meilleur effet observe est celui des antibiotiques, suivi par les extraits d’acétate
d’éthyle. Les extraits méthanoliques apparaissent avec le plus faible pouvoir inhibiteur chez les
Gram-. Cette différence de I’activité antibactérienne chez les souches de Gram opposé peut étre
expliquée par la nature des substances fournies dans chaque produit utilisé. Les bactéries peuvent
étre intrinsequement résistantes a un antibiotique, selon leur appartenance structurale et leur
classification Gram. Les bactéries Gram- ont une membrane externe qui établit une barriere de
perméabilité contre quelques substances antibiotiques. Parfois par manque de systeme de
transport ou de cible pour les antibiotiques ou mangue de récepteurs spécifiques, ces organismes

peuvent donc s’échapper aux molécules particuliéres et montrer des résistances a 1’égard de ces

antibiotiques [392].
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14
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Figure n°70 : comparaison entre moyennes générales des diamétres d’inhibition des bactéries

Gram+ et Gram-.

Les antibiotiques témoins comme les extraits méthanoliques inhibent les bactéries Gram-
d’une maniére plus efficace que les bactéries Gram+, a I’inverse des extraits d’acétate d’éthyle
qui agissent mieux sur les Gram+. Ce dernier constat s’accorde parfaitement avec les résultats
obtenus sur I’activité antimicrobienne des champignons endophytes isolés de Retama raetam, ou
les extraits d’acétate d’éthyle ont une tendance a inhiber les Gram+, d’une maniére plus

marquante par rapport aux bactéries Gram- [147].

Nous déduisons de cette comparaison, que les extraits d’acétate d’éthyle sont plus
largement efficaces que les extraits méthanoliques et que les bactéries Gram+ ont une résistance
élevée contre les métabolites extraits par le méthanol. D’une maniére générale, nous concluons
que l'utilisation d’acétate d’éthyle comme solvant d’extraction des métabolites actifs chez les
mycoendophytes sélectionneés, est plus rentable en matiere d’activité antibactérienne, par rapport
a I’utilisation du méthanol. Ce méme constat est observé dans plusieurs études consacrées a

I’extraction des métabolites secondaires chez les champignons endophytes [319, 393, 394, 395].

Concernant Candida albicans, les zones d’inhibition autour des disques d’antifongique

synthétique ont été mesurées et les diaméetres obtenus sont mentionnés dans le tableau n°31.
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Tableau n°31. Diamétres d’inhibition (mm) d’antifongique témoin sur Candida albicans.

Concentration (mg/ml) Fungizone (0,25) Fungizone (0,5) Fungizone (01)

Diametre (mm) 8+0,3 9+0,6 11+0,9

Antifongique témoin = Fungizone (Amphotéricine B).

Nous pouvons voir de ce tableau que I’inhibition de la croissance chez Candida albicans
est inversement proportionnelle a la concentration de I’Amphotéricine B. Les disques chargés
avec 1 mg/ml de Fungizone présentent le diamétre moyen le plus élevé (11+0,9 mm). Cet

antifongique est couramment utilisé dans le traitement des candidoses humaines.

L’activité antifongique des mycoendophytes associés au L. feei a été évaluée en mesurant
les diamétres des zones claires autour des disques chargés d’extraits fongiques. Ces diametres

sont consignés dans le tableau n°32.

Tableau n°32. Diamétres d’inhibition (mm) des extraits fongiques sur Candida albicans.
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L’activité anticandidose présentée dans le tableau ci-dessus montre une efficacité de
quelques extraits d’acétate d’éthyle. La meilleure est celle d’Exophiala sp., avec un diametre de
17 mm=0,9. Les diamétres constatés au niveau des extraits d’acétate d’éthyle pour Penicillium
sp2 (16+0,6 mm), Acremonium sp2 (15+0,6 mm), Aspergillus nidulans (13£0,6 mm) et
Eupenicillium sp (13£0,6 mm) sont nettement supérieurs aux diameétres enregistrés chez
I’antifongique synthétique. Les mycoendophytes Trichoderma sp, Fusarium sp2, Trichophyton
spl, Penicillium notatum et Gliocladium spl ne présentent aucun effet sur C. albicans. Ce
résultat differe de celui observé par Ladjal [388], qui a trouvé que Fusarium sp et Trichoderma
sp ont un effet anticandidose plus marquant que celui d’Acremonium sp et Aspergillus sp. De

plus, tous les extraits méthanoliques sont inefficaces contre cette souche fongique.
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La figure n°71 montre que la moyenne d’inhibition chez C. albicans en utilisant les
extraits d’acétate d’éthyle est presque comparable a celle d’antifongique témoin, a I’inverse des

extraits méthanoliques qui ont montré des effets nuls pour cette activité biologique.
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Figure n°71 : comparaison entre moyennes générales des diamétres d’inhibition de C. albicans.
4-4- Activité antimitotique
4-4-1- Test d’Allium cepa

Les observations microscopiques des cellules méristématiques d’Allium cepa traitées ou
non par les extraits fongiques ont permis de visualiser les différents stades du développement
mitotique (Figure n°72). En outre, quelques aberrations et anomalies chromosomiques de nature

clastogénique touchant la structure des chromosomes ont aussi été révélées. Ces aberrations

n’ayant pas fait objet dans cette étude et ont été exclus du comptage.
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Figure n°72 : cellules méristématiques d’Allium cepa représentant les différentes phases de la

mitose.




Chapitre 4 Activités biologiques des mycoendophytes associés au Limoniastrum feei

4-4-2- Indices des phases

Les pourcentages des différentes phases de la mitose calculés sur I’ensemble des cellules

examinées sont rapportés dans le Tableau n°33.

Tableau n°33. Indices des phases des cellules méristématiques d’Allium cepa.

Concentration Indice des phases (%)
(mg/ml) P+ES M+ES A+ES T+ES
) ) 05 32,0 +1,17| 4,40 +0,29 | 1,40 =+0,24|2,20 =+0,34
Extrait A. niger
10 29,2 +0,96| 2,90 +0,62 1,00 +0,35|2,60 =+0,33
d’acétate
A. 05 27,0 +0,74| 3,70 +0,68 | 2,50 =+0,63 | 2,60 0,37
d’éthyle )
nidulans 10 26,3 +1,42|4,00 +1,00 (1,20 +0,30 | 2,40 +0,43
) 05 25,7 +0,86| 5,20 +0,83 2,40 =+0,40|2,70 0,37
) A. niger
Extrait 10 28,5 +£1,29|290 +0,56 0,80 =+0,20|1,70 =0,20
méthanolique | A. 05 275 +1,11 (4,30 +0,58| 1,30 =+0,12 | 1,30 0,20
nidulans 10 256 +0,79|5,00 +1,15|1,30 +0,71|2,10 =+0,50
o 0,5 7,00 165|273 £1,27|0,30 #0,12|290 0,51
Colchicine
01 1,70 #0,60 | 26,3 +1,91 | 0,30 0,12 | 1,70 0,30
Témoin négatif - 23,7 £1,12 (20,2 +0,94 | 13,5 #0557 | 17,4 0,67

L’extrait d’acétate d’éthyle comme I’extrait méthanolique des deux espéces d’Aspergillus
ont donné des effets comparables pour chaque phase de la mitose. 1l est a noter que I’indice des
phases le plus élevé dans cet ensemble est celui qui correspond a la prophase, contrairement aux
autres stades de la division cellulaire, qui sont minoritairement présents. Cette élévation au

niveau de la prophase est indépendante de la concentration de I’extrait fongique utilisé.

Les indices des phases des cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par les deux
concentrations de colchicine sont élevés pour la métaphase. Par contre, les autres phases sont

moins observées.

Les pourcentages des 4 phases chez le témoin négatif sont relativement élevés par rapport
a ceux des extraits fongiques et de la colchicine. Ces indices ne sont dominés par aucune phase

de la mitose a la différence des cellules traitées.
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La colchicine est un alcaloide extrait des tiges souterraines du colchique ; Colchicum
autumale [364]. Elle est utilisée couramment dans le traitement de différentes tumeurs
tissulaires. Son action se résume par blocage de la formation du fuseau mitotique [396]. En se
fixant sur une molécule de la tubuline, elle empéche sa polymérisation en microtubules.
L’absence ou I’insuffisance de ces derniéres entraine un blocage de la mitose, au stade de
métaphase [372]. Cette approche confirme le résultat de I’indice des phases de la colchicine

obtenu dans cette étude.

Le pourcentage ¢levé des indices des phases au niveau de la prophase chez I’ensemble
des extraits fongiques testés indique la présence d’un empéchement de passage aux autres stades
de la division cellulaire a ce niveau. Cette méme action est enregistrée par I’extrait aqueux de
Solanum torvum, plante de la famille des Solanacées [397]. Il semble que les composés présents
dans ces extraits de A. niger et A. nidulans : endophyte foliaire de Limoniastrum feei, bloquent la

division cellulaire avant la métaphase, ce qui difféere du mécanisme de blocage de la colchicine.

Différents agents naturels anticancéreux sont produits par les endophytes. Le taxol est un
diterpénoide capable de tuer les cellules tumorales, en améliorant I’assemblage des microtubules
et en inhibant leur dépolymérisation en tubulines. Il est extrait de plusieurs endophytes ;
Taxomyces andreanae [353], Pestalotiopsis microspora [355], Alternaria alternata, Chaetomella
raphigera, Monochaetia sp, Periconia sp et Pithomyces sp [398]. Récemment, une équipe de
recherche a mis au point la présence de lapachol chez A. niger ; mycoendophyte de Tabebuia
argentea [384]. Le lapachol empéche la réplication de ’ADN cellulaire en interférant avec le

groupe des enzymes topoisomérases, ce qui bloque la division cellulaire en G2/M cycle [399].
4-4-3- Indices mitotiques

Les différents indices mitotiques des cellules racinaires d’Allium cepa sont classés dans

un ordre décroissant (Tableau n°34).

La lecture du tableau n°34 montre une diminution remarquable des indices mitotiques
pour les cellules traitées par les deux extraits fongiques, comparativement a ceux calculés pour
les cellules traitées avec de la colchicine. Nous pouvons constater aussi que ces indices sont
Iégerement moins élevés chez A. nidulans par rapport A. niger. Les cellules du témoin négatif
ont I'indice mitotique le plus élevé (74,8%), tandis que la colchicine & 1 mg/ml apparait avec le

plus faible indice mitotique (30%).
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Tableau n°34. Indices mitotiques des cellules méristématiques d’Allium cepa avec leurs groupes

homogeénes.
Extraits Concentration Indice mitotique
(mg/ml) (%)
Témoin négatif - 74,8 0,64
Acétate d'éthyle (A.niger) 05 40,0 +1,27
Colchicine 0,5 37,5 2,27
Méthanol (A.niger) 05 359 +0,97 | AB
Acétate d'éthyle (A.nidulans) 05 358 +0,84 | AB
Acétate d'éthyle (A.niger) 10 35,7 £1,77 | AB
Méthonol (A.nidulans) 05 344 +132 | AB
Méthonol (A.nidulans) 10 340 +168 | AB
Meéthonol (A.niger) 10 339 £163 | AB
Acetate d'ethyle (A.nidulans) 10 339 +0,93 | AB
Colchicine 01 30,0 1,15 A

L’anova indique une différence hautement significative (p=0,00) entre les différents
indices mitotiques. 3 groupes homogenes apparaissent, loin du témoin négatif. Effectivement,
nous pouvons voir I’individualisation de la colchicine a la concentration de 1 mg/ml dans le
groupe A. La colchicine a 0,5 mg/ml et I’extrait d’acétate d’éthyle d’A. niger a 5 mg/ml ont
donné des indices mitotiques comparables et sont classés dans le méme groupe B. Les autres
extraits fongiques possedent un effet antimitotique situé entre les deux groupes A et B. Ces
extraits sont rangés dans le groupe AB. Donc ce dernier se trouve entre les deux concentrations

du témoin positif (colchicine).

La diminution constatée au niveau des différents indices mitotiques chez les cellules
racinaires d’Allium cepa indique un effet mitodépressif de tous les extraits fongiques testés.
L’indice mitotique reste le meilleur parametre d’estimation du taux de cellules en division [400].
Les extraits d’acétate d’éthyle comme les extraits méthanoliques ayant donné des pourcentages
similaires et élevés des cellules arrétées en mitose. Cette excellente activité antimitotique est
comparable a celle de la colchicine. Les métabolites extraits par les deux solvants utilisés ont la

méme efficacité envers 1’activité antimitotique.
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Parmi les études menées sur ’activité antimitotique des mycoendopytes, nous pouvons
citer celle de Channabasava et Melappa [384], qui a montré un indice mitotique de 22,5% d’un
extrait méthanolique d’A. niger associé a Tabebuia argentea (Inde). Cet indice est sensiblement
inférieur a celui trouvé dans notre étude (33,9%). En outre, ’extrait d’acétate d’éthyle
d’Aspergillus isolé de Peganum harmala a donné un indice de 43,80% [216]. Cette différence
obtenue entre les trois études se justifie par la nature de la plante hote et le type d’interaction
établie avec les mycoendophytes partenaires. Ainsi, il est admis que la quantité et la qualité des
métabolites secondaires produits par les endophytes sont influencées par I’habitat et
I’environnement de la plante héte [401]. Notamment, le type du solvant d’extraction utilisé
influence le résultat obtenu. Dans ce cas, I’extraction par le méthanol révele une activité
meilleure a celle de I’acétate d’éthyle. L’interaction entre les mycoendophytes améliore le
rendement de ’activité antimitotique comme le montre ’exemple d’interaction entre Aspergillus
et Penicillium qu’a diminué I’indice mitotique a 30,85%, Aspergillus/Alternaria (28,60%) et
Aspergillus/Cladosporium (27,95%), au lieu 43,80% lorsqu’Aspergillus est seul [216], ceci est
dd probablement a la synthése simultanée de métabolites secondaires fongiques a effet

antimitotique.

Par ailleurs, la comparaison des indices mitotiques des extraits fongiques avec ceux de
plusieurs extraits de plantes médicinales : Tetraclinis articulata (92,4%), Withania frutescens
pauquy (72,28%) [402] et Solanum torvum 42% [400], montre que les mycoendophytes

possedent une activité antimitotique plus prononcée.
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5- Conclusion

Dans cette partie, les champignons endophytes isolés de L. feei qui ont donné de bons
résultats au dépistage préliminaire de ’activité antimicrobienne ont été extraits par deux solvants
organiques ; I’acétate d’éthyle et le méthanol. Le test de diffusion sur disques a démontré que
tous les extraits fongiques d’acétate d’éthyle avaient une activité inhibitrice sur les souches
microbiennes testées. L’effet antimicrobien de ces extraits est comparable a celui des
antibiotiques témoins et parfois méme meilleur. L’activité la plus prononcée est celle observée
chez Penicillium notatum, a I’inverse des extraits méthanoliques qui ont présentés une faible
activité antimicrobienne sur les microbes tests et parfois nulle, comme dans le cas des

bactéries E. faecalis, B. subtilis et L. monocytogenes.

Les deux especes A. niger et A. nidulans représentent un bon réservoir de molécules
puissantes, ayant un pouvoir comparable a celui de la colchicine sur la division cellulaire. Ces
mycoendophytes sont considérés comme une source prometteuse de produits naturels, a effet
thérapeutique antimitotique. Il est souhaitable dans I’avenir d’identifier ces métabolites et

d’investir leur effet antimitotique sur les cellules cancéreuses d’origine animale.

Nous avons conclu que les champignons endophytes sont d’excellentes sources de
nouveaux produits naturels bioactifs, avec un potentiel d’exploitation dans une grande variété de

domaines médicaux.
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L. feei est une plante utilisée en médecine traditionnelle dans le traitement de plusieurs
troubles tels que : les affections du tractus gastro-intestinal [16, 18, 26, 27, 28] et les troubles des
voies respiratoires [18, 28, 29]. Ces vertus sont attribuées essentiellement a la présence élevée de
composeés phenoliques et de flavonoides dans cette plante [34]. Elle procure diverses activités
biologiques. C’est une espéce spontanée endémique du Sahara. Aucune étude n’a déja été faite
sur la mycoflore qui lui est associé. Une caractérisation de cette derniere permettrait d’expliquer
ses propriétés médicinales, mais aussi 1’adaptation de cette plante a I’aridité du milieu dans

lequel elle vit.

Malgré les conditions climatiques trés rudes, particulierement inadéquates a la survie
spontanées des étres vivants dans la région étudiée (Oued Aghlal), L. feei (de Gir.) Batt. arrive a
y subsister et proliférer par le développement de stratégies d’adaptations spécifiques, telles

I’association aux mycoendophytes.

L. feei, objet de notre étude, a été échantillonné dans une région hyperaride caractérisee
par un stress hydrique important, suite a de faibles préecipitations annuelles, température élevée et
donc une saison seche trés longue (12 mois). Nous avons pu mettre en évidence la présence de
mycoendophytes, avec une moyenne d’infection de 73,22%. Toutes les feuilles prélevées
renferment des mycoendophytes. Cette remarquable fréquence de colonisation renforce I’idée
que pour la majorité des especes végétales, il n’existe pas de feuille de plante qui ne soit pas
colonisée par des microorganismes [137, 403] et que chaque plante des quelques 270.000
especes de plantes existantes sur terre est 1’hote d’un ou plusieurs endophytes [52, 90, 235, 404].
Les plantes ne sont pas seulement une matiere végétale, mais un assemblage complexe

d’organismes [405].

L’ensemble des especes fongiques recensées dans le présent travail a une répartition
géographique cosmopolite ou ubiquiste. Elles ont été isolées éventuellement a plusieurs reprises

chez différentes plantes dans le monde [162, 226, 406)].

L’indice de Shannon a révélé une diversité élevée chez les mycoendophytes foliaires de
L. feei. Ceci est di a différentes conditions et facteurs que subissent les feuilles et les entourent.
Les sujets de L. feei ont été échantillonnés pendant la période de pluie, ce qui favorise la
dispersion des spores fongiques partout dans cette zone (Oued Aghlal) et augmente ainsi
I’incidence d’infection par les mycoendophytes. Il est évident que la composition et la

concentration des communautés microbiennes associées aux plantes hétes changent selon
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différents variables ; la saison peut influencer la diversité et la dynamique des communautés
fongiques [140, 407], mais aussi les conditions environnementales tels les précipitations, les
vents, la température, etc...[56, 141, 142]. Elle dépend aussi de 1’habitat et la nature de la plante
héte [408]. Cette microflore fongique peut varier méme au sein des plantes a travers des
processus metaboliques spécifiques liées au génotype [409]. Soussi et al. [410] ont constaté que
ces microorganismes sont capables de faire face aux conditions climatiques des régions arides et
désertiques, en développant des stratégies convenables a 1’adaptation de la plante hote. Il est
probable que les champignons de la phyllosphere, y compris les endophytes sont plus importants
pour la vigueur de la plante hote par rapport aux champignons souterrains [181, 405]. Ceci
explique parfaitement le besoin symbiotique de cette espéce avec les mycoendophytes. Les
différentes symbioses de L. feei sont obligatoires, vu les différents stress auxquels il est

confronté.

Le nombre relativement important de taxons fongiques recenses pour L. feei dans la
région étudiée reflete également un bon état phytosanitaire de cette plante, cela peut étre di a
I’éloignement de ce site de toute action anthropique influengant la biodiversité des communautés
fongiques. Todd [231] montre qu’il existe une corrélation entre le site et les fréquences de
colonisation par des endophytes. Ceci pourra étre attribué notamment au microclimat plus

propice a la colonisation fongique [411].

La majorité des especes recensées dans la présente étude est d’origine tellurique. La
physiologie et le positionnement des feuilles de L. feei en rosette basale, prés du sol et de taille
restreinte ont contribué évidement a la colonisation fongique de cette plante. Ces constats
confirment ceux de Toofane et Dalymamode [136], qui ont montré que les feuilles les plus
fortement colonisées se trouvent plus prés du sol, ou les conditions d’humidité élevées facilitent
la pénétration et le passage des champignons a I’intérieur des tissus adjacents. En outre, la nature
pérenne de cette espece favorise également 1’accumulation de plus de taxons endophytes avec le
temps [412, 413].

D’autre part, il y a la stratégie d’échantillonnage qui influence a son tour la richesse de la
communauté endophyte qui se développe au niveau des cultures microbiennes. Généralement,
I’utilisation de petits morceaux de feuilles dévoile I’existence de plus de taxons que ceux des
grandes tailles. Puisque la variation de feuille a feuille est considérable, plusieurs parties

devraient étre prélevées [204].
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Une grande partie des isolats fongiques recensés dans cette étude appartient aux
champignons dématiés, dont la coloration foncée est attribuée probablement a la présence de la
mélanine, due a la nature écologique de cette région. En effet, Barrow et son équipe [414] ont
précisé que la fréquence élevée des structures fongiques mélanisées chez les plantes de désert est
due aux conditions climatiques variables et dures. Selon Mandyam et Jumpponen [169], les
mycoendophytes mélanisés fournissent la protection de la plante hdte contre les températures
extrémes. Malgré le fait que les mécanismes ne soient pas bien définis, ils suggerent que la
présence constante de ces mycetes, en particulier dans les régions arides, indique qu’ils jouent un
role important dans 1’écologie et I’évolution de ces écosystemes. Ces mycoendophytes foncés
améliorent aussi la nutrition hydrique et minérale de la plante, ils la protegent notamment contre
les herbivores par sécrétion des mycotoxines et des substances régulatrices de croissance en

échange de carbone issu de la photosynthese [153, 415].

Les interactions observées au niveau des cultures fongiques montrent I’existence de
plusieurs comportements allant de ’ordre synergétique a 1’antagonisme ou la compétition entre
les mycetes recensés. Bien que, I’ensemble des isolats fongiques ont été isolés au sein de la
méme plante et parfois de la méme feuille. Cela n’exclut pas le comportement antagoniste de ces
champignons. Il est clair donc que le comportement nutritionnel des mycoendophytes n’est pas
statique, mais change selon les conditions offertes et la quantité des nutriments fournie, soit au
sein de I’hdte ou bien au niveau du milieu de culture. En effet, les espéces fongiques ont présenté
une concurrence accrue contre les espéces opposées sur la nutrition offerte (PDA) dans les boites
de cultures. Les mycoendophytes basculent du mutualisme a 1’antagonisme en fonction des
conditions environnementales et peuvent méme devenir pathogénes de 1’hote selon les exigences
de vie [63, 64]. Schulz et Boyle [112], précisent que la stabilité de I’interaction asymptomatique
dépend de nombreux facteurs tels que le stress environnemental, la sénescence des hotes,

virulence de I’endophytes et de la réponse de défense de 1’hote.

A Pinverse du résultat trouvé entre les deux genres Acremonium et Fusarium qui ont
formé une corrélation positive dans les feuilles de L. feei, Yu et al. [278] ont prouvé que ’espéce
Acremonium zeae du mais, montre une activité antifongique significative contre Fusarium
Verticillioides. Cette discordance entre les deux résultats peut étre justifiée par la différence au
niveau spécifique de ’espece fongique et/ou végétale, ou bien par la nature de I’interaction avec

la plante hote.
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L’identification des mycoendophytes s’avére trés compliqué au niveau phénotypique. La
coloration, la forme et la taille des colonies changent selon les conditions qui entourent 1’espéce.
La composition du milieu de culture, la température d’incubation, I’interaction avec d’autres
espéces (synergie, antagonisme ou compétition) et la durée d’incubation sont des facteurs
influengant I’aspect des colonies fongiques (Figure n°73). Ces changements sont le résultat de la
dynamique fongique, qui exhibe une vie trés exigeante en matiére de culture. Ce méme constat a
été observé par Kusari et son équipe [416]. IIs rajoutent que la variation des conditions de culture
comme la composition des milieux, I’aération, la température, ou la forme du flacon de culture
conduit méme a la découverte de nouveaux produits naturels synthétisés par les diverses formes
de champignons. Rakotoniriana et al. [162] rapportent que les résultats de tests de double culture
indiquent clairement que les modes de distribution pourraient étre le résultat de la concurrence
ou d’autres interactions entre les champignons. Cela justifie le fait que la mycoflore au sein de la

plante hote n’est pas statique, mais change régulierement selon les conditions environnantes.

A : colonies de 3 jours d’incubation a température 27°C, B : colonie de 2 mois d’incubation a température

ambiante, C : colonie de 2 mois a température ambiante et en compétition avec Phoma herbarum.

Figure n°73 : exemple sur les différents aspects de colonies d’Aspergillus nidulans selon les

conditions de culture.

La plupart des mycoendophytes recensés dans cette étude appartient aux Deutéromycetes.
Or, La présence a la fois des deux formes anamorphe et téléeomorphe des mycoendophytes
(Aspergillus nidulans et sa forme téléomorphe Emericella nidulans, Penicillium sp et
Eupenicillium sp) qui représente les deux modes de reproduction sexuée et asexuée au niveau
foliaire de L. feei reste inexplorée. Ceci est en accord avec des études antérieures montrant que
les champignons endophytes isolés dans les régions tropicales étaient les plus souvent

Deutéromycétes (anamorphes), et tres rarement téléomorphes en culture [162]. Lehtonen et al.
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[195] signalent que la plupart des mycoendophytes perdent leur capacité de reproduction sexuée
au niveau des cultures, et la remise en forme du champignon est entiérement determinée par

I’aptitude de la plante hote.

Il est plutoét rare qu’une plante SOit colonisée par un seul type d’endophyte. En fait
habituellement la présence de divers microorganismes est observée dans les tissus végétaux, et il
est évident qu’un mycoendophyte interagit directement ou indirectement avec d’autres associés
au sein de la plante. De nombreuses études récentes apportent des preuves convaincantes que les
interactions microbiennes peuvent jouer un role majeur dans I’apparition de la production de
métabolites chez les champignons. Ces rencontres peuvent impliquer des petites molécules de

signalisation diffusibles qui peuvent déclencher autrement les voies de biosynthése [417].

Les champignons sont des producteurs prolifigues de métabolites secondaires, ils
fournissent une impressionnante production d’une importance pharmaceutique. Comme les
antibiotiques (les pénicillines, les céphalosporines, les cyclosporines et autres), qui sont
largement prescrits comme des médicaments. Notamment, les mycotoxines qui sont des dérivés
de précurseurs issus du métabolisme primaire, tels que 1’Acétyl-CoA, les acides aminés, les
phénols ou les composés terpeniques. Les mycotoxines sont des moyens de defense pour les

mycétes contre les organismes en concurrence dans le méme environnement [418].

De nombreuses recherches ont prouvé que les mycoendophytes sont une nouvelle source
potentielle de nouveaux produits naturels destinés a étre exploités dans la médecine moderne,
I’agriculture et I'industrie. Jusqu’a présent, un grand nombre de nouveaux produits naturels
possédant des activités antimicrobiennes ont été isolés a partir d’endophytes [278]. les peptides
Cyclo (Pro-Thr) et cyclo (Pro-Tyr) sont deux nouveaux constituants antibactériens produits par

le bouillon de fermentation du champignon endophyte Penicillium sp [419].

Les mycoendophytes associés aux plantes médicinales utilisées traditionnellement
pourraient étre une source importante de métabolites fonctionnels [106]. L’activité
antimicrobienne des champignons endophytes isolés de la plante médicinale L. feei a montré que
les extraits d’acétate d’éthyle avaient un effet plus prononcé que celui des extraits
méthanoliques, une différence qui s’explique par le fait que les deux solvants ont des polarités
différentes, ce qui permet d’extraire des composés différents. Nous avons conclu ainsi, que les
composants bioactifs n’ont pas été bien dissous ou en trés petite quantité, donnant peu d’effet

aux extraits méthanoliques et le plus probable est que ces métabolites bioactifs ont une polarité
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qui permet une extraction par I’acétate d’éthyle [420]. L’acétate d’éthyle reste le meilleur solvant

d’extraction métabolique pour les mycoendophytes [319, 393, 494, 395].

Une différence dans I’inhibition de la croissance des espéces microbiennes a été
enregistrée pour les extraits fongiques utilisés. Cette différence suggere la sensibilité des
différents microbes testés aux divers composants des métabolites secondaires bioactifs des
mycoendophytes étudiés. Les extraits d’acétate d’éthyle ont démontré qu’ils avaient une plus
forte activité sur les bactéries Gram+ par rapport aux bactéries Gram-, qui étaient moins
sensibles. Ceci s’adapte aux résultats obtenus par Rdji et al. [421] ; Sutjaritvorakul et al. [422] et
Zerroug [147]. Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que ces deux groupes de
microorganismes sont morphologiquement différents. Les bactéries Gram- possédent une
membrane externe qui est une membrane polysaccharide portant les composants structurels
lipopolysaccharides. Ceci rend la paroi cellulaire imperméable aux composés lipophiles,
contrairement aux bactéries Gram+, lesquelles sont plus sensibles car ils ont seulement une

couche de peptidoglycanes extérieure, qui n’est pas une barriére de perméabilité effective [423].

Les mycoendophytes sont aussi capables de produire des composés efficaces contres les
bactéries résistantes. Guanacastepene A (diterpénoides) est un exemple qui a démontré une
activité prononcee contre les souches résistantes S. aureus et E. faecalis. Il est produit par un
champignon endophyte non identifié isolé de Daphnopsis americana [424]. Han et al. [425] ont
prouvé que deux phénols produits par Penicillium sp ont une activité contre la souche MRSA
(Staphylococcus aureus résistante a la méthicilline). Les deux genres les plus dominants chez L.
feei (Aspergillus et Penicillium) sont connus pour leur activité antimicrobienne, ils constituent
les réservoirs les plus importants des antibiotiques efficaces contre un large spectre de
microorganismes pathogéne [86]. Aspergillus a déja été isolé en tend qu’endophyte et a montré
une activité contre plusieurs microorganismes pathogenes [390, 426]. Le genre Penicillium aussi
a eté isolé a partir de Acrostichum aureurm, il a été une source de peptides, qui ont permis
d’inhiber S. aureus et C. albicans [419], il a été aussi source de phénols inhibant S. aureus et
isolé de Cerbera manghas [425]. L’espéce Aspergillus nidulans produit la Stérigmatocystine et

I’ Aflatoxine. Penicillium chrysogenium produit la pénicilline [427].

Dans une étude sur I’activité antimicrobienne des feuilles de L. feei de la méme région
(Béchar), parmi les six extraits utilisés, seul I’extrait méthanolique a donné un effet inhibiteur sur

I’ensemble des microbes testés. C. albicans n’est affectée que par I’extrait méthanolique [31].
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Cela s’oppose aux résultats obtenus dans notre etude en utilisant les extraits fongiques, ou les
extraits d’acétate d’éthyle ont présenté des effets plus larges a celui des extraits méthanoliques et
méme contre C. albicans. Ceci peut étre expliqué par le fait que les métabolites produits par les
mycoendophytes sont différents & ceux produits par la plante hdte. Ce méme constat est
enregistré par Glienke et al. [428], lors d’une étude sur I’activité antimicrobienne des
champignons endophytes de plantes medicinales brésiliennes. Ces auteurs ont trouvé une nette
différence entre les métabolites secondaires antimicrobiens produits par la plante hdte avec les
produits fabriqués par les mycoendophytes étudiés. En outre, Chen et al. [272] rapporte que les
champignons endophytes pourraient produire des substances plus actives que celles de leurs
hotes.

Les mycoendophytes sont considérés donc comme un important réservoir de nouveaux
métabolites secondaires bioactifs [92, 170], produisant le plus grand nombre de métabolites
secondaires par rapport aux autre catégories de microorganismes [100], ainsi qu’une grande
diversité structurale comprenant des alcaloides, peptides, stéroides, terpénoides, quinones,
composes aliphatiques, flavonoides etc... [429]. Ces substances naturelles produites par les
champignons endophytes possédent un large spectre d’activité biologique [100], comprenant des
composeés antibiotiques, antifongiques, agents anticancereux et autres substances biologiquement
actives [92, 404]. Des scientifiques ont aussi mis en évidence la sécrétion spécifique d’une
gamme de petites molécules antibiotiques et d’enzymes qui dégradent une grande variété de
microorganismes pathogenes. Parmi elles, les oxylipines, sont des composes dérivés de
I’oxydation des acides gras polyinsaturés et responsables de la communication chez de
nombreux étres vivants. Si ces molécules ne sont pas directement impliquées dans I’inhibition de
la croissance du phytopathogéne, elles suggerent I’existence d’un langage beaucoup plus
complexe. Elles auraient donc un réle de signal dans la régulation des cascades métaboliques,
agissant comme un véritable langage moléculaire. L’inhibition de la production de mycotoxines
par les oxylipines fongiques pourrait donc conférer un avantage écologique aux champignons
endophytes, au bénéfice de la plante hote, lors de leur compétition avec les phytopathogénes
[430].

Le modéle expérimentale d’Allium cepa est 'un des meilleurs systémes d’évaluation de
I’activité antimitotique in vitro. Ce test est validé par le Programme de I’Environnement des
Nations Unies (UNEP) et le Programme International de la Sécurité Chimique (IPCS), il est utile

pour toute étude préliminaire des substances anticancéreuses [431]. En outre, les cellules
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végétales étant généralement plus grosses que les cellules animales et donc plus faciles a
observer au microscope, ne soulevant pas de problemes éthiques, facile a obtenir et peu colteux.
Ce bioessai date de 1938, avec les premiers travaux réalisés sur les cellules racinaires d’Allim

cepa en étudiant I’effet antimitotique de la colchicine [402].

Les extraits des deux espéces d’Aspergillus ont présenté un effet antimitotique
considérable sur les cellules végétales d’Allium cepa. Les indices de phases marqués au niveau
des extraits utilisés montrent que le systeme de blocage de la division cellulaire est différent a
celui de la colchicine (témoin synthétique), ce qui suggére que les métabolites issus des
mycoendophytes sont de nature distincte de la colchicine, mais qui donnent le méme effet avec
des indices mitotiques comparables. Cela ouvre la possibilité d’avoir des substances naturelles
remplacant les produits synthétiques. Il est souhaitable donc d’investir prochainement dans la

séparation et I’identification de ces molécules actives.
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Conclusion générale et perspectives

Cette étude réalisée dans la région de Oued Aghlal & Béchar a porté sur les feuilles de
Limoniastrum feei. Elles a été répartie en deux principales parties.

Dans la premiere partie qui consiste en un inventaire des champignons endophytes, nous
avons pu mettre en évidence la présence de ces derniers au niveau foliaire de cette plante. La
mise en culture a dévoilé une richesse considérable en divers taxons fongiques. Concernant la
composition générale de la trame fongique inventoriée et identifiée, elle se trouve rangée
principalement au phylum des Ascomycota, dont les genres les plus dominants sont Penicillium
et Aspergillus, Ces deux genres connus pour leurs activités antimicrobiennes représentent
ensemble 45,79% de la population fongique recensée. Plusieurs interactions de I’ordre de
domination, d’antagonisme ou de synergie ont été observées. Ces relations caracterisent les
différents groupes taxonomiques et refletent la capacite de ces mycetes a reagir devant
différentes situations et exigences de vie, par production de métabolites actifs. De part cette
diversité remarquable, les feuilles de L. feei peuvent étre considérées comme un véritable hotspot

de biodiversité microbienne.

L’association symbiotique de L. feei avec ces mycoendophytes représente un systeme
modeéle dans 1’écologie des régions sahariennes, treés contraignante a la survie des étres vivants.
Cette association explique parfaitement le réle promoteur de ces champignons au sein des
plantes, par le maintien de la santé végétale et 1’équilibre écologique au niveau de cette zone

désertique.

En deuxieme étape, nous avons investi dans le pouvoir producteur des métabolites
secondaires chez les champignons endophytes recensés, afin de tester les activités
antimicrobienne et antimitotique qui ont prouvé leur efficacité a ce niveau. Les extraits
fongiques d’acétate d’éthyle ont montré un effet antimicrobien plus large et plus élevé par
rapport aux extraits fongiques méthanoliques. Nous avons ainsi confirmé que le meilleur solvant
pour I’extraction des mycoendophytes est I’acétate d’éthyle. Les extraits d’Aspergillus nidulans
et d’Aspergillus niger ont donné des résultats trés intéressants dans I’activité antimitotique. De
ce fait, Nous avons conclu que les champignons endophytes sont d’excellentes sources de
nouvelles substances naturelles bioactives, avec un potentiel d’exploitation dans une grande

variété d’activités biologiques.
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Cette etude est une simple initiation dans le domaine, il est recommandé dans le futur de

réaliser des études plus approfondies qui visent principalement a :

- identifier davantage de mycotaxons endophytes sur L. feei, et confirmer les données

actuellement obtenues par d’autres méthodes tel que I’approche moléculaire ;

- purifier et identifier les métabolites secondaires produits par les champignons
endophytes ;

- Comparer entre les métabolites secondaires produits par les champignons endophytes et
la plante hote ;

- ¢largir le nombre d’activités biologiques testées pour les extraits fongiques ;

- essayer de comprendre et d’expliquer le mécanisme naturel de I’infection fongique au

niveau anatomique et physiologique de L. feei ;

- étudier I’interaction existant entre la plante et ces champignons et les avantages que

peuvent offrir ces derniers a leur hote ;

- il serait intéressant notamment d’évaluer les interactions endophyte-endophyte et

d’étudier plus en détail la fonction métabolite secondaire dans ces environnements complexes.
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Appendice 01 : données climatiques de Béchar

Tableau n°35. Moyennes des précipitations mensuelles moyennes dans la région de Béchar
durant la période (1995 — 2017).

Année Jan | Fév | Mar | Avl | Mai | Jin Jt | Aot | Sep | Oct | Nov | Déc | Cumul | &
S
1995 o | 3 ||| o 1] o] al 219 0]2a]| 83 |8
1996 23 | 38|53 13| 0 |4 | 4| 0] oo | 0] 2n]| 19
1997 6| 0| 7 |3 |3 |0 | o] 4| 4| 4]0 0] 7
1998 0] 9] 1o |lo|ww|o]o|o|s ]| o] 9| 4 |2
1999 11| 10] 8| o0o|o | o | o |w|[5]|7 0] 0] 110 §
2000 oo o] ols]|s| 16| 1|70 al s |B
2001 olo | o] o] 1]oflo| 3| 2]6]o0]| 4| 16
2002 o | 3|5 |w0|1]o0ofo | 1| 1]|1]1.6]|o0]| 38
2003 o |12 20| 1] 10| 8| 93|10 7
2004 o | 2| 26| 7| 1|2 |4|3]|1]13|2]| 0
2005 o | 1| 6| 0| 3|20 2|2a|2]17]|0]| 8
2006 47| 3| 1| 8 | 28] 2|0 | 0|3 ]| 28|15]| 5] 162 %
2007 4 | s | o|2| 0| o3 |1|5]|1]o0]|2] ¢ g
2008 0o |2 | 3| 0o 6| 0o | 2| 4|16 ]| 10|09 | 13
2009 52 | 15 (55 7 | o |8 | 2| 1 || 1| 4| 7| 1066
2010 6 | 22| 4| 8 |15 0|7 | 223|156 1| 1] 108
2011 2] 3 | 12103 |23 | 4]138|122|12]2] 13
2012 2 | 3 | 16| 8 | 3 | 1|7 | 15| 8|2 |14| 1| 116 §
2013 1| 1 |18] 4| 1|5 ||| 7|2]| 2] s f«_;;
2014 2] 2 22|26 |6 |12]6/|13|104]| 1| 248 %
2015 4 |19 |10 | 17| 3| 2] 9 | 18253 ]| 4] 0| 14
2016 o | 2 | 1| 1] 3|3 |5 | 13|28 10]16]|5/| 13
2017 4 o2 |2a| 6|27 |0]o0o] 1|20/ 8
Moyen | 9 | 8 | 10| 8 | 7 | 7 | 3 | 7 | 14| 13| 11| 10| 106
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Tableau n°36. Moyennes des températures mensuelles maximales dans la région de Béchar
durant la période (1995 — 2017).

Année Jan | Fév | Mar | Avl | Mai | Jin Jt | Aot | Sep | Oct | Nov | Déc | moyen | &
c

1995 17 21 21 23 33 35 40 39 34 26 23 17 27 §

1996 18 16 21 26 30 34 39 40 33 28 22 17 27

1997 16 21 23 24 31 37 41 37 33 28 23 18 28

1998 18 19 23 27 29 36 41 40 36 27 24 16 28 CZD

1999 16 17 22 29 35 39 42 41 36 30 21 17 29 §

2000 15 22 25 28 31 37 42 39 35 26 23 19 29 2]

2001 18 20 27 29 32 40 42 40 36 32 22 18 30

2002 17 22 24 26 32 38 41 39 35 29 22 19 29

2003 17 18 23 27 33 38 41 38 35 28 20 17 28

2004 18 20 23 27 28 37 40 40 34 30 19 15 28

2005 15 15 24 29 35 37 41 40 34 29 20 15 28

2006 13 17 25 29 33 37 41 40 32 30 22 15 28 gh

2007 18 21 22 25 30 38 41 39 36 28 22 16 28 g

2008 17 19 23 28 31 37 41 40 34 23 17 15 27

2009 14 18 22 24 32 37 41 40 31 29 23 19 28

2010 18 21 24 29 31 36 41 40 34 26 21 18 28

2011 17 18 20 28 30 34 39 38 35 25 19 15 27

2012 14 13 20 24 32 38 40 39 33 27 20 16 26 §

2013 16 16 22 26 30 35 39 38 33 31 20 14 27 f-;;

2014 16 18 21 29 33 35 41 40 35 29 20 15 28 %

2015 15 16 22 30 35 36 40 40 35 29 22 17 28

2016 18 20 23 30 32 38 41 39 35 30 20 15 28

2017 14 20 24 29 35 38 41 40 34 27 21 14 28

Moyen 16 19 23 27 32 37 41 39 34 28 21 16 28
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Tableau n°37. Moyennes des températures mensuelles minimales dans la région de Béchar durant
la période (1995 — 2017).

Année Jan | Fév | Mar | Avl | Mai | Jin Jt | Aot | Sep | Oct | Nov | Déc | moyen | &
c

1995 2 6 9 12 20 22 25 27 20 15 10 7 15 §

1996 7 6 11 14 18 23 26 27 20 14 8 5 15

1997 6 7 10 14 19 23 27 25 23 17 10 5 16

1998 5 7 9 14 17 24 28 27 23 14 9 2 15 CZD

1999 4 4 10 15 20 25 29 28 22 18 8 2 15 §

2000 1 5 10 14 18 24 28 26 21 13 10 5 15 g

2001 4 5 13 15 18 26 29 27 24 18 9 5 16

2002 3 5 10 14 19 26 27 27 22 16 10 7 16

2003 3 6 11 14 20 26 28 26 22 18 9 5 16

2004 4 7 10 15 16 24 28 27 22 19 8 5 15

2005 2 3 12 16 22 24 28 27 22 17 11 4 16

2006 4 7 11 17 21 23 29 27 21 17 11 5 16 g

2007 4 9 9 13 18 23 27 27 24 17 9 4 15 g

2008 4 8 11 15 19 24 29 27 22 15 8 4 16

2009 6 9 13 15 22 28 32 30 23 20 13 10 18

2010 8 12 14 20 21 25 31 30 26 19 13 9 19

2011 8 8 11 19 23 28 31 31 28 19 13 9 19

2012 6 6 13 17 25 31 33 32 27 22 15 9 20 §

2013 8 9 15 19 22 27 32 31 28 25 14 8 20 f-;;

2014 9 11 14 22 27 29 34 34 29 23 16 9 21 %

2015 8 10 15 23 27 30 34 34 29 24 16 11 22

2016 11 12 15 22 26 31 35 34 30 24 15 10 22

2017 7 13 16 22 28 32 35 35 28 22 15 9 22

Moyen 5 8 12 17 21 26 30 29 24 19 11 6 17
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Tableau n°38. Moyennes des températures mensuelles moyennes dans la région de Béchar durant
la période (1995 — 2017).

Année Jan | Fév | Mar | Avl | Mai | Jin Jt | Aot | Sep | Oct | Nov | Déc | moyen | &
c

1995 9 13 15 17 27 29 33 33 27 21 17 12 21 §

1996 12 11 16 20 24 28 32 33 27 21 15 11 21

1997 11 14 16 19 25 30 34 31 28 22 16 12 22

1998 11 13 16 21 23 30 35 33 29 20 16 9 21 %

1999 10 11 16 22 27 32 36 34 29 24 14 10 22 §

2000 8 13 17 21 25 31 35 33 28 19 16 12 22 g

2001 11 12 20 22 25 33 35 34 30 25 15 12 23

2002 10 13 17 20 26 32 34 33 29 23 16 13 22

2003 10 12 17 21 26 32 35 32 28 23 15 11 22

2004 11 13 17 21 22 30 34 34 28 25 13 10 22

2005 8 9 18 23 28 31 35 34 28 23 16 10 22

2006 8 12 18 23 27 30 34 34 27 24 16 10 22 gh

2007 11 15 15 19 24 30 34 33 30 22 16 10 22 g

2008 11 13 17 21 25 31 35 34 28 19 13 9 21

2009 10 13 18 20 27 32 36 35 27 25 18 14 23

2010 13 16 19 24 26 31 36 35 30 23 17 14 24

2011 12 13 16 23 26 31 35 35 32 22 16 12 23

2012 10 10 17 20 28 34 37 35 30 24 17 12 23 §

2013 12 13 19 23 26 31 36 34 30 28 17 11 23 f-;;

2014 13 15 18 25 30 32 37 37 32 26 18 12 25 %

2015 12 13 19 27 31 33 37 37 32 26 19 14 25

2016 14 16 19 26 29 34 38 36 32 27 18 13 25

2017 11 16 20 25 32 35 38 38 31 25 18 12 25

Moyen 11 13 17 22 26 31 35 34 29 23 16 12 23
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Appendice 02 : compositions des milieux de cultures utilisés

Oatmeal Agar (OA)

GraIN A8 TAVOINE ....evieeiiieeieieiieieite ettt ettt eae sre et sr e e sr e se e e 10g
AN .t e 159
BaU dISHIIEE. ... o s 1000 ml

Potato dextrose broth (PDB)

Pomme de terre épluchées et CouPEes. ... ..ovvuviviiiiii i e 200 g
GIUCOS . ettt e 20g
BaU dISILLEE. . ..ottt 1000 ml
Nutrient agar (NA)

POPIONE. .o e 10g
EXtrait de IeVUIe. . ....oi e 5¢g
3 L 5¢g
N2 159
Bau diStillee. ... ..o 1000 ml
pH=17,2

Mueller Hinton Agar (MH)
Infusion de viande de beeuf déshydraté...................ooooiiiiiii 2. 300 g

Hydrolysat de cas€ine.............coiuiiiiiiiiiii e e 17,5¢g
AMION de MATS. .. ..t 1,5¢g
N P 139
Eau distill@e. ... ..o 1000 ml

Sabouraud dextrose agar (SDA) + chloramphénicol

DIEXETOSE. . ettt e 40 ¢g
Peptone chapoteau. ... ... ..o 10g
N RN I5¢g
Eau distillée. .....o.uini 1000 ml
Chloramphénicol. ... .. ..o e 0,5%

pH=56
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Appendice 03 : quelques photos de I’étude expérimentale

-

Mise en herbier des Verres de thé contenant
feuilles de L. feei 10 feuilles séches de
chaque sujet L. feei

Coloration au bleu Trypan Décoloration des
des feuilles de L. feei feuilles de L. feei

Montage entre lames et lamelles
avec gélatine glycérinée des
feuilles colorées de L. feei

Figure n°74 : coloration au bleu Trypan des feuilles de L. feei.
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Effervescence des feuilles sous HCI @ Fragments de feuilles sur PDA

Emergence des isolats fonglques Incubation a température ambiante

-

Incubation des isolats fongiques a 27°C

.

Conservation de ’extrait fongique a 4°C Fermentation fongique sur PDB

Figure n°75 : stérilisation des feuilles, culture, fermentation et extraction des mycoendophytes.
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Figure n°77 : observations microscopiques de quelques champignons épiphytes chez L. feei.

Figure n°78 : développement d’une Figure n°79 : formation d’un bouchon de
galle (cécidie) chez un fragment de champagne (synergie) entre tétracycline

feuille de L. feei sur milieu PDA. et Penicillium sp2 contre S. aureus.
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Appendice 04 : pourcentage de colonisation fongique chez L. feei.

Tableau n°39. Fréquences de colonisation (FC%) des mycoendophytes par boite de culture

(feuille) dans les 23 sujets de L. feei.

FC % BO1 B02 BO3 BO4 B05 BO6 BO7 BO8 B09 B10 | moyen
Sujet 01 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Sujet 02 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Sujet 03 100 80 100 100 80 100 100 100 100 100 96
Sujet 04 100 100 80 100 80 100 100 100 100 80 94
Sujet 05 100 100 100 60 100 100 80 60 80 20 80
Sujet 06 100 100 100 100 60 40 100 60 0 100 76
Sujet 07 20 0 60 40 0 20 80 80 80 80 46
Sujet 08 60 80 60 40 0 0 100 20 60 80 50
Sujet 09 40 80 60 0 60 0 60 0 60 20 38
Sujet 10 60 40 60 0 0 80 0 0 100 60 40
Sujet 11 80 100 80 80 60 100 0 80 40 60 68
Sujet 12 80 60 40 80 80 60 100 100 80 60 74
Sujet 13 100 80 20 40 0 60 100 0 80 60 54
Sujet 14 20 60 40 100 100 0 60 100 100 40 62
Sujet 15 60 60 20 100 0 80 100 60 100 0 58
Sujet 16 80 100 100 100 100 60 60 20 0 0 62
Sujet 17 80 40 100 0 40 80 60 60 100 100 66
Sujet 18 80 100 100 100 80 100 100 40 100 80 88
Sujet 19 80 100 100 80 100 100 60 100 100 80 90
Sujet 20 80 100 100 60 60 100 80 80 100 80 84
Sujet 21 80 100 100 100 80 60 80 100 80 40 82
Sujet 22 100 100 80 100 100 100 100 80 60 100 92
Sujet 23 80 60 100 100 100 80 80 100 40 100 84
moyenne | 77,39 | 80,00 | 78,26 | 73,04 | 64,35 | 70,43 | 78,26 | 66,96 | 76,52 | 66,96 | 73,22
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Appendice 05 : analyses statistiques (anova)

Feuille de calcul statistique (anova) des fréquences de colonisation fongique (FC%) chez L. feei.

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba
sujets 22,00 81579,13 3708,14 5,00 0,00

Var.résiduelle 207,00 153440,00 741,26

Total 229,00 235019,13
Moy.génerale E.T.R CVen%
73,22 27,23 37,19

Feuille de calcul statistique (anova) des indices de diversité fongique (H') chez L. feei.

Tableau d’analyse de variance

ddi sC CM F Proba
sujets 22.00 472 0,21 1,19 0,26
Var.résiduelle 207.00 37,32 0,18
Total 22900 42,04
Moy.générale E-T.R CVen%
057 0,42 74,24

Feuille de calcul statistique (anova) globale des indices mitotiques (extraits fongiques, colchicine

et témoin négatif).

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba
sujets 10,00 7469,68 74697 76,58 0,00
Var.residuelle 4400 429,20 9,75
Total 54,00 789888
Moy.générale ET.R CVen%

38,72 3,12 8,07
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Feuille de calcul statistique (anova) des indices mitotiques (extraits fongiques et colchicine).

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba

sujets 1,00 722 722 0,49 0,50

Var.résiduelle 8.00 117,80 14,73

Total 9,00 12503

Moy.génerale E.T.R CVen%
36,65 3,84 10,47

Feuille de calcul statistique (anova) des indices mitotiques (extraits fongiques et témoin négatif).

Tableau d’analyse de variance

dd sC CM F Proba
sujets 1,00 380250 380250  1346,02 0,00
Var.résiduelle 8.00 22.60 2,83
Total 9,00  3825,10
Moy.générale E-T.R CVen%
55,30 1,68 3,04

Feuille de calcul statistique (anova) des indices mitotiques (colchicine et témoin négatif).

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba

sujets 1,00 347823 347823 248,89 0,00

Var.residuelle 8.00 111,80 13,98

Total 9,00 359003

Moy.générale ET.R CVen%
56,15 3,74 6,66
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Feuille de calcul statistique (anova) des diamétres d’inhibition (extraits d’acétate d’éthyle,
extraits méthanoliques et antibiotiques synthétiques) chez E. coli.

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba
Sujets 29,00 5888,00 203,03 160,29 0,00
Var.résiduelle 60,00 76,00 1,27
Total 89,00 5964,00
Moy.géneérale E.T.R CVen%
10,33 1,13 10,89

Feuille de calcul statistique (anova) des diamétres d’inhibition (extraits d’acétate d’éthyle,

extraits méthanoliques et antibiotiques synthétiques) chez S. aureus.

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba
Sujets 29,00 6540,90 225,55 151,21 0,00
Var.résiduelle 60,00 89,50 1,49
Total 89,00 6630,40
Moy.générale ET.R CVen%
12,30 1,22 9,93

Feuille de calcul statistique (anova) des diamétres d’inhibition (extraits d’acétate d’éthyle,

extraits méthanoliques et antibiotiques synthétiques) chez P. aeruginosa.

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba
Sujets 29,00  2993,60 103,23 217,32 0,00
Var.résiduelle 60,00 28,50 0,48
Total 89,00 3022,10
Moy.générale E.T.R CVen%

3,73 0,69 18,46
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Feuille de calcul statistique (anova) des diamétres d’inhibition (extraits d’acétate d’éthyle,
extraits méthanoliques et antibiotiques synthétiques) chez E. faecalis.

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba
Sujets 29,00  3356,40 115,74 201,28 0,00
Var.résiduelle 60,00 34,50 0,58
Total 89,00  3390,90
Moy.géneérale E.T.R CVen%
3,20 0,76 23,70

Feuille de calcul statistique (anova) des diamétres d’inhibition (extraits d’acétate d’éthyle,

extraits méthanoliques et antibiotiques synthétiques) chez B. subtilis.

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba
Sujets 29,00 6200,90 213,82 153,65 0,00
Var.résiduelle 60,00 83,50 1,39
Total 89,00 6284,40
Moy.générale ET.R CVen%
7,97 1,18 14,81

Feuille de calcul statistique (anova) des diamétres d’inhibition (extraits d’acétate d’éthyle,

extraits méthanoliques et antibiotiques synthétiques) chez K. pneumoniae.

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba
Sujets 29,00 6580,10 226,90 149,60 0,00
Var.résiduelle 60,00 91,00 1,52
Total 89,00 6671,10
Moy.générale E.T.R CVen%

8,77 1,23 14,05
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Feuille de calcul statistique (anova) des diamétres d’inhibition (extraits d’acétate d’éthyle,
extraits méthanoliques et antibiotiques synthétiques) chez S. typhi.

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba
Sujets 29,00  3245,60 111,92 258,27 0,00
Var.résiduelle 60,00 26,00 0,43
Total 89,00 3271,60
Moy.géneérale E.T.R CVen%
3,73 0,66 17,63

Feuille de calcul statistique (anova) des diamétres d’inhibition (extraits d’acétate d’éthyle,

extraits méthanoliques et antibiotiques synthétiques) chez L. monocytogenes.

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba
Sujets 29,00  4478,00 154,41 487,62 0,00
Var.résiduelle 60,00 19,00 0,32
Total 89,00  4497,00
Moy.générale ET.R CVen%
4,67 0,56 12,06

Feuille de calcul statistique (anova) des diamétres d’inhibition (extraits d’acétate d’éthyle,

extraits méthanoliques et antibiotiques synthétiques) chez MRSA.

Tableau d’analyse de variance

ddl SC CM F Proba
Sujets 29,00 5181,60 178,68 217,54 0,00
Var.résiduelle 60,00 49,28 0,82
Total 89,00 5230,88
Moy.générale E.T.R CVen%

8,60 0,91 10,54




