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Extraction et identification des métabolites secondaires des
champignons endophytes Beauveria bassiana, Clonostachys rosea et

Phomopsis

Résumé

La présente étude s’intéresse a I’extraction et 1’identification des métabolites
secondaires a partir de cing champignons endophytes qui sont connus par la synthése
de certains enzymes présentant un intérét agrobiotechnologique. L’activité
antagoniste des extraits de ces souches a ¢ét¢ évaluée a 1’encontre de deux
champignons phytopathogenes responsables du flétrissement vasculaire sur deux
plantes économiquement importantes (tomate et palmier dattier). Les tests qualitatifs
des enzymes extracellulaires produites par les champignons endophytes Beauveria
bassiana (Sn182), Phomopsis (C141), et les trois souches de Clonostachys rosea
{G133, C318 (1), C318 (2)} ont montré que toutes les souches (100%) produisent de
la chitinase et de la phosphatase. 80 % des souches testées ont une activité
protéolytique a I’exception de G133. Seul la souche B. bassiana a la capacité de
produire la lipase et I’estérase, alors qu'aucune souche n’a pu produire 1’amylase ni la
pectinase.

L’analyse par chromatographie sur couche mince de I’extrait d’acétate
d’¢éthyle de B. bassiana indique que les phases mobiles utilisées (acétone, eau,
toluéne, acide acitique glacial) et (acétate d’éthyl métahnol) ne permettent pas la
séparation des différents composés décrits dans la littérature contenus dans 1’extrait de
B.bassiana. Cette analyse a montré également que cette souche ne produise pas les
deux standards testés : I’ampicilline et le kétoconazole.

Les extraits obtenus par I’extraction a 1’acétate d’éthyle et le chloroforme des

cing endophytes testés sur deux champignons phytopathogénes par la méthode de
diffusion sur disque, ont montré des zones d’inhibition variant de 0 a 19 mm pour les
extraits d’acétate d’éthyle, et de 0 a 13 mm pour les extraits chloroformiques. Ces
variations dépendent des extraits testés et des pathogénes étudiés.

Les résultats montrent la présence de métabolites intéressantes, qui peuvent
étre de nature peptidique (enzymes) et qui joue un rble important dans la lutte
biologique mais ils restent toujours préliminaires.

Mots clés : Activité enzymatique, chromatographie, activité antagoniste, molécules
bioactifs, antibiose.



Extraction and identification of secondary metabolites of Beauveria

bassiana, Clonostachys rosea and Phomopsis

Abstract

The present study focuses on the extraction and the identification of secondary
metabolites from five endophytic fungi that are known to synthesize certain enzymes
of biotechnological interest. The antagonistic activity of the extracts of these strains
was evaluated in the presence of two phytopathogenic fungi responsible for vascular
wilting on two economically important plants (tomato and date palm). Qualitative
tests of the extracellular enzymes produced by endophytic fungi Beauveria bassiana
(Sn182), Phomopsis (C141), and the three strains of Clonostachys rosea { G133,
C318 (1), C318 (2) } showed that all strains (100 %) produce chitinase and
phosphatase. 80% of strains tested have proteolytic activity except for G133. Only B.
bassiana had the ability to produce lipase and esterase, whereas no strain could

produce amylase or pectinase.

Analysis by thin layer chromatography of ethyl acetate extract of B. bassiana
indicates that the mobile phases used (acetone, water, toluene, glacial acitic acid) and
(ethyl metahnol acetate) do not allow the separation of different compounds described
in the literature contained in B.bassiana extract. This analysis also showed that this
strain does not produce the two standards tested: ampicillin and ketoconazole.

The extracts obtained by extraction with ethyl acetate and chloroform of the
five endophytes tested on two phytopathogenic fungi by the disk diffusion method,
showed zones of inhibition varying from 0 to 19 mm for the extracts of ethyl acetate,
and from 0 to 13 mm for the chloroform extracts. These variations depend on the
extracts tested and the pathogens studied.

These results remain preliminary and show the presence of interesting metabolites,
which may be of amino acids or proteins (enzymes) nature and which plays an important role
in biological control.

Key words: enzymatic activity, chromatography, antagonistic activity, bioactive

molecules, antibiose
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Introduction

Introduction

L’émergence de nouvelles maladies, le développement de résistances aux
médicaments, et I’augmentation de I’incidence des infections fongiques, ainsi que les
risques de toxicité associé a I’utilisation excessive des médicaments, des antibiotiques
de synthese et des produits agrochimiques, pousse les chercheurs a explorer
différentes sources naturelles en particulier les métabolites secondaires afin d’obtenir
de nouveaux molécules bioactives qui seraient efficaces, possédant une faibles

toxicité et ayant un impact mineur sur I’environnement.

La plupart des molécules bioactives sont secrétés par des microorganismes y compris
les bactéries et les champignons. Les microorganismes endophytes ont recu une attention
considérable au cours des derniéres années, a cause de leurs capacités de stimuler la
croissance de leur plante hote et d’augmenter sa tolérance contre la sécheresse, la chaleur, la
salinité et la toxicité contre les métaux. IlIs ont également un réle dans la protection d’hote
contre les insectes, les parasites et les herbivores (Selim et al., 2012). Les métabolites
secondaires sont de petites biomolécules qui ont un réle essentiel dans la défense de
I’organisme producteur. Ils I’apportent des avantages en termes de survie de diverses
manicres, en améliorant la disponibilité des éléments nutritifs sous forme d’agents
chélateurs tels que les sidérophores, en protégeant contre les agents de stress
environnementaux, par exemple les pigments et les osmoprotecteurs. Ils renforcent
également les interactions compétitives avec d'autres organismes par la sécrétion des
antibiotiques, des diverses molécules de signalisation, ou en agissant comme un
mécanisme de défense métabolique par la production des alcaloides, des terpénoides,
des peptides non ribosomiques et des polycétides (Breitling et al., 2013).

Cette protection est également associée a des différentes enzymes
extracellulaires y compris la chitinase, la phosphatase, la protéase, 1’estérase, la lipase,
I’amylase et la pectinase et ¢galement a des composés biologiquement actifs isolés
particulierement a partir de ces champignons endophytes. Grace aux progrés de la
biotechnologie I’extraction, la séparation et 1’identification de ces composés bioactifs
sont devenues possible, et ce par I’utilisation de différentes méthodes analytiques plus
particulierement la chromatographie sur couche mince et ’HPLC (Bhagobaty et joshi,
2011).



Introduction

Les champignons endophytes sont isolés a partir de plusieurs plantes des
régions tropicales, subtropicales et tempérés. Parmi ces endophytes on s’intéresse aux
champignons telluriques isolés par Mohamed Mahmoud (2017) a partir des racines de
palmier dattier d’Alicante Espagne et plus particuliérement a Beauveria bassiana,
Clonostachys rosea et Phomopsis qui ont montré un effet positif dans le biocontrdle
de flétrissement vasculaire de palmier dattier causé par Fusarium oxysporum f.sp
albedinis et la fusariose de la tomate causé par Fusarium oxysporum f.sp lycopercici.
Afin de determiner la nature des métabolites secondaires secrétés au cours de cette

activité antagoniste, le présent travail a été réalisé.

L’objectif de cette étude est basé sur 1’évaluation de 1’activité enzymatique
des souches de Beauveria bassiana, de Clonostachys rosea et de Phomopsis sp.
L’extraction et la séparation des métabolites secondaires de ces champignons ont été
également réalisées suivie par une évaluation de leurs activités antagonistes par

I’utilisation de la méthode de diffusion sur gélose des extraits obtenus.
Les étapes que nous avons effectuées dans ce cadre de recherche sont

= La mise en évidence des activités chitinasiques, phosphatasiques,
pectinasiques, amylolitiques, protéolytique, lipasiques et estérasiques des

souches fongiques sur différents milieux géloseés.

= [’extraction des métabolites secondaires des souches testées par 1’utilisation

de deux solvants : le chloroforme et 1’acétate d’¢thyle.

= L’analyse d’extrait brut de [D’acétate d’éthyle de B. bassiana par

chromatographie sur couche mince.

= L’évaluation de ’activité antagoniste in vitro des deux extraits de toutes les
souches fongiques par la méthode de diffusion sur gélose contre deux agents

pathogénes de flétrissement vasculaire.
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Les produits naturels restent les sources principales de découverte des
molécules médicamenteuses nouvelles et potentielles. Un grand nombre de plantes, de
sources microbiennes et marines ont été testées pour la production de composés
bioactifs. Les progres de la biotechnologie permettent de découvrir de nouveaux
métabolites secondaires, plus particulierement les antibiotiques qui devraient étre axés

sur les microorganismes endophytes isolés des plantes (Firakova et al., 2007).

Les metabolites secondaires sont des molécules organiques de faible masse
moléculaire avec des structures inhabituelles (Tiwari et Rana, 2015). Contrairement
aux métabolites primaires qui sont impliqués aux fonctions vitales d’un organisme,
les métabolites secondaires ne participent pas a la croissance et au développement
normal d'un organisme. lls ont souvent un réle important dans la défense (Costa et al.,
2012). Bien que les métabolites secondaires soient dérivés du metabolisme primaire,
ils ne constituent pas le squelette moléculaire de base de I'organisme. Leur absence
n'entraine pas la mort immédiate, mais plutdt une altération a long terme de la
capacité de survie, de la fécondité de I'organisme, ou peut-étre aucun changement
significatif (Tiwari et Rana, 2015).

Ces composés possédent des propriétés antimicrobiennes, antioxydantes,
anticancéreuses, antitumoraux, antidiabétiques, inhibiteurs du cholestérol,
immunosuppresseurs, anti-inflammatoires, insecticides et antiparasitaires (Crozet et
Canard, 2016). Ils ont une importance dans le domaine pharmaceutique, dans la
biomédecine, en agrochimie, et en agriculture (Huang et al., 2007 ; Tétard-Jones et
Edwards 2016). Ils ont également un intérét dans les domaines de la chimiothérapie,
de la phytopathologie, de la conservation des aliments, de la médecine vétérinaire, de
la biochimie et de la biologie moléculaire (Awad et al., 2012).
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1. Les métabolites secondaires

1.1.Biosyntheése

Le métabolisme secondaire se produit généralement a la derniére phase de

croissance (phase stationnaire) des microorganismes producteurs (Ruiz et al., 2010).

La biosynthése des métabolites secondaires commence lorsque certains des
nutriments contenus dans le milieu de croissance des micro-organismes sont épuiseés.
Les limitations de ces nutriments entrainent l'accumulation des métabolites
secondaires et la libération par les inducteurs d'enzymes des genes nécessaires a la

synthése des métabolites secondaires (Purwestri et al., 2016).

Les complexes enzymatiques tels que les polykétides synthases (PKS) et les
peptides synthases non ribosomales (NRPS) jouent un réle important dans le
métabolisme secondaire de nombreux microorganismes. Ces enzymes modulaires
utilisent des précurseurs relativement simples pour produire une variété remarquable
de composés différents pouvant avoir des activités pharmacologiques intéressantes
(Joyce et al., 2011).

La Figure 1 donne un apercu du métabolisme central et de la maniere dont il
fournit les précurseurs de la synthése de nombreux composés. L'épine dorsale du
diagramme représente la voie centrale de production d'énergie, dans laquelle les
sucres sont decomposés via la voie Embden-Meyerhof (EM) (glycolyse) et le cycle de
I'acide tricarboxylique (TCA). De nombreux intermédiaires peuvent étre utilisés pour
produire d'autres métabolites essentiels ou pour la synthese d'un large éventail de
métabolites secondaires spécialisés. Bien que les champignons puissent obtenir de
I’énergie en oxydant une large gamme de composés, il convient de commencer par

envisager la croissance d’un champignon sur un sucre simple, tel que le glucose

(Deacon, 2005).
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Figure 1. Apercu des voies métaboliques centrales des champignons, montrant comment la voie
de production d'énergie principale (voie Embden — Meyerhof et cycle de I'acide tricarboxylique)
fournit les précurseurs de la biosynthese de divers produits métaboliques (boites colorées en
rose). Seuls certains des intermediaires de la voie métabolique centrale sont indiqués. Notez que
les métabolites secondaires (notamment les pénicillines et les mycotoxines) sont produits a
partir de divers précurseurs, mais principalement a partir de I’acétyl coenzyme A (Deacon,

2005).
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1.2.Classification

Les métabolites fongiques sont divers, y compris ceux associés a la synthése
des protéines et a la respiration. Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et
fréqguemment définis chimiquement. Certains d'entre eux sont des déchets, alors que
d'autres tels que les pigments, les toxines et les antibiotiques ont clairement des
fonctions biologiques. En raison de leurs propriétés synthétiques, les champignons
sont utilisés dans I'industrie pour la production d'alcool, d'acide citrique et d'autres
acides organiques, d'enzymes diverses, et de la riboflavine (Kirk et al., 2008). Les
composés isolés a partir des champignons appartiennent a différents groupes
structurels : alcaloides, terpénoides, peptides non ribosomique, polycétides, stéroides,
xanthones, chinones, phénols, isocoumarines, benzopyranones, tétralones,
cytochalasines et enniatines (Schulz et al., 2002). Les phénylpropanoides et lignanes,
les composés aliphatiques, les lactones et les métabolites miscellaneous sont

¢galement d’autres groupes structurelles (Zhang et al., 2006).

1.2.1. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés chimiques naturels contenant des atomes
d'azote basiques. Ce sont des métabolites secondaires assez fréquents chez les
champignons et certains d'entre eux ont montré une activité antimicrobienne (Souza et
al., 2004), antifongique, antitumoraux (Yu et al., 2010). lls ont également une activité
pharmacologique significative et sont majoritairement dérivés des acides aminés. lls
proviennent du métabolisme de 1’ornithine, de la lysine, de la phénylalanine, de la
tyrosine, du tryptophane, de I’arginine, de la proline, de I’acide anthranilique et de

I’histidine. Les alcaloides sont classés en 3 groupes (Crozet et Canard, 2016) :

e Lesalcaloides vrais (Figure 2, I).
e Les pseudo-alcaloides (Figure 2, 11).

e Les proto-alcaloides (Figure 2, 11I).

L’une des voies de synthése principale des métabolites secondaires des
champignons est celle qui vise a produire des alcaloides vrais (alcaloides indoliques).
Cette voie permet aux champignons, a partir du tryptophane, de produire les

molécules d’intérét thérapeutique majeur qui sont par exemple la vinblastine et la
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vincristine (deux puissants anticancéreux) ou encore de produire des composés

toxiques pour les animaux (dérivés de I’ergot, toxique pour le bétail) (Zhanga, 2012).

1.2.2. Terpénoides

Les principaux terpénoides isolés a partir des champignons sont: les
sesquiterpenes, les diterpénes et les triterpénes (Yu et al., 2010). Au cours de la
période 2006-2010, 65 sesquiterpénes, 45 diterpénes, 5 monoterpénes et 12 autres
terpénes, représentant 127 terpénoides, ont été isolés des champignons et ont tous une
activité biologique telle qu’antimicrobienne, anticancéreuse et antiprotozoaire (Souza
etal., 2004).

Parmi les terpénoides remarquables produits par les champignons (Figure 2,
IV): les dérivées de D’acide gibbérellique produites notamment par 1’espece
Aspergillus fumigatus (Khan et al., 2011). Ces composés sont regroupés sous le terme
de gibbérellines. Ce sont des phytohormones qui provoquent une élongation cellulaire
au niveau de I’entre noeud, une croissance des tiges, des pousses et des fruits et
induisent la germination ainsi que la floraison des plantes. lls sont utilisés pour

augmenter la taille des fruits et leur teneur en sucre (Crozet et Canard, 2016).

1.2.3. Peptides non ribosomiques
Les peptides non ribosomiques sont des métabolites secondaires que 1’on

retrouve chez les bactéries et les champignons. Ils sont synthétisés par des NRPS
(Non Ribosomal Peptid Synthase) qui sont des grands complexes enzymatiques multi-
domaines (Tambadou, 2014). De nombreux peptides non ribosomiques produits par
les champignons présentaient des activités antimicrobiennes, telle que la
leucinostatine A produite par Acremonium sp. Ils ont aussi un intérét pharmaceutique
comme la cryptocandine A (antimycosique) décrite chez Cryptosporiopsis quercina
(Figure 2, V) (Strobel et al., 1999b).
1.2.4. Polycetides

Les polycétides (ou polyacétates) forment une classe des métabolites
secondaires que I’on retrouve chez les bactéries, les plantes et les champignons. Dans
ces derniers les polycétides sont synthétisés par des polycétides synthases de type I.
Leurs structures et leurs fonctions sont trés diverses, dont beaucoup possédent des
activités pharmacologiques. Certains d’entre eux, comme par exemple la lovastatine

(Figure 2, VI), la codinaeopsine et I’acide cytosporique ont une activité thérapeutique
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(Keller et al., 2005 ; Raghunath et al., 2012 ; Crozet et Canard, 2016). Activités
pharmacologiques. Certains d’entre eux, comme par exemple la lovastatine (Figure 2,
VI), la codinaeopsine et 1’acide cytosporique ont une activité thérapeutique (Keller et

al., 2005 ; Raghunath et al., 2012 ; Crozet et Canard, 2016).
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Figure 2. Quelques exemples de classes des champignons. | : Usambaeensine
(alcaloide vrai) (Aniszewski, 2015), Il : Pinidine (pseudo-alcaloide) (Aniszewski,

2015), 111 : Mescaline (proto-alcaloide) (Aniszewski, 2015), IV : Terpenoide (Shulz et
al.,, 2002), V : Cryptocandine A (peptide) (Ratnaweera et de Sila ,2017), VI :
Lovastatine (polycétide) (Parthasarathy et Sathiyabama, 2015).
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1.3.R0les des métabolites secondaires

Les bactéries et les champignons associés aux plantes (Tableau 1) produisent

des substances a utilisation potentielle en médecine, en agriculture ou encore en

industrie.

Ces composés ont

des activités antibactériennes,

antifongiques,

anticancéreuses, antimigraineuses, antibiotiques, antidépresseurs, antidiabétiques,

anti-inflammatoires,

oxydantes.

Tableau 1. Certains métabolites bioactifs isolés des bactéries et des champignons

associes aux plantes.

Immunosuppresseurs,

antimycosiques,

antivirales et anti-

Endophytes Plantes hotes Meétabolites Activités Références
bioactifs biologiques
Serratia Rhyncholacis Oocydine A Antifongique (Saliba,
Marcescens Penicillata 2015)
Pseudomonas Lactuca saliva Ecomycine B.C Antifongique (Miller et
virififlava EB273 al., 1998)
Pseudomonas Nicotiana Pseudomycins A, Antifongique (Harisson
syringae benthamiana B,C,D et al.,1991)
Streptomyces sp. HK | Kannedelia Xiamycin B Antibactérienne (Ding et
10595 candel Indosespine al., 2011)
Sespenine
Streptomyces Kennedia Munumbicines Antibactérienne (Saliba,
NRRL 30562 Nigriscans Munumbicidi D Anti malarial 2015)
Bacillus Scutellaria Surfactine Antibactérienne (Saliba,
Amyloliquefaciens baicalensis Fengycine Antifongique 2015)
Georgi
Stemphylium Mentha pulegium | Alterporriol N et E | Antibactérienne (Debbab et
globuliferanuman al., 2009)
Neurospora crassa Camptotheca Camptothecin Anticancéreuse (Rehman et
acuminata al., 2008)
Chaetomium sp Salvia officinalis | Cochliodinol Anticancéreuse (Debbab et
Isocochliodinol al., 2009)
Chaetomium Polysiphonia Chaetopyranin Antioxydante (Khiralla et
globosum urceolata Cytotoxique al., 2017)
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Tableau 1. Certains métabolites bioactifs isolés des bactéries et des champignons

associes aux plantes (suite)

Alternairia sp. Polygonum Alternariol Anticancéreuse (Aly et al.,
senegalense Alternusin 2008)
Alternaria sp. Trixis vauthieri Altenusin Antifongique (Cotaetal.,
Antiparasite 2008)
Aspergillus clavatus | Taxus mairei Brefeldin A Anticancéreuse (Khiralla et
al., 2017)
Trichoderma spp. Trichosporiella Trichodin Antibactérienne (Patil et al.,
species 2016)
Xylaria sp. Piper aduncum Phomenone Antifongique (Silva et
al., 2010)
Acremonium zaea Zea mays Pyrrocidines A et B | Antifongique (Wicklow
etal.,
2005)
Paecilomyces sp. Taxus mairei Brefeldin A Antivirale (Wang et
Aspergillus clavatus | Torreya grandis Antibactérienne al., 2007)
Antifongique
Antinématode
Cephalosporium sp. | Sinarundinaria 4,6- dihydroxyl- 5- | Antioxydante (Huang et
nitida methoxy -7- al., 2012)
methylphthalide
Microsphaeropsis Pilgerodendron Graphislactone A Antioxydante (Hormazab
olivacea uviferum aletal.,
Cephalosporium sp. | Trachelospermum 2005)
jasminoides
Edenia sp. Petrea volubilis Palmarumycin Anti-leishmanial (Martinez-
CP17 Luisetal.,
Palmarumycin 2008)
CP18
Nodulisporium sp. Juniperus cedrus | Nodulisporins A-C | Antifongique (Khiralla et
Erica arborea Nodulisporins D-F | Antibactérienne al., 2017)

Antialgique
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Tableau 1. Certains métabolites bioactifs isolés des bactéries et des champignons

associes aux plantes (suite)

Acremonium sp. Taxus baccata Leucinostatin A Anticancéreuse (Khiralla et
Antifongigque al., 2017)

Fusarium Tripterygium Subglutinol A Immunosupressive (Limetal.,

subglutinans wilfordii 2015)

Fusarium solani Cajanus cajan Acide Antioxydante (Zhao et

F. oxysporum cajaninstilbene Antiinflammatoire al., 2012)

F.proliferatum

Analgeésique
Hypotriglycerimique
Hypoglycemique

Diaporthe Laguncularia 3- Antibactérienne (Sebastiane
phaseolorum racemosa Hydroxypropionic setal.,
acid 2012)
Phomopsis sp Laurus azorica Cycloepoxylactone | Antifongique (Khiralla et
Cycloepoxytriol B | Antibactérienne al., 2017)
Phomopsis spp. Excoecaria Phomopsin A Anticancéreuse (Patil et al.,
agallocha 2016)
Phomopsis cassiae Cassia speciabilis | 3,12- Antifongique (Silva et
Dihydroxycadalene al., 2006)
Beauveria bassiana | sol Beauvericin insecticide (keswani et
antibiotique al., 2015)
cytotoxique
Clonostachys rosea | sol Peptaibols Antibactérienne (Lorito et
Gliotoxine Antifongique al., 2010)
Viridine

1.4. Techniques analytiques des métabolites secondaires

L’analyse des métabolites secondaires principalement celle des antibiotiques

s’effectue selon différentes techniques chromatographiques, par exemple :

la

chromatographie sur couche mince (CCM), la chromatographie a haute performance
(HPLC), la chromatographie en phase gazeuse (GC), le résonance magnétique
nucléaire (RMN) et la spectrométrie de masse (MS). Ces méthodologies impliquent
I’extraction liquide-liquide par 1’utilisation d’un solvant organique a partir des milieux
liquides des cultures fongiques. Différents solvants, seuls ou en combinaison, ont été
utilisés pour I'extraction en fonction de la solubilité du métabolite souhaité. L'acétate
d'éthyle, le chloforme, le méthanol, le dichlorométhane, I'nexane, I'éthanol sont les
solvants les plus couramment utilisés pour extraire les métabolites du bouillon de
culture et étre finalement séchés par évaporation. Le choix du solvant pour I'extraction
dépend principalement de la solubilité du composant que l'on souhaite extraire.
(Madhusudhan et al., 2015).

11
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La technique analytique la plus utilisée pour la séparation des métabolites
secondaires des champignons est la chromatographie sur couche mince (Bhagobaty et
joshi, 2011). Elle est définie comme étant une technique biophysique importante,
rapide, sensible et peu colteuse qui ne nécessite que quelques microgrammes
d’échantillons pour une analyse réussie. Elle est couramment utilisée pour déterminer
le nombre de composants dans un mélange, vérifier l'identité et la pureté d'un
compose, surveiller I'évolution d'une réaction, déterminer la composition de solvant
pour les séparations préparatives, et analyser les fractions obtenues par
chromatographie sur colonne. Comme toutes les formes de chromatographie, la CCM
implique un équilibre dynamique et rapide des molécules entre les deux phases (phase
mobile et phase stationnaire). Cet équilibre des forces intermoléculaires détermine la
position d'équilibre et donc la capacité du solvant a déplacer le soluté vers le haut de
la plaque. Cet équilibre dépend de la polarité du matériel de CCM, (2) de la polarité
du solvant de développement et (3) de la polarité de la ou des molécules d'échantillon
(Cai, 2014).

Les composés biologiquement actifs isolés particulierement a partir des
microorganismes ont recu une attention considerable au cours de ces dernieres années
en raison de leurs différentes propriétés appliquées dans divers domaines. Cette
importance est due aux microorganismes producteurs principalement aux
champignons endophytes ou leur capacité & augmenter la croissance et la tolérance
des plantes et les protéger contre les stress biotiques et abiotiques a été constatée
(Chapla et al., 2014).

2. Genéralités sur les champignons endophytes

Littéralement, le mot endophyte signifie «dans la plante» (endon, Dans ;
phyton, plante) (Schulz et Boyle, 2005). Ce terme a été inventé par Anton de Bary
(1866) pour faire référence a tout organisme présent dans les tissus végétaux, distinct
des épiphytes vivants a la surface des plantes (Moricca et Ragazzi, 2008). La
définition la plus couramment utilisée pour décrire les endophytes est celle de Petrini
(1991) qui définit les endophytes comme étant tous les microorganismes vivant dans
les organes végétaux internes a un certain moment de leurs vies et peuvent coloniser

les tissus végétaux internes sans causer de dommages apparents chez 1’hote (Hyde et
Soytong, 2008).

12
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Vu I’importance de ces microorganismes, cet aspect a attiré 1’attention de
plusieurs chercheurs sur ce sujet, qui ont abouti a la constitution d’un groupe de
recherche nommé ‘Endophytes in Biotechnology and Agriculture, affili¢ a Ia
coopération européenne en science et technologie (European Cooperation on Science
and Techonology) (COST action) (WWW.endophytes.eu). Ce groupe de chercheurs

définit les endophytes comme des organismes et des nano-organismes, les bactéries et
les champignons endophytes qui vivent dans les plantes d’une manicre inter ou
intracellulaire en interagissant biochimiquement et génétiquement avec 1’hdte, sans
induire de symptomes de pathogénicité. Cette définition élargie rapporte les fonctions
principales de ces microorganismes, notamment, la promotion de la croissance et la
défense par synthese des phytohormones, de biosurfactants, d’enzymes ou des
précurseurs de métabolites secondaires des vegétaux (WWW.endophytes.eu).

2.1.Diversitée des champignons endophytes

Les champignons endophytes représentent un groupe extrémement diversifié
(Zabalgogeazcoa, 2008), la plupart d’entre eux appartiennent a I’embranchement des
Ascomycota. Cependant, certains appartiennent a d’autres taxons tels que les
Deuteromycota, Basidiomycota, Zygomycota et Oomycota (Saar et al., 2001 ; Sun et
Guo, 2012). Leur diversité a été estimée a 1,5 millions d’espéces sur Terre (Sun et
Guo, 2012). En outre, plus de 90% d’especes de champignons endophytes ne sont pas
décrites (Shipunov et al., 2008). Huang et al. (2008) ont décrit seulement 80.000 a
100.000 especes.

Les champignons endophytes ont été trouvés chez presque toutes les especes
de plantes examinées a ce jour (Hyde et Soytong, 2008). Chacune de ces plantes
existantes sur terre hébergerait au moins une, a plusieurs centaines d'endophytes
(Strobel et Daisy, 2003). lls ont été isolés a partir du palmier (Taylor et al., 1999), des
grands arbres (Gonthier et al., 2006), des lichens (Li et al., 2007) et des graminées
marines (Venkatachalam et al., 2015). Parmi les facteurs qui influencent la diversité
observée chez les champignons endophytes les variations géographiques : les taxons
isolés de la méme espéce hdte ont tendance a changer d'un endroit a un autre (Collado
et al., 1999), les variations géo-climatiques : les assemblages endophytes semblent
plus riches dans les zones tropicales que dans les zones tempeérées ou froides du

monde (Arnold et Lutzoni, 2007). L'age de la plante a également un effet sur la
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diversité. Les plantes semblent accumuler un nombre croissant d'endophytes dans
leurs tissus quand I’exposition a I'inoculum d'endophyte augmente. De ce fait, les
parties les plus anciennes de la plante peuvent héberger plus d’endophytes que les

plus jeunes (Arnold et al., 2003).
2.2.Classification

Rodriguez et al. (2009) ont classé les champignons endophytes en quatre
classes : deux principaux groupes (Clavicipitacées et non clavicipitacées) en se basant
sur des données de phylogeénie et des traits d'histoire de vie. Cependant, ils se sont
basés sur la colonisation (Figure 3), la transmission de I'héte, la biodiversité végétale
et les avantages pour les conditions physiques conférées aux hotes pour classer les

endophytes non clavicipitacées en trois groupes fonctionnels (Tableau 2).

Alors que Schaechter (2011) exposa un autre point de vue sur la classification.
Il a déclaré que les champignons endophytes étaient souvent divisés en deux groupes
principaux, en fonction des différences de taxonomie, de gamme d'hétes, de modes de
transmission, de la colonisation, de spécificité des tissus et des fonctions écologiques.
Le groupe 1 comprend les endophytes clavicipitacées qui infectent certaines
graminées. Le groupe 2 est constitué des endophytes non clavicipitacées (Khiralla et
al., 2017).

Endophytes de
classe 3

Endophytes de
classe 1et2

\,—\
. "A

Endophytes de
classe 4

Figure 3. Les classes d’endophytes selon la colonisation de 1’hdte (Kusari et Spiteller,
2012)
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Tableau 2. Criteres symbiotiques utilisés pour caractériser les classes d'endophytes

fongiques (Rodriguez et al., 2009).

Clavicipitacées Non clavicipitacées
Criteres Classel Classe?2 Classe3 Classe4
Gamme d’hote Etroite Vaste Vaste Vaste
Tissu (s) colonisé | Pousse et rhizome | Pousse, racine et | Pousse Racine
(s) rhizome
Colonisation in Extensif Extensive Limitée Extensive
planta
Biodiversité in Faible Faible Haute Inconnue
planta
Transmission Vertical et Vertical et Horizontal Horizontal
horizontal horizontal
Avantages NHA NHA et HA NHA NHA

Les avantages non adaptés a I'habitat (NHA), tels que la tolérance a la sécheresse et
I'amélioration de la croissance, sont courants chez les endophytes, quel que soit leur
habitat d'origine. Les avantages adaptés a I'habitat (HA) résultent de pressions
sélectives spécifiques a I'habitat, telles que le ph, la température et la salinité.

2.3.Colonisation et transmission

Une colonisation réussie par les endophytes déepend de nombreuses variables,
notamment du développement d’une manicre inter et intracellulaire, la spécificité
d’organe ainsi que de la colonisation de la partie végétative et également du systeme
racinaire (Schulz et Boyle 2005). Elle dépend aussi du type de tissu végétal, génotype
de la plante, taxon microbien, type de souche, et des conditions environnementales

biotiques et abiotiques (Hardoim et al., 2015).

La colonisation des tissus de la plante hote dans la partie aérienne (feuilles et
pousses) peut étre intercellulaire discréte et localisée (Schulz et Boyle, 2005), ou
intercellulaire et systémique (Stone et al., 2000). Tandis que la colonisation des
racines peut aussi étre intracellulaire et limitée a des cellules individualisées ou inter-
et intracellulaire (Figure 4). Les hyphes forment souvent des enroulements
intracellulaires, comme c'est le cas pour les DSE (Dark Septate Endophytes) (Stone et
al., 2000 ; Sieber, 2002).
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Les modes de reproduction et de transmission des champignons endophytes
dans une population de plante héte sont reconnus comme des facteurs ayant une
importance pour indiquer leur propagation. Dans la transmission verticale, la
croissance se fait complétement a I’intérieur des tissus de la plante hote (Selosse et
Schardl, 2007). Les hyphes du champignon sont transmis de la plante vers la
descendance via les biais des graines. Dans la transmission horizontale, le
champignon est transmis par les spores sexuées ou asexuées et va donc infecter les

autres plantes (Gallery et al., 2007).

Mycélium
intercellulaire

Cellule de la
plante

Mycélium
intercellulaire

Mycélium
inter-et
intracellulaire

Figure 4. Modes de croissance des champignons endophytes dans les tissus des
plantes hétes (Kusari et Spiteller, 2012).

2.4.Interactions plantes-champignons endophytes

Toute interaction plante-champignon est précédée d'une rencontre physique
entre une plante et un champignon, suivie de plusieurs barrieres physiques et
chimiques qui doivent étre surmontées pour réussir a établir une association (Kusari et
al., 2012). La relation mutuelle profite aux champignons endophytes en leur
fournissant de 1’énergie, des nutriments, un abri ainsi qu’une protection contre le
stress environnemental. Par ailleurs, les endophytes fongiques profitent indirectement
a la croissance des plantes en produisant des substances spéciales, principalement des
métabolites secondaires et des enzymes, qui sont responsables de 1’adaptation des
plantes aux stress abiotiques tels que la lumiére, la sécheresse et les stress biotiques,
tels que les attaques par les herbivores, les insectes, les nématodes et les

microorganismes pathogeénes (Kogel et al., 2006).
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2.5.R0les des champignons endophytes

Les champignons endophytes regoivent la nutrition, la protection et la
possibilité de se propager grace a leurs hotes et en retour la plante hote bénéficie aussi

de certains avantages procurés par I’endophyte (Clay et Schardl, 2002).
2.5.1. Roles physiologiques

Les endophytes peuvent promouvoir activement ou passivement la croissance
des plantes par divers mécanismes, car les métabolites endophytes offrent une
diversité d'aptitudes vis-a-vis des plantes hétes renforcées par une résistance accrue
des plantes aux stress biotiques et abiotiques, ainsi qu'une accélération de la

croissance des plantes (Selim et al., 2012).

De nombreux endophytes sont capables de fixer I'azote (N), la solubilisation
du phosphate et I’augmentation de son absorption, la production de sidérophores, et
d'hormones végétales telles que l'auxine, les abscisines, I'éthylene, les gibbérellines et
I’acide indole acétique (AIA), qui sont importants pour la régulation de la croissance

et du développement des plantes (Baldani et al., 1986).

Piriformospora indica est capable de mobiliser des plantes indisponibles en P
en excrétant des phosphatases extracellulaires, ainsi qu'en assurant la médiation de
I'absorption et de la translocation de P marqué via un processus dépendant de I'énergie
(Singh et al., 2000). Il est également possible que P. indica soit impliqué dans
I'accumulation de N dans les pousses de Nicotiana tobaccum et d'Arabidopsis
thaliana. La teneur en N dans N. tobaccum a été augmentée de 22%, indiquant un

transfert d'environ 60% de N de substrat dans les plantes (Sherameti et al., 2005).
2.5.2. Roles dans la tolérance aux stress abiotiques

Les plantes sont exposées a des conditions environnementales changeantes, les
obligeant a s’adapter a des températures extrémes, des insuffisances d’eau et des
produits chimiques. Plusieurs études ont démontré que les plantes associées a des
champignons endophytes ont été plus tolérantes a la sécheresse, a la chaleur, a la
toxicité des métaux et a une salinité élevée (Waller et al., 2005). Les champignons

endophytes des graminées fourragéres comme le cas de Fétuque élevée augmentent de
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maniere significative la tolérance a la sécheresse de cette espece (Clay et Schardl,
2002). La teneur en eau des graminées associées a des endophytes était plus élevée

que celle des graminées dépourvues d’endophytes (Kouadria, 2019).

Redman et al. (2002) ont démontré que les champignons endophytes
pourraient aussi augmenter la tolérance a la chaleur chez leurs hotes. Cette tolérance a
été détectée chez Dichanthelium lanuginosum colonisée par 1’endophyte Cuvrularia
Sp qui résiste a des temperatures de 65° C, alors que les plantes non colonisées ne
résistaient méme pas a une température de 40° C. Il a été suggéré que I’endophyte
agirait comme un déclencheur biologique pour activer la réponse au stress plus
rapidement et plus fortement que dans les plantes non symbiotiques. Cette résistance a
la température peut étre trés avantageuse pour ces plantes qui pourraient croitre dans
des chaleurs ou tous les agents pathogeénes, les ravageurs et les mauvaises herbes ne

résisteraient pas.

Les champignons endophytes peuvent aussi améliorer la photosynthese de leur
hote, par exemple quand Agave victoria-reginae grandit en présence du champignon
endophyte Fusarium oxysporium, la chlorophylle totale et la teneur en sucre
augmente, entrainant une augmentation du rendement de la photosynthese des plantes

par rapport a celles dépourvues d’endophyte (Kouadria, 2019).
2.5.3. Rdle dans la production de phytohormones

Les endophytes peuvent favoriser la croissance en produisant des
phytohormones sans aucune facilitation apparente de I'absorption des nutriments par
I’hdte et ni d’une stimulation du métabolisme de ces derniers. Les champignons
endophytes peuvent augmenter la biomasse de la plante en produisant des hormones
de croissance ou en induisant la production d'hormones de I'h6te (Schulz et Boyle,
2005). L'utilisation d'extraits d'endophytes provenant de cultures fongiques pour
stimuler la croissance des plantes indique que les agents solubles dans les extraits de
culture peuvent stimuler la croissance de I'h6te de la méme maniere que les
champignons en croissance active. Ceci prouve que les champignons endophytes

produisent des phytohormones in vitro et in vivo (Selim et al., 2012).
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Par exemple, I'extrait mycélien de Piriformospora indica induit une
augmentation similaire de la biomasse de pousses de mais comme le champignon le
fait lui-méme. La promotion de la croissance est attribuable a I’AIA comme le

champignon synthétise I'hormone in vitro (Varma et al., 1999).

2.5.4. Protection contre les insectes, les vers, les parasites et les

herbivores

Mandyam et Jumpponen (2005) ont suggéré trois mécanismes possibles par

lesquels les endophytes peuvent améliorer la résistance des plantes hétes.

Le premier mécanisme repose sur I'amélioration globale des performances des
plantes endophytes, ce qui les aide a tolérer les herbivores et a subir des dommages
sans effets visibles sur la productivité (Gehring et Whitham, 2002). Le deuxieme
mécanisme possible est [l'altération qualitative et quantitative de la chimie
nutritionnelle des plantes, en modifiant les teneurs en glucides et en azote, le rapport
C / N et la composition en phytostérol (Schulz et Boyle 2005). Les endophytes sont
capables de modifier les niveaux et la teneur en éléments nutritifs des plantes hotes,
ce qui, associé a une altération du métabolisme des glucides, affecte donc la
sensibilité des herbivores hotes. Le troisieme mécanisme possible est la production de
moyens de dissuasion alimentaires par les endophytes eux-mémes (Selim et al.,
2012).

2.5.5. Rble environnemental

Les endophytes jouent un réle important dans la communauté écologique, dans
le but de réduire I’ampleur de la dégradation de I’environnement, de la perte de la
biodiversité et de la detérioration des sols et des ressources en eau causée par un exces
d’insecticide organique toxique, d’eaux usées industrielles et de gaz toxiques. La lutte
biologique utilisant des endophytes comme nouvelle méthode efficace est de plus en
plus utilisée pour assainir I'environnement et tuer des insectes ou des agents
pathogenes (Selim et al., 2012). Une nouvelle application d'endophytes dans le
domaine de la phytoremédiation est 1’élimination assistée par les plantes des
xénobiotiques et des métaux lourds du sol. Cette application été rapportée dans de
nombreuses revues. Cependant, le succés de la phytoremédiation dépend de la
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capacité des microbes et des plantes a tolérer et a accumuler de fortes concentrations

de polluants, tout en produisant une biomasse importante (Ma et al., 2011).
2.5.6. Protection contre les agents pathogenes

Il existe au moins trois mécanismes principaux par lesquels les endophytes
peuvent améliorer la résistance de I'hdte aux agents pathogénes (Mandyam et
Jumpponen, 2005).

Le premier mécanisme repose sur la compétition entre endophytes et
pathogenes sur les mémes ressources. Le deuxiéme meécanisme possible de contréler
des agents pathogénes peut étre lié a la capacité des endophytes a augmenter la
capacité de I'néte a produire des phytoalexines et / ou des composés biocides, ou a la
capacité de l'endophyte lui-méme a produire des fumigants et d'autres agents
antimicrobiens. Le troisieme mécanisme consiste a améliorer la résistance de I'n6te
aux agents pathogenes en induisant des réponses de défense de I'nbte par des
endophytes localisés (Selim et al., 2012).

Il est probable que de nombreux endophytes pénétrant dans les tissus peuvent
induire une résistance aux agents pathogenes et dans de nombreux cas, plusieurs de
ces trois mécanismes peuvent agir simultanément. Par exemple, la colonisation des
racines par Phialophora graminicola peut réduire de maniére préventive la croissance
de I'agent pathogéne Gaeumannomyces graminis par compétition pour I'espace et les
ressources. Cependant, il peut également former des barrieres mécaniques résultantes
de I'épaississement de I'endoderme qui inhibe la colonisation par l'agent pathogéne
(Speakman et Lewis, 1978).

Une grande diversité a été constatée chez les champignons endophytes, mais
pour la suite de cette partie bibliographique on s’intéresse beaucoup plus a Beauveria

bassiana, Clonostachys rosea et Phomopsis sp.

2.6.Beauveria bassiana

Beauveria bassiana a été découverte par Agostino Bassi di Lodi en 1834 en
tant que pathogene causant la muscardine blanche du ver a soie (Bombyx mori).

L'identification initiale a été faite par Balsamo-Crivelis comme étant Botrytis
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bassiana, tandis que Spegazzini I'a appelé Sporotrichum globoliferum et Petit comme
Isaria vexans, mais nommée plus tard B. bassiana par Vuillemin en 1912 (Lipa et al.,
2017). B. bassiana appartient a la famille des Ascomycota, classe des
Sordariomycetes et ordre des Hypocréale (Mohamed Mahmoud et al., 2017). C’est un
champignon entomopathogéne qui peut étre isolé a partir des cadavres d'insectes ou
du sol dans les zones boisées (Beilharz et al., 2002). Les colonies de Beauveria
bassiana se développent relativement lentement et peuvent apparaitre poudreuses ou
laineuses, avec des couleurs allant du blanc au jaune et parfois rosées. Les hyphes
aériens (conidiophores) sont septés, lisses, hyalins et d’une largeur d’environ 2 pm
(Figure 5A), a extrémité terminale en zigzag formant de facon sympodiale de petites
spores unicellulaires. Les hyphes submergés sont structurés de la méme fagon, mais
plus grands (1,5 & 3 pum) (Saranraj et Jayaprakash, 2017). Les conidies sont produites
sur des épis courts appelés conidiophores donnant aux cellules conidiogénes un aspect
épineux. En condition aérobie, le champignon produit des conidiospores de forme
sphériques (1-4 um de diamétres). Cependant, le champignon a la capacité de se
développer en condition anaérobie ou il produit de blastospores de forme ovales (2-3
pum de diametres) (Figure 5B). Les blastospores sont aussi infectieux que les
conidiospores (Sabbahi, 2008).

B. bassiana est considéré comme l'un des champignons les plus efficaces pour
diverses raisons, notamment: la distribution cosmopolite, la capacité d'infecter
n'importe quel stade de la vie de son héte, une gamme d'hétes plus étendue que les
autres Deutéromycetes, peut infecter presque tous les ordres d'insectes et peut infecter

certains tissus végétaux (Saranraj et Jayaprakash, 2017).

B. bassiana a une limite supérieure de température générale pour la croissance
de 34 — 36°C, des températures plus élevées peuvent réduire considérablement
I'efficacité (Noma et Strickler, 1999).
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Figure 5. A : Vue microscopique des spores (unités infectieuses) et des hyphes
(forme de filaments) de B. bassiana Gx400 (Sabbahi, 2008), B : Blastospores de B.

bassiana (Halouane, 2008)

2.6.1. Mode d’action

Mohamed Mahmoud et al. (2017) ont isolé B. bassiana a partir des racines de
palmier dattier d’Alicante Espagne comme un endophyte. B. bassiana a été rapporté
en présentant des activités antagonistes contre divers phytopathogenes dus a
I'antibiose, la compétition pour I'espace et les nutriments, les agents lytiques,
métabolites secondaires, endophytisme et résistance systémique induite. Il est
largement reconnu comme l'agent de biocontrole a double usage le plus prometteur
contre les agents phytopathogénes, en plus de ses propriétés entomopathogénes contre
les insectes nuisibles. B.bassiana a également montré une activité inhibitrice contre la
croissance mycélienne de champignons parasites des plantes appartenant aux genres
Fusarium (Mohamed Mahmoud, 2017).
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B. bassiana est utilisé comme insecticide biologique pour lutter contre un
certain nombre d'organismes nuisibles, tels que les coleoptéres, les hymenoptéres, les

lepidopteéres, les heteroptéres, les homoptéres et les diptéres (keswani et al., 2015).

Comme chez d'autres champignons entomopathogenes, les espéces de
Beauveria attaquent leurs insectes hotes par voie percutanée. La voie d'infection
comprend les étapes suivantes : (1) fixation de la spore a la cuticule de I'insecte, (2)
germination des spores sur la cuticule, (3) pénétration a travers la cuticule, (4)
maitrise de la réponse immunitaire de I'hdte, (5) prolifération (6) excroissance
saprophyte de I'néte mort et production de nouvelles conidies (de Fariaa et Wraight,
2007).

Lorsque l'insecte meurt, le champignon sécrete un antibiotique pigmenté
rouge, l'oosporéine, qui lui permet de surmonter la compétition des bactéries

saprophages dans le tube intestinal de I’insecte (Inglis et al., 2001).
2.6.2. Meétabolites secondaires

B.bassiana est bien connu pour produire une vaste gamme de métabolites
biologiquement actifs. Il existe principalement des composés organiques volatils, des
alcaloides (tennéline, bassianine, pyridovéricine, pyridomacrolidine), des pigments
non peptidiques (oosporéine), des cyclodepsipeptides non synthétisés par le ribosome
(beauvericines et allobévericines, bassianolides et beauveriolides).

2.6.2.1. Composeés organiques volatiles

Quand le champignon entomopathogéne pénetre a travers la cuticule de
I'insecte et agit comme un agent pathogéne, les champignons doivent perturber la
couche protectrice a la surface de I'insecte. Les composés organiques volatils (COV)
libérés par les champignons peuvent vaincre cette couche protectrice. Les
champignons émettent environ 300 COV connus (Hung et al., 2015). Parmi les COV
libérés par B.bassiana, les diisopropylnaphtalenes (> 57%) (isomeres 2,3 et 2,6),

Iéthanol (10,2%) et des sesquiterpénes (6,4%) ont été détectés (Crespo et al., 2008).
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2.6.2.2.Ester méthylique de I'acide S - (-) - 10,11-dihydroxyfarnésique

L'ester méthylique de I'acide S - (-) - 10,11-dihydroxyfarnésique (I) se trouve
également parmi les metabolites secondaires de B.bassiana (Figure 6A). Ce compose
est un inhibiteur puissant de la synthese de mélanine et peut potentiellement étre
utilisé pour les biomatériaux cosmétiques (Baek et al., 2014). Le test d'irritation a
prouvé l'innocuité de cette substance dans les cosmétiques. Il n'irrite méme pas la

peau ni les yeux (Son et Lee, 2013).
2.6.2.3. Alcaloides

Les alcaloides produits par le champignon entomopathogene B.bassiana sont
des dérivées de la 2-pyridine (Figure 6A). A ce jour, la tennéline (1), la bassianine
(1) (Patocka, 2016), la pyridovéricine (IV) et la pyridomacrolidine (V) ont été
retrouves (Takahashi et al., 1998b). Bien que leur role exact dans 1’interaction
fongique avec I’hote ne soit pas encore ¢lucidé, ils ont certainement re¢u une attention

considérable dans la communauté biologique et chimique (de Silva et al., 2009).

2.6.2.4.Pigments

Des substances colorantes jaunes et rouges ont été trouvées dans des isolats du
champignon Beauveria (Patocka, 2016). Les pigments jaunes de B.bassiana ont été
identifiés comme étant des alcaloides 2-pyridones tennéline (11) et bassianine (I11) et
le pigment rouge a été identifié comme étant Il'oosporéine de pigment de
dibenzoquinone (V1) (figure 6B). L'osporine a des propriétés antibiotiques et
cytotoxiques (Alurappa et al., 2015). Les pigments de Beauveria, tenellin, bassianin et
oosporéine, inhibaient tous I’activité ATPase totale de la membrane des érythrocytes
(Jeffs et Khachatourians, 1997).

2.6.2.5. Cyclodepsipeptides

Le champignon entomopatogéne B.bassiana est la source d'une série de
dépsipeptides cycliques biologiquement actifs synthétisés non-ribosomiquement
(Patocka, 2016). Ces composes ont une activité cytotoxique (Valencia et al., 2011) et
sont les substances biologiquement actives les plus importantes de B.bassiana.

Plusieurs types de cyclodepsipeptides ont été trouves chez B. bassiana: les
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beauvericines et les allobévericines, les bassianolides et les beauveriolides (Figure
7B).

Figure 6A. Métabolites biologiquement actifs de Beauveria basssiana. | - S - (-) -
10,11-dihydroxyfarnésique, Ester méthylique de I'acide Il - tennelin, 11l - bassianine,

IV - pyridovéricine, V - pyridomacrolidine, VI — oosporéine (Patocka, 2016).
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Figure 6B. Métabolites biologiquement actifs de Beauveria basssiana. VII - la

bévericine, VIII - bassianolide, IX - beauveriolide I, X - beauveriolide Il (Patocka,
2016).

2.7.Clonostachys rosea

Clonostachys rosea est un hyphomyecéte qui produit des conidies unicellulaires
dans des formes conidiophores pénicillées ou verticillées (Rodrigo et al., 2015). I
appartient a la famille des Ascomycota, la classe des Sordariomycetes et 1’ordre des
Hypocreales (Mohamed Mahmoud et al., 2017). Ce champignon est présent dans
divers habitats, notamment dans les régions tropicales, tempérées, désertiques et
subarctiques. Il a été signalé dans des prairies et des terres boisées cultivees, des
foréts, des landes, des eaux douces et des sols cdtiers, en particulier ceux a pH neutre
a alcalin. Bien qu’il soit naturellement présent dans le sol, le champignon peut
coloniser les débris vegétaux et les tiges, les feuilles, les fruits, les graines et les
racines des mauvaises herbes et des cultures (Sutton et al., 1997). En outre, ce
champignon est un endophyte isolé a partir des racines de palmier dattier d’Alicante
Espagne (Mohamed Mahmoud et al., 2017). Clonostachys rosea a été signalé comme
étant un champignon entomopathogene de deux ravageurs de la cicadelle, a savoir

Sonesimia grossa et Oncometopia tucumana en Argentine (Anwar et al., 2018).
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Les champignons mycotrophes Trichoderma spp et Clonostachys spp
(Druzhinina et al., 2011) ont été signalés comme un groupe d'agents de lutte
biologique (BCA) impliquant le phénoméne de mycoparasitisme contre les
champignons pathogénes. Ils peuvent également utiliser la biomasse fongique morte
(saprotrophie). Il y’a des preuves d’inhibition de pathogene par Clonostachys rosea
avec contact direct des hyphes sans pénétration, qui peut étre considéré comme un
effet de mycoparasitisme indirect. C.rosea peut produire un grand nombre de spores
adhésives qui adhérent a la transmission des nématodes et infectent ou tuent 1’hote.
Clonostachys rosea digére les matériaux dans le sol en tant que saprophyte et est
également connu comme parasite des champignons et des nématodes (Toledo et al.,
2006).

Figure 7. Clonostachys rosea. (A) et (B) sur Sonesimia grossa. (C) Conidiophores
primaires, phialides et conidies. (D) Conidiophores secondaires, phialides et conidies.
(E) Conidiae. Barres d’échelle: (A et B3 mm; (C) 15 m; (D) 11 m; (E) 10 m.
(Toledo et al., 2006)
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2.7.1. Mode d’action

En tant que mycoparasite, C. rosea est un agent de biocontrole potentiellement
utile contre plusieurs agents phytopathogénes éeconomigquement importants, y compris
Verticillium dahliae (Keinath et al., 1991), S. sclerotiorum, Fusarium culmorum,
Botrytis cinerea (Rodriguez et al., 2011), et Fusarium oxysporum f.sp albedinis et
Fusarium oxysporum f.sp lycopercici (Mohamed Mahmoud, 2017). Certains de ses
modes d’antagonisme contre les agents pathogeénes sont la compétition en nutriments,

le mycoparasitisme et la résistance induite (Sutton et al., 1997).

L'antagoniste C. rosea a été évalué pour son efficacité a contrbler I'agent
pathogéne B.cinerea. Il est efficace pour lutter contre la moisissure grise sur les
géraniums, bégonias, cyclamens, poivrons verts, concombres, tomates, framboises,
rosiers, luzernes, tabacs, eucalyptus et fraises (Corréa et al., 2010 ; Cota et al.,
2008a,b). Chez ces plantes, B. cinerea a été supprimé par compétition pour la
colonisation des nutriments et / ou des tissus et I'hyperparasitisme (Cota et al., 2008b ;
Li et al., 2002).

2.7.2. Métabolites secondaires

De nombreuses enzymes de défense sont impliquées dans la réaction de
défense contre les agents phytopathogénes. Ceux-ci incluent des enzymes oxydantes
telles que le polyphénol oxydase (PPO), qui catalyse la formation de lignine, et
d'autres phénols oxydants qui contribuent a la formation de barriéres de défense en
renforgant la structure cellulaire (Mouekouba et al., 2014). Des enzymes telles que les
phénylalanines ammoniaques lyase (PAL) sont impliquées dans la biosynthese de la
phytoalexine ou de composés phénoliques. Il a été rapporté que de telles enzymes
jouent un réle dans les réponses de défense contre les agents pathogenes chez
plusieurs especes de plantes (Binutu et al., 2000). Il produit une large gamme de
composés organiques volatils toxiques pour les organismes, notamment les
champignons, les bactéries et les insectes (Zhang et al., 2008). Ces endophytes
peuvent s‘opposer directement aux champignons phytopathogenes par la sécrétion
d'enzymes dégradant les parois cellulaires telles que les chitinases, les b-1,3-

glucanases, les b-1,6-glucanases et les protéases, ainsi que d'antibiotiques tels que les
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peptaibols, la gliotoxine, la viridine et les 6-pentyl -2H-pyran-2-one (Lorito et al.,
2010; Mukherjee et al., 2012).

2.8.Phomopsis spp.

Les especes de Phomopsis sont des endophytes chez de nombreux hétes dans
les regions tempérées et tropicales et sont particulierement communes dans l'aubier
des angiospermes (Rossman et al., 2007). Phomopsis est caractérisé par des
conidiomes noirs ostiolés contenant des phialides allongées et cylindriques pouvant
produire deux types de conidies hyalines non septées, a savoir alpha et béta. Les
conidies alpha sont aseptées, généralement hyalines, fusiformes et généralement
biguttulées, mais manquent parfois de guttules ou présentent plus de guttules. Les
béta-conidies sont également aseptées et hyalines, mais sont filiformes, droites ou
plus souvent en hamates et dépourvues de guttules (Udayanga et Liu, 2011).
Généralement, les conidiophores sont hyalins, ramifiés et parfois courts septés. Ils
sont freguemment multiseptés et filiformes, avec une conidiogenese monophiladique

entéroblastique (Cristescu, 2003).
2.8.1. Phomopsis en tant qu'agents de biocontrol

Certaines espéces de Phomopsis ont été signalées comme mycoherbicides
potentiels pour lutter contre les mauvaises herbes envahissantes et destructrices en
raison de leur mode de vie hémibiotrophique a nécrotrophe, de leur sporulation

extensive et de leur persistance dans I'environnement (Rosskopf et al., 2000a, b).

La vaste gamme d'hétes d'especes de Phomopsis, la spécificite d'hote de
certaines especes et les mécanismes d'infection, la persistance des agents pathogenes
dans I'environnement s'est révélée étre un outil utilisable dans les systémes de gestion

intégrée des mauvaises herbes (Ortiz-Ribbing et Williams, 2006).

Exemples de Phomopsis potentiellement disponible dans la lutte biologique

contre les mauvaises herbes est énuméré dans le Tableau 3.
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Tableau 3. Phomopsis en tant qu’agent de biocontrdle (Udayanga et Liu, 2011)

Agents de biocontrole Héte / cible

Phomopsis sp Carthamus lanatus (chardon de Safron)
P. emicis Shivas Emex australis

P. convolvulus Ormeno Convolvulus arvensis

P. amaranthicola Rosskopf, Charud., Amaranthus sp.

Shabana et Benny

P. cirsii Grove Cirsium arvense

2.8.2. Métabolites secondaires

Phomopsis est un genre également créatif qui a fait plusieurs découvertes
importantes, notamment des métabolites fongiques physiologiquement actifs exclusifs

et structurellement significatifs (Udayanga et Liu, 2011).

Quelques métabolites secondaires produits par Phomopsis : La cytochalasine J
(1) et H (2), le 5'-épialténene (3), I’alternariol monométhyléther (4), 1’alternariol (5),
la cytosporone C (6) et le nouveau produit naturel 2-hydroxyalternariol (7) sont

montrés dans la figure 8. (Chapla et al., 2014).
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1R=0H
2R=0C0OCH;

4Ry = OCH; Ro=H
5R,=0H R,=H
7R, =0H R,=0H

Figure 8. Structures chimiques de 1 a 7 meétabolites secondaires produits par
Phomopsis sp. (Chapla et al., 2014).
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L’objectif de notre travail est basé sur 1'étude des champignons endophytes (Beauveria
bassiana, Clonostachys rosea, Phomopsis spp.), afin de déterminer leurs activités
enzymatiques, et d’extraire leurs métabolites secondaires. Cette extraction a pour but
d’analyser ces métabolites en utilisant la méthode analytique CCM, et également d’évaluer
leurs effets antagonistes in vitro a I’encontre de deux champignons phytopathogénes

telluriques.

1. Matériel
1.1.Matériel biologique

1.1.1. Champignons endophytes

Les trois champignons utilisés dans la présente étude appartiennent a la collection du
laboratoire de phytopathologie (Département de Biotechnologie Faculté des sciences de la
nature et de la vie de I’Université de Blida 1). Les champignons endophytes ont été isolés a
partir des racines du palmier dattier d’Alicante Espagne par Mohamed Mahmoud (2017)
(Tableau 4) (Figure 9).

Tableau 4. Origine des champignons endophytes utilisés

Champignons Nom scientifique Plante d’origine Source
fongiques
Sn 182 Beauveria bassiana Palmier dattier Collection du

laboratoire de

C141 Phomopsis spp. phytopathologie
G133 Clonostachys rosea

C318(1)

C 318 (2)
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Figure 9. Champignons endophytes utilisés. A : Beauveria bassiana, B : Phomopsis spp. , C:
Clonostachys rosea C318 (1), D : Clonostachys rosea C318 (2), E : Clonostachys rosea
(G133).

1.1.2. Champignons phytopathogénes

Pour réaliser le test d’antagonisme, nous avons utilisé deux souches pathogénes
provenant de la collection du laboratoire de phytopathologie (Département de Biotechnologie
Faculté des sciences de la nature et de la vie de I’Université de Blida 1) : une souche locale
Fusarium oxysporum f.sp albedinis, agent causal de flétrissement fusarien de palmier dattier
et une souche étrangére Fusarium oxysporum f.sp lycopersici agent causal de la fusariose

vasculaire de la tomate (Tableau 5) (Figure 10).
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Tableau 5. Origine des champignons phytopathogenes utilisés

Souche Nom scientifique Plante d’origine Provenance
phytopathogene
Gl Fusarium oxysporum Palmier dattier Laboratoire de
f.sp albedinis phytopathologie
d’Université de Blida
G2 Fusarium oxysporum | Tomate Laboratoire de
f.sp lycopersici phytopathologie
d’Université de
Belgique

Figure 10. Champignons pathogénes utilisés. G1: Fusarium oxysporum f.sp albedinis, G2:

Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

1.2.Materiel non biologique
1.2.1. Produits chimiques
e Acétate d’éthyle, chloroforme, tween 80, tween20
e Glucose (CsH1206), agar, Peptone, Extrait de levure, Amidon (CsH100s) n, gélatine,
chitine
e Bleu de bromophénol (CigH10BrsOsS), Pectine, Sulfate d’ammonium (NH2)2 SO,
phosphate bicalcique (Ca:POs4), Chlorure de potassium (KCI), Magnesium sulfate
heptahydrate(Mg SO4 7H20), Sulfate de mananése (1) (MnSo4), Sulfate de fer (1)
(FeSos), Sodium phosphate dibasic (Naz HPOs; ), Phosphate de potassium
monobasique ( KHz POs ), Chlorure d'ammonium (NHs CI), Chlorure de sodium
(NaCl), Chlorure de calcium dihydrate (CaCl, 2H,0), Dimethylsulfoxide (DMSO)
(CH3)2S0.
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2. Méthodes

2.1.Purification des souches

La purification a été réalisée par plusieurs repiquages successifs des disques mycéliens
de chaque champignon dans des boites de Pétri contenant le milieu gélosé a base de pomme
de terre (PDA, Potatose Dextrose Agar) (Johnscon et Both, 1983).

2.2.Détermination de ’activité enzymatique

L’étude de D’activité des enzymes extracellulaires chitinase, phosphatase, pectinase,
amylase, protéase, lipase et estérase chez les champignons endophytes a été faite par une
technique qualitative a l'aide de différents milieux solides qui nous aident & examiner un

grand nombre de champignons dans un temps relativement court.
2.2.1. Chitinase

Le test qui indique I’activité de chitinase a été réalisé sur le milieu PDA, modifié avec
remplacement du glucose par la chitine (Annexe A). Les disques mycéliens sont déposés dans
des petites boites de Pétri contenant le milieu a raison de deux répétitions et une boite sans
champignon sert comme témoin. Ces derniéres sont incubées a 28°C pendant 5 jours. La

bonne croissance des souches fongiques dans ce milieu indique la production de chitinase.
2.2.2. Phosphatase

Le test de solubilisation du phosphate a été effectué sur le milieu Pikovskaya (PVK)
bicalcique solide modifié par I’addition de 2 ml de bleu de bromophénol (Pikovskaya, 1948)
(Annexe B). Des disques mycéliens issus de précultures fraiches sont repiqués dans des boites
de Pétri contenant le milieu PVK, a raison de quatre répétitions pour chaque souche fongique.
Une boite de Pétri contenant le milieu sans inoculum sert comme témoin. Les boites sont
incubées a 28°C pendant 7 jours. La formation d’halo claire ou la décoloration du milieu PVK

autour des spores est un indicateur de solubilisation du phosphate.
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2.2.3. Pectinase

La production de pectinase par les champignons endophytes a été déterminée selon
Cattelan et al. (1988). Le milieu M9 agar (Miller, 1974) a été utilisé, additionné de 10g de
pectine, de 1,2g d’extrait de levure et de 2ml de bleu de bromophénol (Annexe C). On dépose
les disques myceliens sur le milieu gélosé, a raison de trois répétitions par souche et une boite
sans champignon sert comme témoin. Les boites sont incubées a 28°C pendant 2 jours. La
présence d’un halo claire autour de la colonie indique une réponse positive pour la production

de pectinase.
2.2.4. Amylase

Le test de production d’amylase a ¢ét¢ réalis¢ en utilisant le milieu GYP (Glucose
Yeast Extract Peptone) décrit par Maria et al. (2005), auquel on ajoute 2% d’amidon soluble
(Annexe C). Des disques myceéliens sont inoculés dans des boites de Pétri contenant ce milieu,
en raison de quatre répétitions pour chaque souche et une boite sans disque mycélien sert
comme témoin. L’incubation se fait a 28°C pendant 3 a 5 jours. L’activité amylolitique a été
démontrée en inondant les boites avec du lugol’s iodine. L apparition de la zone claire formée

autour de la colonie révele la présence de I’enzyme.

2.2.5. Protéase

Le test de protéase a été réalisé sur le milieu GYP (Maria et al., 2005), additionné de
0,4% de gélatine (gélatine, 8 g / 100 ml d’eau distillée) et 2ml de bleu de bromophénol
(Annexe D). Les champignons sont cultivés dans des boites de Pétri contenant ce milieu, a
raison de trois répétitions par souche. Une boite sans inoculum sert comme témoin. Apres
incubation a 28°C pendant 7a 8 jours, les plagues ont été inondées avec du sulfate
d'ammonium aqueux. La présence d’un halo claire autour des colonies indique une activité

protéolitique.
2.2.6. Lipase

L’activité lipolitique a été déterminée en utilisant le milieu peptone agar medium
(AnnexeD) décrit par Maria et al. (2005), auquel on ajoute le tween 20 stérilisé préalablement
par filtration sous vide (1 ml pour 100 ml du milieu) et 2 ml de bleu de bromophénol. Des

boites contenant ce milieu sont inoculées avec des disques mycéliens, a raison de trois
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répétitions par souche et une boite sans champignon sert comme témoin. L’incubation des
boites se fait a 28°C pendant 3 & 5 jours. La présence d’un halo claire indique une réponse
positive pour la production de lipase.

2.2.7. Estérase

L’activité estérasique a été déterminée en utilisant le milieu peptone agar medium
(Annexe D) décrit par Carrim et al. (2006), auquel on ajoute le tween 80 stérilisé séparément
par filtration sous vide (1 ml pour 100 ml du milieu) et 2 ml de bleu de bromophénol. Des
boites contenant ce milieu sont inoculées avec des disques mycéliens, a raison de quatre
répétitions par souche et une boite sans champignon sert comme témoin. L’incubation des
boites se fait a 28°C pendant 3 a 5 jours. La présence d’un halo claire indique une réponse

positive pour la production d’estérase.
2.3.Fermentation et extraction des métabolites secondaires

Dans chaque flacon contenant 100 ml de milieu PDB, 5 disques de champignons
endophytes étudiés ont déposés (B. bassiana, C. rosea, Phompsis spp.) (Xiaoling et al., 2010).
Ces flacons sont fermés avec du papier aluminium et placés dans un agitateur électrique pour
assurer une agitation continue pendant 15 jours (Figure 11). La récupération des filtrats de
culture a été réalisée par I’utilisation des meches a gaz et du papier filtre pour séparer le
mycélium du bouillon de culture (Mohanta et al., 2008 ; Barik et al., 2010). Ce dernier a été

centrifugé a 1500 tours/min pendant 20 min, et le surnagent a été récupéré.

L’extraction a été faite par deux solvants organiques, l’acétate d’éthyle et le
chloroforme, ou a chaque filtrat on rajoute un volume égal a celui du solvant et on le met sous
agitation pendant deux heures. La solution est ensuite mise en décantation dans des ampoules
a decanter, pour separer les deux phases. La phase organique a été récupérée pour étre
concentrée sous pression par évaporation du solvant a I’aide d’un évaporateur rotatif (rotavor
du type Heidolph 2, Allemagne) a 45 °C pour le chloroforme et de 65°C pour ’acétate
d’éthyle (Figure 12) (Mohanta et al., 2008).
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~ i\\V\c—‘:g”s { 24

e

Figure 11. Les étapes de préparation des extraits fongiques pour la production des
métabolites secondaires des champignons endophytes. A: Les disques mycéliens de
Clonostachys rosea C318 (2), B : Dépét des disques de C.rosea dans le milieu PDB, C:
Flacons de PDB fermés par I’aluminium contenant les disques mycéliens de Beauveria
bassiana (Sn182), Clonostachys rosea {G133, C318 (1), C318 (2) et Phomopsis (C141), D :

Flacons déposés dans ’agitateur horizentale.
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Figure 12. L’extraction des métabolites secondaires des champignons endophytes. A :
Filtration par méches a gaz, B : Deuxiéme filtration par papier filtre Watman, C :Tubes
contenants les bouillons de culture, D : Centrigugation, E : Extraction avec chloroforme et
acétate d’éthyle dans des ampoules a décanter, F : Récupération de la phase organique, G :
Dosage de la phase organique par 1’evaporateur (Heidolph 2, Allemagne), H : Extrait brut
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2.4.Analyse des extraits par chromatographie sur couche mince

Selon les descriptions de Betina (1973), la séparation des composes a activité
antibiotique, a partir des extraits de I’acétate d’éthyle de Beauveria bassiana Sn182, a été
réalisée par chromatographie sur couche mince sur gel de silice dont le but de séparer les

différents composés d’un mélange homogene.

L’extrait de B. bassiana a été déposé sous forme de spots de 150 pl a 1’aide d’un
capillaire a des points repéres au bord inférieur des plaques ou les standards étant
I’ampicilline qui a une activité antibactérienne et kétoconazole qui a une activité antifongique,

puis ces taches ont été séchées par un séchoir.

Deux phases mobiles ont été appliquées : la premiére phase contient 650 ml d’acétone,
100 ml d’eau, 100 ml de toluéne et 25 ml d’acide acétique glacial pour le standard
ampicilline, la deuxiéme phase contient I’acétate d’éthyle méthanol AM 100 ml / 15 ml pour

le standard kétoconazole.

Les plaques ont été placées dans des cuves en position verticale, lorsque le front des
phases mobiles se trouve a environ lem de I’extrémité supérieure des plaques : les plaques ont
¢été retirées et séchées a 1’air libre et placées sous une lampe a ultras violets pour révéler les
composés chimiques invisibles a 1’ceil nu, les différentes taches correspondantes aux
constituants du mélange sont ensuite encerclées au crayon., la position de front doit étre
marquée. La révélation a été réalisée sous rayons ultras violets et le Rapport frontal a été

calculé selon la formule suivante :

la distance parcourue par le substrat

la distance parcourue par le selvant
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2.5.Détermination de I’activité antagoniste

Afin de déterminer I’activité antagoniste des extraits obtenus par 1’extraction a 1’acétate

d’éthyle et le chloroforme, la méthode de diffusion sur disques a été utilisée (Hazalin et al.,
2009).

Les champignons pathogénes Fusarium oxysporum f.sp albedinis, et Fusarium
oxysporum f.sp lycopersici ont été purifiés sur le milieu PDA, la surface de ces champignons
chargée de spores a été raclée a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile en forme de L en présence
de 10 ml d’eau distillée stérile. Le nombre de spores a été ajusté a une concentration dense
approximative de 10°a 107 spores/ml (Mukhtar et al., 2008).

Les boites contenant du PDA ont été inoculées avec 100 pul des suspensions fongiques.
Chaque extrait fongique a été dissous dans du dimethylsulfoxide (DMSO) de facon a obtenir
une concentration de Img/ml. Ensuite 10 pl de chaque extrait ont été déposés a 1’aide d’une
micropipette sur les disques stériles (6 mm de diametre) placés a la surface des géloses
préalablement inoculés avec les champignons pathogenes, (Hazalin et al., 2009). Une boite
contenant le milieu PDA inoculé avec les suspensions fongiques pathogénes et des disques

mouillés avec le DMSO seul sans extraits sert comme témoin.

Les boites ainsi préparées ont été mise pendant 2 heures a 4°C afin que les métabolites
puissent diffuser, ensuite elles ont été mises & incuber & 28°C pendant 72 heures. Les
diamétres des zones d’inhibition claires autour des disques ont été mesurés selon Zeroug

(2011) et qui révelent I’activité antifongique des extraits.
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3. Résultats

3.1. Résultats de la détermination de I’activité enzymatique

Les tests qualitatifs permettant de démontrer la production d’enzymes
extracellulaires a partir des souches fongiques testés nous ont permis d’obtenir les

résultats ainsi résumé dans le Tableau 6.

Tableau 6. Résultat des différents tests d’activités enzymatiques

Isolats Sn182 G133 C141 C318(1) | C318(2)
Chitinase + + + + +
Phosphatase + + + + +
Pectinase - - - - -
Amylase - - - - -
Protéase + - + + +
Lipase + - - - -
Estérase + - - - -

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative
Sn182 : Beauveria bassiana, G133 : Clonostachys rosea, C141: Phomopsis spp. ,
C318(1) : Clonostachys rosea, C318(2) : Clonostachys rosea.

Selon les résultats montrés dans le Tableau 6, les champignons endophytes
testés semblent producteurs de différentes enzymes extracellulaires :

Toutes les souches fongiques sont capables de dégrader la chitine par la
production de chitinase, ce qui est démontré par une bonne croissance des mycéliums

fongiques (Figure 13).

Tous ces endophytes ont également la capacité de solubiliser le phosphate par
la production de phosphatase, ce qui est indiqué soit par la décoloration du milieu
comme le cas de B. bassiana (Sn182) ou par la formation d’halo claire autour des
colonies de Clonostachys rosea {G133, C318(1), C318(2)} et Phomopsis (C141)
(Figure 14).
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Parmi les cing souches fongiques, quatre endophytes manifestaient une activité
protéolytique. Cette activité de la protéase a été observée chez B. bassiana (Sn182),
Phomopsis (C141), Clonostachys rosea (C318 1 et 2), et les résultats ont été indiqués
par la formation d'une zone claire autour de la colonie (Figure 15).

Tous les champignons n'étaient pas capables de produire la pectinase qui
dégrade la pectine. Ces résultats ont ét¢ démontrés par 'absence d’une zone claire

autour des colonies (Figure 16).

L’absence de zone claire autour des colonies de tous les endophytes aprés
I’inondation avec le lugol’s iodine montre I’incapacité de ces souches de dégrader

I’amidon par ’amylase (Figure 17).

Une zone claire apparaisse seulement autour du mycélium de B. bassiana dans
le milieu (peptone agar medium + tween 20) et (peptone agar medium + tween 80)
révélant la production de lipase et d’estérase respectivement, contrairement aux
souches de Clonostachys rosea et Phomopsis qui montrent une absence d’halo autour

de leurs colonies, ce qui indique 1’absence de ces deux enzymes (Figure 18, 19).

e g8
~ e, e,
, N

C318 (2)

Cl41 C318 (1)
Figure 13. Activité Chitinasique par les champignons endophytes testés.

Sn182 : Beauveria bassiana, G133 : Clonostachys rosea, C141 : Phomopsis spp. ,
C318(1) : Clonostachys rosea, C318(2) : Clonostachys rosea.
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Décoloration

Zone claire

c141 - C318(1) C318(2)
Figure 14. Activité phosphatasique par les champignons endophytes testeés.

Sn182 : Beauveria bassiana, G133 : Clonostachys rosea, C141: Phomopsis spp. ,
C318(1) : Clonostachys rosea, C318(2) : Clonostachys rosea.

Témoin Sn128 G133

c141 C318(1) C318(2)
Figure 15. Activité pectinasique par les champignons endophytes testés.

Sn182 : Beauveria bassiana, G133 : Clonostachys rosea, C141 : Phomopsis spp. ,
C318(1) : Clonostachys rosea, C318(2) : Clonostachys rosea.
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Témoin

c141 C318(1) C318(2)

Figure 16. Activité amylolytique par les champignons endophytes testés.
Sn182 : Beauveria bassiana, G133 : Clonostachys rosea, C141: Phomopsis spp. ,
C318(1) : Clonostachys rosea, C318(2) : Clonostachys rosea.

Zone claire

c141 - C318(1) C318(2)
Figure 17. Activité protéolytique par les champignons endophytes testés.

Sn182 : Beauveria bassiana, G133 : Clonostachys rosea, C141: Phomopsis spp. ,
C318(1) : Clonostachys rosea, C318(2) : Clonostachys rosea.
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Zone claire

Ci141 C318(1) C318(2)
Figure 18. Activité lipasique par les champignons endophytes testés.

Sn182 : Beauveria bassiana, G133 : Clonostachys rosea, C141 : Phomopsis spp. ,
C318(1) : Clonostachys rosea, C318(2) : Clonostachys rosea.

Décoloration

Cl141 C318(1) C318(2)
Figure 19. Activité estérasique par les champignons endophytes testés.

Sn182 : Beauveria bassiana, G133 : Clonostachys rosea, C141 : Phomopsis spp. ,
C318(1) : Clonostachys rosea, C318(2) : Clonostachys rosea.
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3.2. Résultats de la chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince était établie dans le but d’analyser les
composés. L’extrait obtenu par le solvant d’extraction acétate d’éthyl de la souche
Sn182 de Beauveria bassiana a été déposé au bord inférieur de la plaque. Apres

migration les résultats ont été notés et illustres dans les Figures 20 et 21.

N

)
= /

Ampicilline

Figure 20. Révélation du chromatogramme d’extrait d’acétate d’éthyle de Sn182 de
Beauveria bassiana sous UV (250 nm) développé dans la phase mobile (acétone, eau,

toluéne, acide acitique glacial) en présence d’ampicilline comme standard.
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Figure 21. Révélation du chromatogramme d’extrait d’acétate d’éthyle de Sn182 de
Beauveria bassiana par UV (250 nm) développé dans la phase mobile (acétate d’éthyl

métahnol) en présence de kétoconazole comme standard.

D’apres les résultats obtenus des deux phases mobiles (acétone, eau, toluéne,
acide acitique glacial) et (acétate d’éthyl métahnol) aucune tache n’a été détéctée par
UV, ce qui affirme que la souche de B. bassiana Sn182 ne produit pas d’ampicilline

qui a montré un Rf = 0,24, ni de kétoconazole qui a un Rf = 0,42.
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3.3. Résultats de la détermination de I’activité antagoniste

L’activité antagoniste des extraits obtenus a I’aide d’acétate d’éthyle et de
chloroforme des champignons endophytes testés contre les deux champignons
pathogenes tellurique Fusarium oxysporum f.sp albedinis et Fusarium oxysporum f.sp
lycopercici par la méthode de diffusion sur disque, nous a permis d’obtenir les

résultats ainsi réesumé dans le Tableau 7 et dans les Figures 22 et 23.

Tableau 7. Les zones d’inhibition (en mm) obtenues lors du test de diffusion sur
disque des extraits des champignons endophytes testés.

Champignons pathogenes
Extraits des champignons Fusarium oxysporum f.sp | Fusarium  oxysporum

endophytes albedinis f.sp lycopercici
Sn182 Acétate d’éthyle 17 18
Chloroforme 0 13
Ci41 Acétate d’éthyle 17 15
Chloroforme 16 0

G133 Acétate d’éthyle 15 17.5
Chloroforme 0 0
C318 (1) | Acétate d’éthyle 0 19
Chloroforme 15 0
C318(2) | Acétate d’éthyle 0 0
Chloroforme 16.5 0

B. bassiana : Sn182,  Phomopsis spp. : C141, C.rosea : C133, C318 (1), C318
)
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Figure 22. Zones d’inhibition (en mm) de chaque extrait fongique obtenu par acétate

d’¢éthyle et chloroforme en présence de Fusarium oxysporum f.sp albedenis.

20

=
[+.4]

=
=]

[y
=

[y
o]

=
=]

Acétate d'éthyle

Chloroforme

Zones d'inhibition en (mm)

Sn 182 c141 G133 C318(1) C318(2)
Les extraits des champignons endophytes testés

Figure 23. Zones d’inhibition (en mm) de chaque extrait fongique obtenues par

acétate d’éthyle et chloroforme en présence de Fusarium oxysporum f.sp lycopercici.
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Aprés 3 jours d'incubation, les extraits des cing souches sélectionnées ont
montré une bonne activité inhibitrice vis a vis des souches pathogénes testées et ce par
I'apparition d'une zone d'inhibition autour des disques. Nous constatons qu'il y a une
variabilité de diamétres des zones d'inhibition. Cette variation dépend des extraits des

especes antagonistes utilisées et aussi des agents pathogenes étudiées.

Nous avons remarqué que parmi les extraits des cing souches testés, 1’extrait
d’acétate d’éthyle de C318 (1) (Clonostachys rosea) a enregistré la meilleure zone
d’inhibition qui est de 19 mm vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp lycopercici, alors
qu’'un diametre de 17 mm a été enregistré par les extraits d’acétate de Sn182
(Beauveria bassiana) et de C141 (Phomopsis) vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp

albedinis.

Nous avons constaté qu’en présence d’extrait chloroformique de Clonostachys
rosea C318 (2) la zone d’inhibition enregistrée était de 16,5 mm vis-a-vis de
Fusarium oxysporum f.sp albedinis, tandis qu’elle est de 13 mm chez Beauveria

bassiana Sn182 vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp lycopercici.

Pour les extraits d’acétate d’éthyle, I’effet d’antagonisme exercé sur Fusarium
oxysporum f.sp albedenis a été observé par Beauveria bassiana Sn182 et Phomopsis
C141 dont la zone été de 17 mm. Alors que Clonostachys rosea G133 provoque une
zone d’inhibition de 15 mm, contrairement aux extraits des autres souches de
Clonostachys rosea C318 (1) et (2) qui n’ont pas montrées de zones d’inhibition
(Figure 24).

Pour les extraits de chloroforme 1’activité antifongique vis-a-vis du Fusarium
oxysporum f.sp albedenis a été démontrée par 1’apparrition d’une zone d’inhibition de
16,5 mm en présence de I’extrait de Clonostachys rosea C318 (2), alors qu’en
présence d’extrait de Phomopsis C141 et de Clonostachys rosea C318 (1), le diamétre
était de 16 mm et de 15 mm respectivement, tandis qu’aucune zone n’a été observée
lors de I’application des extraits de Beauveria bassiana Sn182 et Clonostachys rosea
G133 (Figure 25).
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En présence des extraits d’acétate d’éthyle de Clonostachys rosea C318 (1),
Beauveria bassiana Sn182, Clonostachys rosea G133 et Phomopsis C141, les zones
d’inhibition de 1’ordre de 19 mm, 18 mm, 17.5 mm et 15 ont été observées vis-a-Vvis
de Fusarium oxysporum f.sp lycopercici. Par contre, aucune zone d’inhibition claire

n’a été remarquée en présence d’extrait de Clonostachys rosea C318 (2) (Figure 26).

Une zone d’inhibition de 13 mm a été remarquée en présence d’extrait
chloroformique de Beauveria bassiana Sn182 vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp
lycopercici, contrairement aux extraits de Clonostachys rosea C318 (1), C318 (2) et
G133 ainsi que Phomopsis C141 qui n’ont pas exercé de zones d’inhibition (Figure
27).

D’aprés ces résultats les différents extraits ont montré une activité
antifongique plus ou moins grande, ou les zones d’inhibition étaient plus importantes
(19 mm) en présence des extraits d’acétate d’éthyle, et moins importante (13 mm) en

présence des extraits chloroformiques.
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Acétate, C318 (1) / G1 Acétate, C318 (2) / G1

Figure 24. L’activité antagoniste des extraits d’acétate d’éthyle de tous les
champignons endophytes testés vis-a-vis du champignon phytopathogéne Fusarium
oxysporum f.sp albedenis (G1). Sn182 : B. bassiana, C141 : Phomopsis, G133, C318
(1), C318 (2) : C.rosea.
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Chloroforme, Sn182 / G1 Chloroforme, C141/G1 Chloroforme,G133/G1

Chloroforme, C318 (1) / G1 Chloroforme, C318 (2) / G1

Figure 25. L’activité antagoniste des extraits de chloroforme de tous les champignons
endophytes testés vis-a-vis du champignon phytopathogéne Fusarium oxysporum f.sp
albedenis (G1). Sn182 B. bassiana, C141 Phomopsis, G133, C318 (1), C318 (2)

C.rosea.
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Acétate, C141/ G2 Acétate, G133/ G2

Acétate, C318 (1) / G2 Acétate, C318 (2) / G2

Figure 26. L’activité antagoniste des extraits d’acétate d’éthyle de tous les
champignons endophytes testés vis-a-vis du champignon phytopathogéne Fusarium
oxysporum f.sp lycopercici (G2). Sn182 B. bassiana, C141 Phomopsis, G133, C318

(1), C318 (2) C.rosea.
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Sn182, Chloroforme / G2 C141, Chloroforme / G2 G133, Chloroforme / G2

C318 (1), Chloroforme / G2 C318 (2), Chloroforme / G2

Figure 27. L’activité antagoniste des extraits de chloroforme de tous les champignons
endophytes testés vis-a-vis du champignon phytopathogéne Fusarium oxysporum f.sp
lycopercici (G2). Sn182 B. bassiana, C141 Phomopsis, G133, C318 (1), C318 (2)
C.rosea.
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4. Discussion

Les résultats obtenus a partir de la détermination de 1’activité enzymatique ont
révelé que la plupart des endophytes testés ont la capacité de degrader plusieurs

substrats par la production de différentes enzymes extracellulaires.

Les enzymes extracellulaires sont synthétisées a I’intérieur de la cellule puis
sécrétées a D’extérieur de la cellule. Elles ont pour fonction de décomposer les
macromolécules complexes en unités plus petites qui seront ensuite absorbées par
I’organisme en tant que source unique de carbone, d’énergie et de nutriments (Yadav

etal., 2015).

Les résultats de I'activité chitinasique montrent que tous les endophytes testés,
donnent une réponse positive dans le cas de la production de chitinase. La chitine est
un polymeére de B-1,4 N-acétyl glucosamine; c'est I'un des polymeres les plus
abondants dans la nature aprés la cellulose (Tharanathan et Kitter, 2003). Les
chitinases sont largement distribuées dans les plantes, les bactéries, les champignons,
les insectes et les vertébres (Pérez et al., 2014). 1l s'agit du principal composant
structural des parois cellulaires des champignons et de I'exosquelette des invertébrés
(Seidl, 2008). lIs agissent en synergie avec les protéases pour dégrader la cuticule de
I'insecte et sont associés aux différents stades de champignons entomopathogénes. Par
exemple : la germination, la croissance hyphale, la morphogenése, la nutrition et la
défense contre les antagonistes (Adams, 2004). Les chitinases dans les champignons
mycoparasites sont le plus souvent suggérées comme étant impliquées dans le
mycoparasitisme (Haran et al., 1996). Nos résultats sont similaires a ceux de
Firouzbakht et al. (2015) et de Dhawan et Joshi (2017) qu’ils ont révélé que 100% des
isolats des B.bassiana testés présentaient une activité chitinasique. 1ls sont également
approximatifs avec ceux de Pasqualetti et al. (2019) ou ils ont montré que 39 % de
leurs souches étaient capables de dégrader la chitine. Parmi eux, Clonostachys rosea

G119 qui a montré la meilleure croissance.

Toutes les souches testées qui sont considérées comme des PGPF (Mohamed
Mahmoud, 2017) ont montré une activité phosphatasique. Le phosphore (P) est
considéré comme un macronutriment essentiel, et en fonction de sa disponibilité il

pourrait limiter la croissance des plantes en raison de ses propriétés structurelles,
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fonctionnelles et métaboliques. Il se trouve dans les sols sous forme organique et
inorganique. Plusieurs microorganismes du sol, y compris des bactéries et des
champignons, sont capables de minéraliser les phosphates organiques et de solubiliser
les phosphates inorganiques (Matos et al., 2017). Selon Illmer et Schineer (1995) la
solubilisation du phosphate pourrait étre en raison des divers acides organiques
produits par les endophytes, ce qui entraine une réduction du pH, facilitant ainsi la
solubilisation du phosphate (Shubha et Srinivas, 2017). Nos résultats sont similaires a
ceux de Shubha et Srinivas (2017) qui ont signalé que 93.33% de leurs isolats sont
producteurs de phosphatase comme par exemple Trichoderma (CAL3),
Colletotrichum truncatum. Contrairement a Sahoo et Gupta (2014) qui ont testé 160
souches fongiques pour leurs activités phosphatasiques, parmi eux, 26 souches
fongiques appartenant au genre Alternaria (1), Aspergillus (10), Curvularia (1),
Fusarium (3), Paecilomyces (2), Penicillium (2), Mycélium stérile (7) présentaient

une solubilisation de phosphate sous culture solide.

Les pectinases microbiennes sont des enzymes importantes dans les processus
phytopathologiques, la symbiose plante-microbe et la décomposition du matériel
vegétal mort. La dégradation du tissu hote par les phytopathogenes commence
généralement par la production d'enzymes pectinolytiques, les principales enzymes
impliquées dans la pathogenese des plantes. Les champignons qui dégradent les
substances pectiques sont probablement des agents pathogenes (Choi et al., 2005;
Sunitha et al., 2013). Aucun des champignons testés n’a montré une activité
pectinasique. Ces résultats sont similaires a ceux de Choi et al. (2005) qui ont

rapporté que la production de pectinase était absente chez les souches de Phomopsis

sp.

L'activit¢ amylolytique des champignons endophytes contribue a la
dégradation de I'amidon en glucides simples qui peuvent ensuite étre assimilés par les
champignons et leur hote (Venkatesagowda et al., 2012). Aucune de nos souches n’a
produit de I’amylase. Ces résultats sont différents par rapport a ceux de Choi et al.
(2005) ou ils ont rapporté que les deux souches de Phomopsis sp. testées sont
productrices d’amylase. Nos résultats étaient similaires avec ceux de Murad et al.

(2007), ils n’ont observé aucune activité amylolytique dans leurs souches de
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B.bassiana. Cela était également attendu puisque les cuticules d'insectes n‘ont pas

d'amidon dans leur composition.

80% des souches fongiques {Sn182, C141, C318(1), C318(2)} ont montré des
résultats positifs pour le test protéolitique. Une protéase est toute enzyme qui effectue
la protéolyse, c'est-a-dire qui commence le catabolisme des protéines par hydrolyse
des liaisons peptidiques qui lient les acides aminés ensemble dans la chaine
polypeptidique formant la protéine (Rajput et al., 2016). La protéase aide les
champignons endophytes a surmonter la barriére de défense de I'hdte et & obtenir les
nutriments nécessaires a leur développement (Amirita et al., 2012). Les présents
résultats sont en accord avec Dhawan et Joshi (2017) qui ont signalé la production de
protéase par toutes les souches de B.bassiana. Ces résultats sont aussi similaires avec
ceux de Li et al. (2006) ou C. rosea a montré une activité maximale de la protéase au

7éme jour d’incubation.

Seul Beauveria bassiana montre un résultat positif pour la production de
lipase. L'importance des lipases pour hydrolyser les liaisons ester des lipoprotéines,
des graisses et des cires a l'intérieur du tégument de l'insecte est bien connue. lls
contribuent de maniere significative a la pénétration de la cuticule et a la libération
initiale des nutriments (Seidl, 2008). Nos résultats pour ce test sont semblables a ceux
trouvés dans I’étude réalisée par Dhawan et Joshi (2017) ou 100% des isolats de

B.bassiana montrent une activité protéolytique.

Une activité éstérasique a été montrée seulement chez B. bassiana. Les
estérases sont des biocatalyseurs qui dégradent les liaisons pertinentes dans toutes les
molécules (Bakht et al., 2015). Nos résultats sont similaires avec ceux de Firouzbakht
et al. (2015) qui ont trouvé 100% de B.bassiana testés présentaients une activité

éstérasique.

Les métabolites secondaires isolés des microorganismes et qui exhibent une
activité antimicrobienne (antibactérienne, antifongique, antiprotozoaire), sont dits
antibiotiques (Berdiy, 2005). Ils peuvent exercer une activité antibactérienne,
antifongique et antiprotozoaire (Berdiy, 2005). La synthése des antibiotiques est

étroitement liée au métabolisme cellulaire qui est a son tour lié a la disponibilité des
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éléments nutritifs ainsi qu’a d’autres conditions environnementales (Thomashow,
1996).

L’extrait de Beauveria bassiana obtenu par le solvant d’acétate d’éthyle a été
séparé par CCM. Les résultats obtenus montrent que les deux phases mobiles acétone
et acétate d’éthyle méthanol utilisées pour chaque standard ne sont pas polaires avec
I’extrait acétate d’éthyle de cette souche Sn 182, ce qui signifie que ces deux phases
ne conviennent pas a la séparation des différents composes contenus dans I’extrait de
B.bassiana. Nos résultats montrent que la souche Snl182 est probablement non

productrice de composés a effet antibiotique cas de 1’ampicilline et le kétoconazole.

Les résultats de CCM et HPLC de Berestetskiy et al. (2018) ont monté que
Beauveria bassiana produit le métabolite secondaire beauvericin qui joue un réle

important en tant qu’antibiotique, cytotoxique et insecticide.

Bien que des métabolites secondaires autres que D’ampicilline et le
kétoconazole non pas été identifiés au cours de cette recherche, Strasser et al.
(2000) et Vey et al. (2001) rapportent qu’il existe chez B.bassiana des composés tels
que la bassianine, le bassianolide, beauverolides et le beauveriolides (Berestetskiy et
al., 2018).

Les résultats obtenus a partir de la détermination de 1’activité antagoniste par
la méthode de diffusion sur disque ont révélé la capacité de certains extraits de
chloroforme et d’acétate d’éthyle des champignons endophytes testés a inhiber la

croissance des souches pathogenes utilisés.

Cette inhibition est due principalement a 1’antibiose qui résulte de la
production des substances qui agissent comme des antibiotiques. L'antibiose est
définie comme un antagonisme induit par la production des métabolites spécifiques
ou non des microorganismes qui sont nuisibles a la croissance ou aux activités
métaboliques d'autres organismes. Il s'agit de la production d'antibiotiques, de
composés organiques Vvolatils bioactifs (COV), d'agents lytiques, d'enzymes et de
substances toxiques (Lipa et al., 2017).

D’aprés nos résultats, il apparait que B. bassiana applique probablement

I’antibiose comme mécanisme d’action. Ses extraits ont permis ’apparition d’une
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zone d’inhibition vis-a-vis des champignons phytopathogénes Fusarium oxysporum
f.spalbedinis et Fusarium oxysporum f.sp lycopercici. Nos résultats sont similaires a
ceux d’Ownley et al. (2010) ou ils ont signalé la présence du phénomene d'antibiose
de B. bassiana contre des agents phytopathogenes, notamment Gaeumannomyce
sgraminis var. tritici, Armillaria mellea, Rosellinia necatrix, Fusarium oxysporum,
Botrytis cinerea, Pythium ultimum et Rhizoctonia solani. Selon Sheng-Li et Zheng-zhi
(2011), B. bassiana a la capacité d’inhiber le pathogéne par compétition sur les
nutriments et I’espace suivie de mécanisme d’antibiose. Cette action est observée par

la technique de confrontation sur milieu gélosé.

Une zone d’inhibition claire a été observée chez les extraits des trois souches
antagonistes de C. rosea {G133, C318 (1), C318 (2)} vis-a-vis des deux champignons
pathogenes testés. Cela signifie que les extraits de ces souches jouent un role
antifongique contre ces deux pathogenes. Le parasitisme des hyphes s'est avéré étre la
forme d'antagonisme utilisée dans le cas de Clonostachys rosea. La capacité de C.
rosea a traiter le mycoparasitisme des hyphes, des sclérotes et d'autres fructifications
chez divers types de champignons est bien connue. L'espéce produit également des
inhibiteurs fongiques et des enzymes qui dégradent les parois cellulaires, entrainant la
perte de turgescence et provoquant la lyse d'hyphes pathogénes (Suazo et al., 2011).
Patkowska et al. (2018) ont rapporté 1’inhibition de Fusarium oxysporum et d’autres
champignons pathogénes tels que Sclerotinia sclerotiorum, Altenaria dauci,
Alternaira radicina, et Rhizoctonia solani par Clonostachys rosea. Selon Mohamed
Mahmoud (2017) Clonostachys sp. et Beauveria bassiana sont des antagonistes tres
efficaces contre trois agents pathogenes telluriques (F.oxysporum f.sp albedinis, F
.oxysporum f.sp lycopercici ainsi que Gaeumanomyces graminis var. tritici) et leurs
effets d’antagonisme étaient remarquables par le phénomene de mycoparasitisme et

de I’antibiose.

L’apparition de la zone d’inhibition a été observée dans les extraits de
Phomopsis contre les deux champignons phytopathogenes, ce qui confirme 1’activité
antagoniste de cette souche. Les études de Santos et al. (2019) ont démontré que le
type d'interaction entre les endophytes et les agents pathogénes était I'inhibition de la
croissance mycélienne par contact, ce qui suggere que la compétition pour I'espace

comportait le mécanisme d'inhibition. lls ont également prouvé la capacité de
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Phomopsis a réduire la croissance des phytopathogenes Fusarium solani, Glomerella
sp. et Moniliophthora perniciosa. Mohamed Mahmoud (2017) a montré que
Phomopsis applique le phénoméne de ’antibiose qui se traduit probablement par la
production des antibiotiques qui inhibent la croissance mycélienne des pathogénes
(F.oxysporum f.sp albedinis, F. oxysporum f.sp lycopercici ainsi que Gaeumanomyces

graminis var. tritici).

Les résultats ont montré que parmi les dix extraits d'acétate d'éthyle testés pour
leur activité antifongique, 30 % ont révélé une activité positive vis-a-vis du
champignon Fusarium oxysporum f.sp albedinis et 40 % contre le champignon
Fusarium oxysporum f.sp lycopercici. Tandis que 30 % des extraits de chloroformes
ont montré un effet antagoniste contre Fusarium oxysporum f.sp albedinis et 10 %
contre Fusarium oxysporum f.sp lycopercici. Cela peut étre expliquée de deux
manieres : (i) 1l se peut que les composants actifs ne soient pas bien dissous dans les
extraits par le solvant ou que de trés petites quantités soient extraites, ce qui donne
peu ou pas d’efficacité aux extraits.(ii) Il est fort probable que les composants
bioactifs ont la polarité qui est la mieux extraite par I'acétate d'éthyle parmi les

fractions de solvant (Ogundare et al., 2006).
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Les champignons endophytes sont considérés comme des sources d’excellents
nouveaux produits naturels bioactifs tels que les antibiotiques et les enzymes. Ils ont un
potentiel d’exploitation dans le domaine médical, agricole et industrielle. Ces molécules
bioactives possedent des propriétés antibactériennes, antifongiques et insecticides. Les effets
bénéfiques induits par ces endophytes ne se limitent pas a la promotion de la croissance des
plantes, mais également réagissent comme agents de protection des végétaux contre les

ravageurs et les microorganismes phytopathogenes.

D'aprés nos résultats nous constatons que la production d’enzymes extracellulaires par
des tests qualitatifs a été retrouvée chez les 5 souches testés. Cela a été prouvé par 1’apparition
d’une zone claire autour de leurs colonies. 100 % (cing souches) des endophytes testés ont la
capacité de dégrader la chitine et de solubiliser le phosphate, ce qui indique que toutes les
souches testées sont productrices de chitinase et de phosphatase, 80 % (4 souches) dégradent
les protéines par la production de la protéase. Pour I’activité lipasique et estérasique
seulement Beauveria bassiana (20 %) a produit la lipase et I’estérase et 100 % des souches

testés ne dégradent pas la pectine et ’amidon et ce par 1’absence de pectinase et d’amylase.

Selon les résultats d’analyse de 1’extrait d’acétate d’éthyle de Beauveria bassiana par
la chromatographie sur couche mince, nous avons constaté que les phases mobiles acétone,
eau, toluéne, acide acitique glacial et acétate d’éthyl métahnol ne permettent pas la séparation
des différents composés contenus dans 1’extrait de B.bassiana, ce qui est peut étre due a
I’absence de polarité entre I’extrait testé et les 2 phases mobiles. Nos résultats montrent
également que cette souche est probablement non productrice d’antibiotiques cas de

I’ampicilline et de kétoconazole testés.

L’activité antagoniste a travers la méthode de diffusion sur disque en présence des
deux champignons phytopathogénes (Fusarium oxysporum f.sp albedinis et Fusarium
oxysporum f.sp lycopercici et les extraits de chloroforme et d’acétate d’éthyle des cing
souches endophytes ¢tudiées, a montré 1’apparition des zones d’inhibition allant de 0 a 5 mm

pour les extraits d’acétate d’éthyle et de 0 a 3,5 mm pour les extraits de chloroforme.

Nous avons remarqué que parmi les extraits des cinq souches testés, 1’extrait d’acétate
d’éthyle de la souche de Clonostachys rosea (C318 (1)) a enregistré la meilleure zone
d’inhibition qui est de 5 mm vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp lycopercici, alors qu’un

diamétre de 4 mm a été enregistré par 1’extrait d’acétate d’éthyle de Beauveria bassiana
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(Sn182) et de Phomopsis C141 vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp albedinis. Tandis qu’en
présence d’extrait chloroformique de Clonostachys rosea C318 (2), la zone d’inhibition
enregistrée était de 3,5 mm vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp albedinis, alors qu’elle était

de 2 mm chez Beauveria bassiana Sn182 vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp lycopercici.

Le test de diffusion sur disques a démontré que parmi les 10 extraits d’acétate d’éthyle
testés trois extraits des souches de Beauveria bassiana, Phomopsis, et de la souche (G133) de
Clonostachys rosea ont la capacité d’inhiber la croissance de F. oxysporum f.sp albedinis F. et
de F. oxysporum f.sp lycopercici, alors que I’extrait de la souche C318 (1) de C.rosea a
exercé une inhibition seulement sur ce dernier agent pathogene. Sur les 10 extraits de
chloroforme testés trois extraits ; celui de Phomopsis sp. (C141, et des deux souches de
C.rosea C318 (1) et C318 (2) ont montré une activité antagoniste vis-a-vis de Fusarium
oxysporum f.sp albedinis tandis que 1’extrait de B.bassiana Sn182 a montré une inhibition

seulement vis a vis de Fusarium oxysporum f.sp lycopercici.

Les extraits d’acétate d’éthyle avaient plus d’effet que les extraits chloroformiques,
cette différence peut étre expliquée par le fait que les deux solvants ont des polarités
différentes que celles des composants bioactifs, qui ont été peut étre mieux extraites par

I’acétate d’éthyle.

Nous avons constaté que 1’activité antagoniste in vitro dépend non seulement des
extraits des souches antagonistes, mais aussi des pathogénes étudiés. Cette variation est liée
au mécanisme d’antibiose et de mycoparasitisme exercés par les extraits des endophytes qui
fait intervenir des enzymes et des antibiotiques. Ces résultats préliminaires montrent que les
endophytes testés constituent une source et une usine de plusieurs métabolites présentant un
intérét biotechnologique.

En perspectives on propose :

e D’¢évaluer la production des enzymes extracellulaires dans des milieux liquides et
déterminer leurs concentrations par des méthodes appropriées.

e Pour extraire et identifier les métabolites secondaires il sera plus intéressant de tester
d’autres standards que I’ampicilline et le kétoconazole avec d’autres solvants (phases
mobiles).

e D’appliquer ces molécules bioactifs sur d’autres agents pathogénes de quarantaine.

e L’étude in vitro devra étre confirmée par un suivi in vivo sur I’hote de chaque

pathogéne testé.
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ANnexes



Annexe A :

Composition des milieux de culture utilises pour un litre de milieu :

Milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar) : (Jonsthon et Booth, 1983)

Pomme de terre 2009
Glucose 209
Agar 15¢

Eau distillée 10000 ml
pH 6 autoclavage 20 min a 120°C

Milieu de culture PDB (Potato Dextrose Broth) : (Jonsthon et Booth, 1983)

Pomme de terre 200 g
Glucose 20 ¢

Eau distillée 10000 ml
pH 6 autoclavage 20 min a 120°C

Milieu de production de chitinase :

Pomme de terre 200 g
Chitine 209
Agar 15¢g
Eau distillé 1000 ml

pH 6 autoclavage 30 min a 100°C



Annexe B :

Milieu de culture PVK : (Pikovskaya, 1948) :

(NH2)2S04 0549
Extrait de levure 059
Phosphate bicalcique 59
KCL 029
MgSO4 7H20 01g
Glucose 10g
Agar 179
MnsSO4 trace
FeSO4 trace
Bleu bromophénol 2ml
Eau distillée 1000 ml

pH 6.7 autoclavage 30 min a 100°C



Annexe C :

Milieu de culture M9 Agar : (Miller, 1974)

NaxGPO4 69
KH2PO4 30
NaCl 059
NH4CI 1lg

Eau doublement distillée 1000 mi
Agar 209

pH 6.8 autoclavage 30 min a 100°C

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

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

bromophénol

Milieu de culture Pepton agar medium : (Maria et al., 2005)

Peptone 109
NaCl 59
CaCl; 2H20 01lg
Agar 169
Eau distillée 1000 ml
pH 6 autoclavage 30 min a 100°C

Milieu de production d’amylase :

Milieu minimum de Pepton Agar medium + 2 % d’amidon soluble



Annexe D :

Milieu de production de protéase :

Milieu minimum de Pepton Agar medium + 0,4 % de gélatine additionné de 2 ml de bleu de

bromophénol

Milieu de culture GYP : (Maria et al., 2005)

Glucose 1lg
Extrait de levure 0,19
Peptone 0,59
Agar 16 ¢
Eau distillée 1000 ml
pH 6 autoclavage 30 min a 100°C

Milieu de production de Lipase :
Milieu minimum de GYP+ 10g de Tween 20 additionné de 2ml bleu bromophénol.
Milieu de production d’Estérase :

Milieu minimum de GYP+ 10g de Tween 80 additionné de 2ml bleu bromophénol.



