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Résumé

Effet antagoniste in vitro de champignons endophytes vis-a-vis des agents
de flétrissement vasculaire.

La mise en évidence des capacités antagonistes in vitro des champignon endophytes
racinaires isolés a partir de palmier dattier contre deux champignons pathogénes d’origine
tellurique Fusarium oxysporumf.sp albedinis et Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici a été
étudié.

Les essais de confrontation directe, ont montré que les antagonistes testés inhibent
d’une fagon significative la croissance mycélienne des pathogenes,avec des taux d’inhibitions
varient de 38,40% a 66,15 %. Les souches inhibitrices de Beauveria bassianaet de
Clonostachyssp.ont enregistrés 1’apparition des zones d’inhibitions varient de 1,96 a 6 mm
selon I’antagoniste et le pathogeéne testés. Les especes de Trichodermasp. ont envahi les
colonies des pathogenes et sporule méme sur celle-ci, révélant leurs pouvoir mycoparasitaire.
Ces effets antagonistes ont été également confirmé par confrontation indirecte a cause de la
production d’HCN qui est observé en présence de Beauveriabassiana et Aspergillus terreus et
a travers ’utilisation des filtrats de cultures des quatre endophytes testés. L’action de ces tests
a été évaluée par la diminution de la croissance mycélienne des agents pathogenes par rapport

a leurs témoins respectifs.

Les résultats des trois tests réalisés in vitro ont montré que les quatre champignons

endophytestestés peuvent étre utilisés dans la lutte biologique.
Mots clés :

Champignons endophytes, antagonisme, HCN, antibiose, mycoparasitisme.



Abstract

Effect antagonist in vitro of endophytic fung on agents of vascular wilt.

The identification of the antagonistic capacitiesin vitro of root endophytic fungi
isolated from date palm against two pathogenic fungi which are Fusarium oxysporum f.sp

albedinis, Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

The tests have shown that our antagonists inhibit significantly the mycelial growtch of
pathogens, with rates of inhibition ranging from 38,40% to 66,15%. Among inhibitors
isolates Beauveria bassiana and Clonostachys sp. have recorded the appearance of zone of
inhibition ranging from 196 to 6 mm depending on the antagonist and the
pathogen.Trichoderma sp.invaded the colonies of pathogens and sporulate well on it,
revealing their power mycoparasitaire. These antagonistic effects were also confirmed by
indirect confrontationdue to the production of HCN which is observed in the presence of
Beauveria bassiana and Aspergillus terreus and through the use of the culture filtrates of the
four endophytes tested. The action of these tests was evaluated by the reduction of the

myecelial growth of the pathogens with respect to their respective controls.

The results of the three tests carried out in vitro showed that the four

endophyticfungitestedcanbeused in biological control.

Keywords:

Endophytic fungi, antagonism, HCN, antibiosis, Mycoparasitism
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Introduction

Introduction :

Le sol est considéré comme un immense réservoir d’espéces microbiennes, ces
dernieres établissent des interactions entre elles et/ou avec la plante, en présentant différents
modes de vie (symbiose, parasitisme et compétition), ces interactions sont trés importantes et
remarquables surtout au niveau du sol rhizosphériques, elles influencent directement ou
indirectement la croissance et la santé des plantes, elles favorisent positivement leurs
développement comme le cas des mycorhizes et des rhizobacteries bénéfiques. Alors que
d’autres microorganismes agissent négativement sur la viabilité de la plante comme les agents
pathogenes qui sont responsables de nombreuses maladies dites maladies d’origine tellurique
( Lemanceau, 1992) .

Parmi ces maladies, la fusariose vasculaire provoquée par 1’espéce Fusarium
oxysporum est trés redoutables sur de nombreuses especes végétales. Cette espéce est
responsable de la pourriture radiculaires et de trachéomycoses, elle cause des flétrissements
vasculaires aussi bien sur des plantes herbacées que ligneuse (Conrath, 2002). Ce pathogéne
est représenté par une multitude de hotes qui détermines les formes spéciales le cas de
Fusarium oxysporum f.sp lycopersici dont 1’hdte privilégie est la tomate, et Fusarium
oxysporum f.sp albedinis responsable de la fusariose (bayoud) du palmier dattier (Counrath,
2002).

La lutte contre ces organismes pathogénes d’origine tellurique a fait appel a plusieurs
méthodes préventives et curatives, comme 1’emploi de molécules chimiques, telles que le
bromure de méthyle, qui est extrémement dangereux pour I’homme et I’environnement. Ces
molécules étant heurecusement interdites et 1’utilisation des techniques de lutte biologique
reposant sur 1’exploitation des potentialités antagonistes entre les microorganismes,

deviennent une alternative réelle pour le bio contrdle de ces maladies (Alabouvette, 2009).

L’utilisation de certain microorganismes non pathogenes en tant que bio-pesticides
contre les pathogénes telluriques, est une technologie émergente et écologiquement

compatible, considérée comme alternative prometteuse aux pesticides de synthese.

Dans ces derniers années, la découverte de la présence des microorganismes
endophytes, specialement les champignons endophytes racinaires, qui peuvent remplacer les

fertilisants chimiques et les pesticides. La capacité de ces micro organismes eucaryotes de
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coloniser les tissus des plantes vivantes sans causer des symptomes de la maladie ,reportent
leurs capacités a protéger la plante quand elle est exposées aux conditions de stress abiotiques
(Marquez et al.,2007 ; Rodriguez et al.,2008) et biotique (Omacini et al., 2001 ; Nasisawa et
al., 2004), ainsi que la stimulation de sa croissance Ces champignons colonisant les racines
sont observés dans la majorité des especes de plantes terrestres et marines ou ils peuvent vivre
en association mutualiste grace a leurs capacités de mycovitalité et mycohétéroterophie, ce
qui influence positivement le contrdle de plusieurs maladies d’origine telluriques(Abdellatif et
al., 2009).

Globalement, 1’effet protecteur conféré par ces endophytes est basé sur la compétition
pour les nutriments essentiels, sur ’activité antagoniste vis-a-vis de la croissance des
pathogenes via la production d’antibiotiques ou d’enzymes et/ou sur leur capacité a stimuler

des systemes de défense chez I’hdte végétal (Jourdan, 2008).

Dans ce contexte, notre étude est dirigée afin d’évaluer le pouvoir antagoniste de
quatre souches endophytes racinaires a [’encontre de deux champignons pathogénes ;
Fusarium oxysporum f.sp albedinis et Fusarium oxysporum f.sp lycopersici; causant
respectivement, la maladie de Bayoud sur le palmier dattier et le flétrissement vasculaire sur

la tomate.

v



Chapitre | Synthése Bibliographiques

1. Généralités sur les interactions plantes-microorganismes :

Les interactions entre la plante héte et les microorganismes peuvent étre soit
facilitatrices, soit antagonistes pour un indicateur donné comme la croissance de la plante
(Souchie et al., 2006 ; Stinson et al., 2006). Ces deux catégories d’interactions se manifestent
également entre les microorganismes telluriques (Duponnois et Plenchette, 2003 ; Duponnois,
2006). Parmi les groupes fonctionnels composant la microflore tellurique, certains jouent un
role majeur dans I’amélioration de la croissance et de la survie des plantes en augmentant
notamment la biodisponibilité d’éléments minéraux qui constitue fréquemment la principale
contrainte au bon développement du végétal. Dans cette perspective, de nombreux
microorganismes telluriques ont été considérés comme des biofertilisants potentiels dans le
cadre d’une agriculture durable a faible apport d’intrants (Rodriguez et Fraga, 1999 ;
Johansson et al., 2004 ; Matiru et Dakora, 2004 ; Douds et al., 2005 ; Gentili et Jumpponen,
2006). 11 s’agit notamment des champignons mycorhiziens qui améliorent la nutrition
hydrique et minérale (Duponnois et al., 2005 ; Lambers et al., 2008) et la protection
phytosanitaire (Leyval et Joner, 2001 ; Joner et Leyval, 2003) des plantes ainsi que des
bactéries fixatrices d’azote qui sont capables de piéger 1’azote atmosphérique et de le rendre
accessible aux plantes (Samba et al., 2002 ; Matiru et Dakora, 2004). Des processus de
mobilisation d’¢éléments nutritifs a partir de formes complexes de phosphates organiques et
inorganiques ont également été mis en évidence chez ces microorganismes (Chabot et al.,
1996 ; Alikhani et al., 2006). En revanche, il existe des microorganismes phytopathogenes
dans le sol et susceptibles de réduire fortement la survie et le développement des végetaux
(Miller et al., 1997 ; Nyvall, 1999).

1.1. Les types d’interactions plantes-pathogénes :

1.1.1. Commensalisme :

Le commensalisme existe au niveau de la rhizosphére notamment par des changements
dans les conditions environnementales (humidité, pH, le potentiel osmotique, etc...) par un
micro-organisme rendant ainsi un climat favorable pour le développement d'un autre. Aussi,
certains organismes degradent ou neutralisent des substances toxiques favorisant ainsi la

croissance des autres (Curl et Truelove, 1986).

-
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1.1.2. Mutualisme :

Le mutualisme ou symbiose est une association mutuellement avantageuse aux
microorganismes partenaires, exemple : de Proteris vulgaris qui a besoin de biotine, mais qui
synthétise l'acide nicotinique requis par Bacillus polymyxa qui le transforme en biotine

(Dommergues et Mangenot, 1970).

1.1.3. Hyperparasitisme :

L'hyperparasitisme est l'attaque directe d'un microorganisme par un autre dans un but
nutritionnel. La rhizosphére qui héberge une large variété de populations microbiennes,

constitue un milieu favorable pour I'apparition du parasitisme (Gagné, 1984).

1.1.4 .Antagonisme :

L’antagonisme microbien est un phénoméne entre deux organismes (1’antagoniste et
le pathogenes) (Pal et MeSpadden Gardener., 2006). Cette alternative consiste a utiliser des
microorganismes pouvant étre antagonistes des agents pathogeénes et /ou éliciteurs des plantes,
et aussi ces microorganismes ont la capacité de stimuler directement la croissance des plantes
(Hinsinger et Marschner, 2006).

En écologie, le terme d'antagonisme désigne une inhibition ou une action défavorable
d'un organisme vis-a-vis d'un autre a l'intérieur d'une population microbienne mixte (Curl et
Truelove, 1986). L'antagonisme se manifeste généralement soit par une compétition, un

hyperparasitisme, une production de sidérophores ou par une antibiose.

2. Modes d’action des agents antagonistes :

La protection conférée par un microorganisme de lutte biologique s’appuie sur un ou
plusieurs mécanismes d’action tels que la compétition (pour éléments nutritifs, I’oxygene et
I’espace), I’antibiose, le parasitisme, la diminution de I’agressivité du pathogene et I’induction
de la résistance chez la plante (Tableau 1). L’étude de ces mécanismes d’action est une étape

importante dans le développement de la lutte biologique (Jijakli, 2003).
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Tableau 1: Différents

champignons phytopathogénés.

Synthése Bibliographiques

types d’antagonismes menant a la lutte biologique contre des

Types

Mode d’action

Exemples

Références

Antagonisme

direct

compétions

Trichoderma

Bouziane et al.,
2011

hyper parasitisme

Gliocladium

catenulatum

Lahdenpera, 2000

antibiose

Aspergillus sp.

Shanker et al., 1993

Antagonisme

indirect

Induction de la

résistance

Pythium

Picard et al., 2002

Oligandrum

2.1. Antagonisme direct

2.1.1. Compétition pour la nutrition et I’espace :

La compétition pour les éléments nutritifs entre en jeu lorsqu’il y a simultanément
consommation du méme composé par plusieurs microorganismes. Pour étre un compétiteur
efficace, un agent antagoniste doit étre capable d’utiliser rapidement et efficacement les

éléments nutritifs présents en faible concentration sur les organes de la plante (Jijakli, 2003).

En occupant la méme niche écologique qu’un agent pathogene, un microorganisme
peut entrer en compétition avec l'agent pathogéne par rapport aux nutriments, ce qui peut
diminuer ou méme empécher la croissance de cet agent pathogene. Par exemple, certains
champignons produisant des siderophores ont un avantage écologique. Ces sidérophores
captent le fer, pouvant le rendre ainsi non disponible pour l'agent pathogene ce qui,

conséquemment, limite sa croissance.

v
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Outre la compétition nutritionnelle, la compétition spatiale contribue aussi a la
réduction des infections racinaires par les agents phytopathogénes (Benitez et al., 2004). En
effet, les microorganismes ayant la capacité de coloniser les racines comme les bactéries
promotrices de la croissance des plantes (Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB) protégent
les racines et occupent les sites d’infection aux agents phytopathogénes (Benitez et al., 2004 ;

Compant et al., 2005).

2.1.2. Mycoparasitisme :

Ce mécanisme de lutte consiste en une interaction directe entre deux microorganismes
ou les tissus vivants de I’un constituent une base nutritive pour I’autre (Helluy et Holmes,
2005). II implique l'invasion des cellules de I'agent pathogene par le microorganisme
antagoniste (Corbaz, 1990). L'agent antagoniste utilisera des enzymes lytiques tels que des
glucanases, des chitinases et des lysozymes pour dégrader les parois de I'agent pathogéne.
Valueva et Mosolor (2004), ont montré que les enzymes utilisées par les antagonistes ont
souvent une activité en mélange ou en synergie avec les antibiotiques. Par exemple, il a été
démontré que les hyphes de I’agent pathogéne Rhizoctonia solani et les spores de I'agent
pathogene Cochliobolus sp. peuvent étre perforées dans le sol par des myxobactéries du genre
Polyangium et des amibes vampyrellides. Cette dégradation entraine une diminution de la
population des agents pathogenes. Certains actinomycetes produisent aussi des chitinases et
des glucanases pour dégrader les parois de Fusarium oxysporum (El-Tarabily et al., 1997;
Sabaou et al., 1998 et Errakhi, 2008).

L’agent antagoniste le plus cité pour le mycoparasitisme est sans aucun doute le
champignon Trichoderma (Chet et Inbar, 1994 ; Haran, 1996). Elad et al., (1983) ont
découvert que des glycoprotéines appelées lectines étaient produites par certains agents
pathogenes comme Rhizoctonia solani. Ces lectines semblent étre impliquées dans la
reconnaissance de I’interaction entre Trichoderma et son hote fongique. Le role des lectines
dans le mycoparasitismes et la lutte biologique, qui a été prouvé et discuté par Inbar et Chet
(1992,1997) (Figure 1).

-
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Figure 1 : Mycoparasitisme de trios Trichoderma strains avec Sclerotinia minor (Sm) et Sclerotini.
série al -5 Correspond a la souche IBA-4, la série b1-5 correspond a la souche IBA-38, et la série ¢ I-5
correspond a la souche IBA-56.T= souche de Trichoderma série 1a,1b, et 1c=contrdles des souches
antagonistes (TC) ;Séries 2a,2b et 2c interaction entre 1’antagoniste avec Sm ;Séries 3a,3b, et 3c
contréle de Sm, Séries 4a,4b, et 4c Interaction entre I’antagoniste avec Ss ;et séries 5a,5b et 5¢
contrble de Ss

2.1.3 Antibiose :

La sécrétion de substances antibiotiques par les microorganismes est un phénoméne
fréquent. Certains métabolites sont capables d’interférer avec la germination, la croissance
mycélienne et/ou la sporulation des agents phytopathogénes. D’autres entrainent le relargage
de composes cellulaires suite a la perturbation de la perméabilité cellulaire. L'antibiose est le
mode d’action le plus étudié chez les agents de lutte biologique (Jijakli, 2003). Elle consiste
en la production par I’agent antagoniste d'antibiotiques efficaces contre 1’agent pathogéne.

Ces antibiotiques vont ralentir ou arréter la croissance de I'agent pathogéne. (Corbaz, 1990).

L’antibiose repose donc sur I’émission par un micro organisme de métabolites
secondaires solubles ou volatiles responsables de I’inhibition de la croissance d’un second
microorganisme. L’antibiose est la formation de substances toxiques pour I’agent pathogeénes,
exemple typique de 1’agrocine d’Agrobacterium radiobacter. Les cas les plus décrits

d’antibiose impliquent une bactérie productrice de métabolites secondaires antagonistes
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contre une autre bactérie ou champignon phytopathogene (Fravel, 1988 ; Handelman et
Stabb, 1996 ; Thomashow, 1996 ; Waller, 1988).

La production d’antibiotique requiert que le microorganisme producteur possede les
éléments nutritifs indispensables a la biosynthése de ces substances (Baker, 1968). Les
nutriments ne sont pas dispersés de facon uniforme dans le sol mais localisés dans le

spermosphére, la rhizosphere et autour des débris des végétaux et des lésions des plantes.

2.2. Antagonisme indirect :

2.2.1. Induction de la résistance chez I’hote :

Des microorganismes intervenant dans la lutte biologique sont capables aussi de
déclencher une résistance systémique induite (ISR) chez la plante hote, ce qui peut rendre
I’hdte plus résistant a 1’agression future exercé par des agents pathogenes (Jijakli, 2003).
L’induction des systémes de résistance chez la plante a ét¢ démontrée pour la premiére fois
par Kempe et Sequira (1983). Ces derniers ont remarqué que des pré-traitements par des
bactéries ont protégé des tubercules de pomme de terre des infections de Pseudomonas

solanacearum.

Le microorganisme antagoniste peut consister en une souche avirulente occupant la
méme niche écologique qu'un agent pathogene. L’induction des systémes de résistance se
manifeste par des modifications au niveau de la composition des parois cellulaires ou la
libération des éliciteurs. Ces derniers sont des substances mettant en branle les mécanismes de
défense de la plante. Celle-ci produira alors des phytoalexines et des protéines PR qui lui
conférent une résistance systémique (Agrios, 1988 ; Toussaint, 1996). Par exemple,
Trichoderma harzianum T-203 induit des changements structuraux et chimiques des parois
cellulaires des plantes ce qui augmente leur résistance aux infections par les phytopathogenes
(Brimner et Boland, 2003).

Les maladies racinaires des plantes cultivées sont généralement attribuées a des agents
bactériens et/ou fongique adaptés a la vie tellurique. Les affections ou infections
cryptogamiques sont souvent redoutables et affectent une gamme tres large de plantes
cultivées .divers genres de mycetes tels que les Fusarium, sont des causes directes en agissant
individuellement ,en complexe et méme en chaine, provoquant divers types de maladies et des

dégats économiquement importants (Conrath, 2002).
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Parmi ces pathogénes Fusarium oxysporum est un pathogéne ubiquiste bien représenté
au sein de la communauté microbienne tellurique, notamment la microflore rhizosphérique, il
se rencontre pratiquement dans la quasi-totalité des sols agricoles surtout sous sa forme
asexuée. Cette espece présente des formes phytopathogénes hautement spécifique sur des
hotes déterminés, Plusieurs formes spéciales selon la plante hote attaquée sont présentées
entre autre la tomate est la plante hote attaqué par Fusarium oxysporum f.sp lycopersici et le
palmier dattier sous la menace de Fusarium oxysporum f.sp albedinis (Armstrong et
Armstrong, 1981).

2.2.2. Production d’HCN :

Les cyanides sont des métabolites secondaires produits par plusieurs microorganismes.
IIs peuvent étre produits directement a partir de la glycine ou a partir des glycocides
cyanogenes. L’action bénéfique de cette molécule, est liee a la lutte biologique, liée a
I’induction des mécanismes de défense des plantes et a antagonismes (Bakker et Schippers,
1987).

La présence Les endophytes dans les tissus de la plante peuvent influencer la
production des métabolites volatils de la plante (Rini et Sulochana, 2007 ; Baysal et al.,
2008). Des études ont clairement démontré I’efficacité relative des endophytes dans la
production des métabolites comme I'HCN qui sont impliqué dans la promotion de la

croissance des plantes et la résistance systémique induite (Nandhini et al., 2012).

3. La lutte biologique :

D’apres la définition de Cook et Baker (1983), la lutte biologique consiste a réduire la
densité d'un agent pathogene et/ou I’activité de celui-Ci (le potentiel infectieux). L utilisation
d’une méthode de lutte biologique ne cherche pas a prévenir une éradication totale de 1’espece
envahissante mais son objectif est d’en réduire suffisamment et durablement les effectifs pour
les amener en dessous d’un seuil de nuisibilité, écologiquement et/ou économiquement
acceptable. L’objectif principal de cette méthode est donc de rétablir un équilibre durable
entre I’agent de lutte biologique et 1’agent pathogéne (Suty, 2010). La réussite de la lutte
biologique nécessite 1’application d’un agent de bio controle efficace. L’efficacité est
notamment liée a I’utilisation de plusieurs modes d’action (Cook, 1993 ; Benbrook et al.,
1996) et a la capacité de 1’agent de lutte biologique a coloniser et a s’installer dans le milieu

rhizospherique des plantes (Singh et al., 2003).
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Les microorganismes rhizospheriques peuvent étre des agents les plus utilisables pour
le biocontr6le des pathogénes des plantes comparées a d’autres microorganismes, ces agents
de lutte appelés PGPR et PGPF peuvent avoir des effets béenéfiques dans le controle des

champignons pathogenes des racines (Adam, 2008 ; Caron, 2000).

3.1. Les PGPR:

Les PGPR ou «Plant Growth-Promoting Rhizobacteria » sont des bactérie qui se
développent dans la rhizosphére, et qui ont un effet positif sur la plante, pour ces effet on les
considere comme rhizobactéries promotrice de la croissance végétale (Dey et al., 2004 ;
Herman et al., 2008 ; Microrsky, 2008). Ces bactéries sont utilisées en agriculture pour la
biofertilisation des sols en fixant 1’azote atmosphérique qui pourra étre par la suite utilisé par

les plantes, et améliorant leur croissance lorsque 1’azote du sol est limité (Glik, 1995).

La fixation biologique de l'azote, joue un role majeur dans le cycle de l'azote. Les
bactéries fixatrices d'azote possédent un complexe enzymatique, appelé nitrogénase, qui
assure la réduction de l'azote moléculaire en ammoniaque (Glick, 1995). Ces bactéries
présentent une tres grande diversité dans leur mode de vie et leur association avec les
végétaux. Elles peuvent induire la croissance des plantes par la promotion directe ou indirecte
(Vermaet al., 2010).

L’effet phytobénéfiques direct des bactéries PGPR peut correspondre a une
augmentation de la qualit¢ de nutriments disponibles (fixation libre de 1’azote et la
solubilisation du phosphate, etc.) (Dobbelaere et al., 2003), une augmentation de la
microstructuration du sol rhizosphérique qui retient alors mieux 1’eau , une modification de
I’équilibre hormonal de la plante (production de phytohormones, désamination du précurseur
de I’éthyléne) et I’induction d’une réponse systémique chez la plante, de type ISR (Induced
Systemic Resistance) ou plus rarement SAR (Systemic Acquired Resistance) (Glick et al.,
1998 ; Dobbelaere et al., 2003).

3.2. PGPF ou champignons benéfiques :

Les champignons bénéfiques appelés PGPF (Plant Growth Promoting Fungi) (Bent,
2006), sont également utilisés pour le biocontrole des maladies des plantes grace a leur
capacité de stimuler les défenses des plantes et présenter une activité antagoniste vis-a-vis des

agents phytopathogénes (Wipps, 2001).
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Les PGPF peuvent étre isolés a partir des plantes ligneuse (Arnold et al., 2003) comme
ils peuvent étre presents chez les plantes herbaces (Sinclaire et Cerkaukas ,1996 ; Saikkonen
et al .,,1998). IIs peuvent étre épiphytes et/ou endophytes (Carrol, 1988 ; Clay, 1990 ; Faeth,
2002 ; Hahn et al., 2003) et sont méme quelque fois a ’origine de symbiose remarquables

comme le cas des mycorhizes (Selosse et al., 2004).

Divers mécanismes d’action sont impliqués dans la stimulation de la plante lors de
I’association bénéfique entre une plante et les PGPF. Ces microorganismes peuvent agir
¢galement par une interaction directe avec 1’agent pathogéne, ce qui protége la plante
indirectement. Ceci peut se réaliser par le biais d’un mycoparasitisme et /ou d’'un phénomene
de compétition pour I’espace et les nutriments (Whipps, 2001 ; Mauchlin et al., 2002 ;
Howell, 2003).

Les endophytes ont recues une attention croissante ces dernieres années comme un
supplément prometteur ou une alternative aux produits chimiques (Wagenaar et Clardy, 2001)
dont ils jouent un réle important dans la protection des plantes exposées a divers stress
abiotique (Marquez et al., 2007 ; Rodriguez et al., 2008) et biotique (Rai et al.,2004) et dans
la promotion de leur croissance (Deshmukh et Kogel,2007). Ces endophytes surtout fongiques

peuvent étre classés parmi les PGPF.

4. Champignons endophytes :

La définition la plus couramment utilisée pour décrire les endophytes est celle de
Petrini (1991), qui définit les endophytes comme étant des microorganismes vivant dans les
organes végétaux interne a un certain moment de leurs vie et peuvent coloniser les tissus

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

Les premiéres descriptions de ces microbes remontent & la fin du 19 ™ et 20 ®™ sigcle
(Staniek et al., 2008). En 1866, Anton De Bary, inventa le terme endophytes, qui est composé
de deux mots grecs, endo signifiant au sein ou dedans désignant a I’intérieur de la plante et
qui désignait tout organisme vivant a I’intérieur des tissues de plantes (Hyde et Soytong,
2008).

Les champignons sont les microorganismes les plus frequemment isolé en tant
qu’endophytes (Strobel et al., 2004), Ce sont des champignons qui peuvent croitre de fagon

intra et/ou intercellulaires dans les tissus internes des plantes, sous la couche des cellules
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épidermiques sans causer aucun symptome apparent chez I’hote (Morica et Ragazzi, 2008 ;
Vega et al., 2008 et Pimentel et al., 2011). lls ont été isolés de toutes les plantes déja étudiées
(Hyde et Soytong, 2008), leurs fagcons de croitre symptomatiquement dans les tissus de
plantes a montre que leurs relations avec I’hote était de I’ordre du mutualisme et de
la symbiose mais leur biodiversité suggére qu’ils peuvent étre également des saprophytes ou

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

4.1. Champignons endophytes comme source de produits naturels
bioactifs :

Le développement de résistance aux médicaments de plusieurs bactéries,
I’augmentation de 1’incidence des infections fongiques, ainsi que d’autres problémes de santé
et d’environnement, poussent a rechercher de nouvelles substances biactives. Ceux produites
par des champignons endophytes, en plus d’étre impliqués dans la relation hote-endophyte, ils
peuvent aussi avoir des applications en médecine, I’agriculture et 1’industrie (Strobel, 2002a).

Les champignons endophytes sont considérés comme un important réservoir de
nouveaux métabolites secondaires bioactifs (Strobel et al., 2004 ; Tan et Zou, 2001),
produisant le plus grand nombre de métabolites secondaires par rapport aux autre catégories
de microorganismes (Zhang et al., 2006), ainsi qu’une grande diversité structurale
comprenant des alcaloides (amines, amides...), peptides, stéroides, terpénoides, phénols,
quinones, composés aliphatiques, flavonoides etc. (Yu et al., 2010). Ces substances naturelles
produites par les champignons endophytes possedent un large spectre d’activité biologique
(Zhang et al., 2006).

4.2. Roles des champignons endophytes :

Les champignons endophytes recoivent 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’endophytes (Clay et Schardl, 2002).

4.2.1. Protection contre les microorganismes pathogeénes :

Plusieurs mécanismes peuvent étre utilisés par les endophytes pour inhiber les
microorganismes phytopathogénes. Parmi eux, il ya la production d’antibiotiques, la
stimulation des mécanismes de défense de I’hdte, la concurrence pour la nourriture ou les sites

de colonisation ainsi que et le mycoparasitisme (Cao et al., 2009).
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De nombreuses espéces de champignons endophytes produisent divers métabolites
secondaires (Strobel, 2002b Schulz et Boyle, 2005 ; Wang et al., 2007).

Les études, de Koshino ont démontré que le champignon endophyte Epichloé typhina
de Phleum pretense produisent des sesquiterpénes (chokols AG) jugés étre des fongitoxiques
contre le champignon pathogene Cladosporium phlei. La cryptocine qui est produite par
I’endophyte Cryptosporiopsis quercina héberge dans une plante médicinale Tripterigeum
wilfordii, a montré une puissante activité contre Pyricularia oryzae agent de la pyriculariose
du riz (Li et al., 2000).

Plusieurs extraits liquides des cultures des endophytes , ont démontré une inhibition
de la croissance de plusieurs espéeces de champignons phytopathgénes (Liu et al., 2001 ; Park
et al., 2005 Inacio et al., 2006 ; Kim et al., 2007). (Dingle et McGee, (2003) ; Istifadah et
McGee, (2006) ont fait 1’expérience avec les endophytes du blé¢ Chaetomium et Phom.,
L’inoculation de ces champignons ainsi que I’application de leurs filtrats de cultures sur la
plante ont réduit de la méme facon la sévérité de la maladie foliaire causé par Puccinia sp. et

Pyrenophora sp.

Les endophytes peuvent aussi induire ou activer des mecanismes de défenses des
plantes hétes (Arnold et al., 2003). Rodriguez et al., (2004) ont observé que les mécanismes
de défense étaient activés plus rapidement chez les plantes hétes que chez les autres plantes.
Ces mécanismes principalement impliqués dans la défense, sont la stimulation du
métabolisme oxydatif, la mort cellulaire rapide et localisée, I’accumulation de phytoalexines
et la synthese de protéines reliées a la pathogénése (PR). Lors de I’inoculation de
Piriformospora indica, un endophyte qui colonise les racines des plantes, une résistance
contre deux champignons pathogénes (Fusarium culmorum et Blumeria graminis) a été
observée. La protection contre 1’agent pathogeéne foliaire semble étre méditée par un
mécanisme de résistance induit, ou il y a eu une réaction de défense impliquant la mort des
cellules hote (Waller et al., 2005).
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4.3. Biodiversités des champignons endophytes :

Les champignons endophytes sont extrémement ubiquitaires; la majorité des especes
végetales dans les écosystemes naturels hébergent des champignons endophytes (Rodriguez et
al., 2009). ils sont trouvés dans les Coniferaceae, Gramineae et Ericaceae et d’autre (Okane
et al., 2001) (Tableau 2).

Tableau 2 : Quelques exemples de champignons endophytes et leurs plantes hotes.

Champihnon endophyte Plantes hotes références
Trichoderma sp. Cacaotier Mejia et al. (2008) ; Bailey
et al. (2009)

Trichoderma  asperellum | Arabette Segarra et al. (2009)

T34

Beauveria bassiana Cafe Peterson et al. (2005)
Blé,coton ,tomate Ownley et al. (2010)

T. harzianum Poivron rouge Chang et al. (1986)
Tomate, tabac Windham et al. (1994)

4.3.1. Beauveria bassiana :

Le champignon Beauveria bassiana est un mycete filamenteux naturel, initialement
décrit par Jean Beauveria en 1911 sous le nom de Beauveria sp. le genre a été établi par
Veullemin (1912). Il appartient a la classe des ascomyceétes et a I’ordre des hyphomycétes
famille Cordycipitaceae. (Subramanian, 1983), Beauveria est  d’origine tellurique
entomopathogéne facultative, que 1’on trouve également sous forme de saprophyte et
endophyte. B. bassina naturellement présent dans 1’environnement, ubiquitaire et pathogéne
pour de nombreux ordres d’insectes. B. bassiana se multiplie par reproduction asexuée et il
produit des spores de couleur blanchatre a jaunatre qui sont soutenues par de long filaments
en zigzag nommés hyphes transparents de diameétre varient entre 2 et 25 um. elles sont
produites sur des épis courts donnant un aspect épineux aux cellules conidiogenes (Weiser,
1972 ; Lipa ,1975) (Figure 2).
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Figure 2 : Hyphes et conidies de Beauveria bassiana sous microscope (Barron, George 2013)

4.3.1.1. Les metabolites produits par Beauveria bassiana :

Des especes du genre Beauveria ont signalé produire des métabolites secondaires
comme bassianine, bassiacridine, beauvericine, bassianolide, beauverolide, tenelline et

oosporeine (Strasser et al., 2000 ; Vey et al., 2001 ; Quesada-Moraga et Vey, 2004).

4.3.1.2. Importance de Beauveria bassiana :

Plusieurs études ont démontré que le champignon Beauveria bassiana peut étre utilisé
contre déférents insectes ravageurs appartenant a divers ordres, notamment les coléopteres
(Todorova et al., 1996 et al ., 2002 ; Dowd et Vega, 2003 ; Cornia et Beatriz, 2004 ; Liu et
Bauer, 2008a) les homoptéres (Todorova et al., 2002 ; Fenf et al., 2004 ; Daraet et al., 2007 ;
liu et al., 2008b) les Iépidopteres (Todorova et al., 2002a Tadela et pringle, 2003 ; El-Sinary
et Rizk., 2007 ; Nguyen et al.,2007) et les hémiptéres (Luz et al., 1989 ; liu et al 2003 ;
Kauassi et al., 2002 ; Jarrod et Robert, 2005 ; McGuire et Leland, 2006 ; Sabbahiet , 2008a).
Les résultats obtenus concernant la réduction des populations de doryphore de la pomme de
terre. Leplonolars adecemlineala, montrent tout le potentiel de ce champignon comme une
alternative aux pesticides chimiques (Talaei et al., 2006). D’autres études ont démontré que

Beauveria bassiana est un agent de lutte contre les principaux ravageurs des fraiseraies au
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Québec, (Sabbahi et al., 2008b). D’autres travaux de recherche montrent 1’efficacité de

Beauveria bassiana contre le charancon rouge du palmier dattier (Besse et Panchaud., 2014).

4.3.2. Clonostachys sp :

Clonostachyssp. est un champignon commun du sol reconnu comme un saprophyte
avec une haute capacité de compétition. Il est rencontré réguliérement sur une gamme treés
large d’habitats et d’hotes (John et al., 1997).

Clonostachys sp. a été signalé fréquemment sur les racines des plantes, sur les
animaux et insectes morts, et sur les nématodes (Schroers et al., 1999). D’aprés ces auteurs
Clonostachys sp, appartient a la classe des ascomycetes a 1’ordre des Hypo céréales et a la

famille des Bionectriaceae. (Figure 3).

Figure3 : Observation microscopique de Clonostachys rosea. A : Conidiophores primaires,

phialides et conidies. B :Conidiophores secondaires, phialides et conidies. C : Conidie. A.V.
Toledo et al., (2006)
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4.3.2.1. Les métabolites produits par Clonostachys sp. :

L’espéce Clonostachys sp. Produit des composes toxiques enzymatiques tels que les
protéases extracellulaires qui peuvent étre des enzymes clés dans le processus d’infection des
nématodes (Tunlid et al., 1994 ; Ahman et al., 2002 ; Zhao et al., 2004).

4.3.2.2. Importance de clonostachys sp. :

De nombreux isolats de Clonostachys sp. Sont des antagonistes tres efficaces contre
plusieurs champignons pathogenes des plantes, comme par exemple Botrytis cinerea (Choux
et Foury 1994) qui attaque la fraise, la framboise et la tomate (Sutton et al., 1997)

Des études réaliser sur Botrytis ceneria montre que Clonostachys roseum a une
pénétration directe par les pointes des hyphes sans formation d’appressorium et qu’a chaque
pénétration des sites nécessitent que les hyphes de C. roseum produisent une force mécanique
pour surmonter la barriere de la paroi cellulaire au cours de processus d’infection (Li et al.,
2004).

4.4.1. Trichoderma sp. :

Le terme «Trichoderma» a été utilisé pour la premiére fois par le mycologue sud-
africain Christiaan Hendrik Persoon en 1794. C’est le premier qui a décrit le genre
Trichoderma a partir des échantillons collectes en Allemagne.

En 1825, Elias Fries a décrit pour la premiére fois la forme parfaite « Hypocrea »
comme étant une espece avec des ascospores hyalines (Chaverri et Samuels, 2004). En 1865,
les fréres Tulasne ont suggéré que Hypocrea rufa est le téléomorphe de Trichoderma viride
Pers Brefeld (1891) a pu obtenir une culture de T. viride a partir d’une seule ascospore de H.
rufa (Samuels, 2006).

Toute espece fongique a spores vertes appartenant au genre Trichoderma était
considérée comme étant 1’unique espéce : Trichoderma viride (Bisby, 1939). Ce systeme de
I’espéce unique était trés apprécié d’ou aucune compétence particuliére n’a été nécessaire
pour parvenir a une nouvelle identification. Ce type de systématique « espece unique » de
Bisby a incité John Webster et son étudiant Mein Rifai a revoir la taxonomie de Trichoderma
et Hypocrea (Rifai et Webster, 1966 ; Webster et Rifai, 1968).

0
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Les travaux de Rifai (1969) ont abouti a la publication de sa thése, une monographie
révolutionnaire sur les Trichoderma utilisables avec le concept « d' espéces agrégées », basé
sur les caracteres microscopiques anamorphe. Une espece agrégée est une entité composée de
groupement d’espéces trés similaires, difficiles a séparer. Rifai a crée neuf especes agrégees

de Trichoderma (figure 4).

Figure 4: Aspect morphologique des conidies, des conidiophores et des phialides
s de Trichoderma spp. 1. T. viride. 2. T. atroviride. 3. T. harzianum. 4. T. inhamatum. 5. T.

aureoviride. 6. T. koningii (Gams et Bissett, 1998)
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4.4.1.1. Les métabolites produits par Trichoderma sp. :

Les espéces de Trichoderma sont capables de produire plus de 180 meétabolites
secondaires appartenant a différentes classes de composés chimiques (Gams et Bisset 1998;
Reino et al., 2008). Ces composés ont été caractérisés et qui peuvent étre classés en trois
catégories : des composés volatiles, des composes diffusibles et des peptaiboles (Ghisalberti
et Sivasithamparam, 1991). Il est tres difficile de connaitre quels sont les métabolites
secondaires réellement produits et actifs in situ. Certaines souches de Trichoderma peuvent
produire plusieurs métabolites différents selon les conditions environnementales, le sol, la

plante et I’agent pathogeéne auquel elles sont confrontées.

Certaines espéces de Trichoderma, a savoir T. viride, T. harzianum et T. koningii, sont
capables de produire I’antibiotique 6-pentyl-a-pyrone (6PAP) qui appartient au groupe
métabolites volatiles jouant un rdéle dans la lutte biologique a 1’égard des champignons
phytopathogénes tels que Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani et Fusarium oxysporum (Jelen
etal., 2013 ; Blaszczyk et al., 2014).

Les enzymes hydrolytiques dégradant la paroi cellulaire des champignons
phytopathogénes, comme les chitinases, f-1,3-glucanases, cellulases, protéases et autres
hydrolases, sont parmi les métabolites diffusibles impliqués dans le mécanisme d’antibiose
exercé par Trichoderma (Howell , 2003 ; Harman et al., 2004 ; Eziashi et al., 2006 ; De
Castro et al., 2010).

Les Trichoderma peuvent aussi secrétés des peptaiboles (polypeptides) ayant des
effets antifongiques, antibactériens (Gram +) et antivirales. Les composés appartenant a cette
classe comprennent : les viridines, trichotoxines A et B, trichorovines (synthétisées par T.
viride) ; trichorzianines A et B, trichorzines (synthétisés par T. harzianum) ; koningine, acide
koningique, trichokonines (synthétisés par T. koningii) ; longibrachines (synthétisé par T.
longibrachiatum) et autres (Vinale et al., 2006 ; Reino et al., 2008 ; Andrabi et al., 2011).

0
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4.4.1.2. Importance de Trichoderma sp. :

Les especes de Trichoderma sont considérées comme un élément majeur de la
biodiversité des sols et qui sont principalement associées aux racines des plantes. Cependant,
des études récentes ont révélée que les espéces Trichoderma, non seulement sont associées
aux racines des plantes, mais elles persistent ¢galement a 1’intérieur des tissus racinaires (Xia

etal., 2011 ; Mulaw et al., 2013 ; Cummings et al., 2016).

L’utilisation de Trichoderma en lutte biologique pour protéger les plantes cultivées
date Des années 1930, mais leurs propriétés antagonistes sont connues depuis longtemps ou la
premiere publication qui en fait mention en 1887. Cependant, 1’étude approfondie du
phénoméne d’antagonisme et de son application comme moyen de lutte a I’égard des parasites

des plantes n’a débuté qu’entre les deux guerres mondiales.

Les modeles étudiés s’intéressaient essentiellement aux parasites du sol mais déja, en
1952, Wood a signalait 1’efficacité de Trichoderma viride pour controler Botrytis cinerea sur
la laitue (Caron, 2002).

La capacité de Trichoderma sp. a contrdler des agent phytopathogénes du sol est
connue depuis le début du XXieéme siecle, mais ce n’est qu’a partir de 1990 que ce
champignon a été commercialisé sous forme de biopesticide, ce qui indique la somme
considérable de connaissances qu’il faut acquérir avant de permettre 1’utilisation pratique

d’une telle méthode de lutte (Lepoivre, 2003).

En plus, Trichoderma sp. est utilisé commercialement pour la production des
cellulases et d'autres enzymes qui dégradent les polysaccharides complexes. Il est
fréguemment employé dans les industries alimentaires et textiles (Harman, 2006).
Trichoderma sp. a fait I’objet de nombreuses études dans le cadre de la protection des plantes
vis-a-vis des maladies parasitaires Il est capable d’attaquer différents agents pathogénes par
des mécanismes variés dont les principaux sont le parasitisme, I’antibiose et la compétition
(Howell, 2003 ; Vinale et al., 2007). Ces mécanismes sont utilisés de maniére complexe,
indépendamment ou en synergie, suivant 1’adversaire a neutraliser et les conditions du milieu

(Suty, 2010). Un autre mecanisme est proposé pour expliquer l'activité antagoniste du

-
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Trichoderma sp. est I'induction de la résistance chez la plante hote (Howell, 2003 ; Shoresh et
al., 2005).

4.5.1. Aspergillus terreus :

Aspergillus terreus appartenant a la classe des Ascomyceétes. Elle possede un thalle,
hyalin ou coloré, présente un mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés,

termineés en vésicule (Raper et Fennell, 1965).

Les Aspergillus ont une large répartition géographique, mais sont plus souvent
associes aux regions a climat chaud (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002), ils se
développent sur la matiére organique en décomposition, dans le sol, le compost, les denrées
alimentaires, et les céréales. De nombreuses especes d’Aspergillus sont présentes dans
I’environnement, notamment dans la poussiére et 1’air (Morin, 1994). Certaines especes
peuvent étre directement pathogénes pour I’homme et les animaux en étant capable d’envahir
les tissus vivants et provoquer des aspergilloses (Aspergillus fumigatus responsable de
mycoses pulmonaires ; Aspergillus niger responsable d’aspergillose du conduit auditif)
(Morin, 1994). De nombreuses especes d’Aspergillus sont aussi connues pour leur capacité a
produire des mycotoxines responsables de pathologies animales et humaines. Enfin, certaines
especes d’Aspergillus sont utilisées dans I’industrie agro-alimentaire et dans 1’industrie des
produits biotechnologiques notamment pour la production d’enzymes, d’acides organiques et

de molécules bioactives (Botton et al., 1990) (Figure 5).

<
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Figure 5: Quelques espéces du genre Aspergillus : Al et A2 : Aspergillus flavus ; B1 et B2
:Aspergillus fumigatus (Culture de 7 jours sur gélose au malt a 25°C et aspect microscopique)
(Tabuc, 2007).

4.5.1.1. Les métabolites produits par Aspergillus terreus :

De nombreuses especes appartenant au genre Aspergillus (Tableau 3) sont connues
pour leur capacité a produire certaines mycotoxines (Pitt, 2000). Aspergillus flavus et A.
parasiticus sont les principaux producteurs d'aflatoxines. L’aflatoxine B1 est classée comme

cancérigene chez I’homme et ’animal (IARC, 1993).

Aspergillus fumigatus synthétise plusieurs métabolites tres toxiques comme la
fumagiline, I’acide helvolique, la gliotoxine, les dérivés quinoniques, des alcaloides voisins de

ceux de I’ergot de seigle.

Aspergillus niger peut produire de I’acide oxalique, des malformines et, certaines
souches, des aflatoxines. Aspergillus ochraceus est le principal producteur d'ochratoxine A. I

colonise lui aussi de trés nombreux substrats.
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Les métabolites secondaires produits par Aspergillus terreus : gliotoxine, fumagilline,
acide helvolique, trypacidine, fumitrémorgines, fumiquinazolines, aflatoxines, ochratoxines et
stérigmatocystine. Aspergillus terreus élabore aussi des substances antibactériennes, de
toxicité variable tel que la flavipine, la terréine, la citrinine, I’erdine et molécules voisines, la
clavacine (Botton et al., 1990)

Tableau 3 : les Aspergillus producteurs des mytotoxines (pitt,2000)

Espéces d’Aspergillus

Mycotoxines produites

Aspergillus candidus

candiduline

Aspergillus carneus

citrinine

Aspergillus clavatus

acide kojique, patuline, xanthociline

Aspergillus flavus

aflatoxines B1 et B2, acide aspergillique,

acide cyclopiazonique, acide kojique

Aspergillus fumigatus

fumigaclavine, fumagiline, fumitoxine,

fumitremorgine A et C, gliotoxine

Aspergillus niger

malformine, naftoquinone

Aspergillus nomius

aflatoxines Bl et B2, G1 et G2, acide

aspergillique

Aspergillus oachraceus

acide kojique, acide neoaspergillique,
ochratoxine, acide penicillique, acide

sécalonique A

Aspergillus oryzae

acide cyclopiazonique, acide kojique

Aspergillus parasiticus

aflatoxines Bl et B2, G1 et G2, acide

aspergillique, acide kojique

Aspergillus sydowii

sterigmatocystine, griséofulvine

Aspergillus terreus

citréoviridine, citrinine, gliotoxine,
patuline, terréine, acide terréique,

terrétonine, territrem, terramide A

Aspergillus verzicolor

stérigmatocystine

Aspergillus wentii

acide kojique

-
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4.5.1.2. Importance du genre Aspergillus :

Certaines espéces d’Aspergillus sont utilisées dans 1’industrie agro-alimentaire et dans
I’industrie des produits biotechnologiques notamment pour la fermentation de divers substrats
et la production d’enzymes ou d’acides organiques : - Aspergillus awamori, agent lipolytique
d’oléagineux, est utilisé fréquemment au Japon pour la fermentation alcoolique. - Aspergillus
niger est utilisé dans les processus biotechnologiques pour la synthese de différents acides
comme I’acide citrique et 1’acide gluconique ainsi que pour la production d’enzymes : alpha-
amylase, beta-glucanase, catalase, glucose oxydase, lipase, pectinase, polygalacturonase. -
Aspergillus oryzae est utilisé, dans les pays asiatiques, pour la fabrication de produits
fermentés a base de soja. Il est utilisé aussi dans des processus biotechnologiques 35 pour la
production de certaines enzymes comme : alpha-amylase, beta-glucanase, lipase (Botton et
al., 1990).

Aspergillus terreus est un agent important d’aspergilloses pulmonaires et cérébrales
chez les patients immunodéficitaires ; il est souvent isolé des expectorations chez les patients
atteints de mucoviscidose (Baculard et Tournier, 1995 ; Khan et al., 1999) ; c’est aussi une
espéce fréqguemment isolée dans des prélevements de peau et de phaneres. Il est considéré

comme le principal agent d’onychomycoses (Morin, 1994).

A. terreus, a été sélectionnée pour la biosynthése des AgNP en raison de la réaction
rapide. Aprés l'addition de la solution d'ion d'argent 1mM, la couleur du jaune a été changée
en brun. Ce qui indique la formation de particules d'argent colloidal et la variation de couleur
est dd a l'excitation des vibrations de plasma de surface, typiques des AgNP. Le contrdle n'a
montré aucun changement dans la couleur du mélange. Donc, cela a été sélectionné pour la
production d'AgNP et des études de caractérisation. (Biosynthese extracellulaire des
nanoparticules d'argent par les champignons endophytes Aspergillus terreus et son activité

anti dermatophyse G. Sathiya et al., 2013).

-
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5. La fusariose vasculaire du palmier dattier (Bayoud) :

Le Bayoud, fusariose vasculaire du palmier dattier (Phoenix dactylifera L) causee par
un champignon d'origine tellurique Fusarium oxysporum fsp albedinis (Killian et Maire
1930), est la maladie la plus destructive et la plus menacante dans I'Afrique du nord. Elle est
répandue surtout au Maroc et dans une grande partie des palmeraies de 1’Algérie (Percau
Leroy 1958 ; Djerbi 1982 ; Brac et Benkhalifa 1991). En effet, au cours d’un siccle, il a
détruit plus de dix millions de palmiers au Maroc (Pereau — Leroy 1958, Sedra 2005) et trois
millions en Algerie (Dejerbi 1982a, Sedra 2005). Ces derniéres années, la maladie a été
découverte aussi dans les palmeraies d’ Adrar et Tagant en Mauritanie (Sedra 1995, 1999 a, et
b, 2003). La catastrophe causée par le Bayoud ne s‘arréte pas a I'érosion genétique causée par
la disparition de nombreuses variétés parmi les meilleures, mais conduit également a
I'accentuation de la désertification et a I'appauvrissement des phoeniciculteurs qui finissent
par émigrer. Par ailleurs, le Bayoud constitue un véritable fléau des zones phoénicicoles d’une
partie de I’Afrique du Nord et aussi une menace potentielle pour la Tunisie et les autres pays

producteurs de dattes. (Figure 6).

La lutte contre la maladie de Bayoud est un défi qui a longtemps préoccupé les
agriculteurs des zones du sud, utilisant différentes méthodes traditionnelles allant jusqu’a la
brulure des arbres infectés. La meilleure solution consiste a protéger les palmeraies sains en
empéchant leur contamination parles palmeraies infectées. Cette mesure a donné des résultats
satisfaisants dans les palmeraies Tunisiennes, ou la variété Deglat-Nour sensible au Bayoud a

pu étre, jusqu’ici, protégée (Rhouma, 1996).

-



Chapitre | Synthése Bibliographiques

Figure 6: symptémes de Bayoud sur palmier dattier (Djerbi,1990) A :desséchement d’un
coté de folioles. B : mort d’arbre

6. La fusariose vasculaire de la tomate :

La fusariose vasculaire de la tomate est une maladie mortelle (Fusarium wilt) causée
par Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici. Elle affecte la tomate en plein champs ou sous serre
(Bouhot et al .1972).

Ce pathogeéne est un champignon tellurique doté d’une spécificité stricte d’hotes. I1 est

capable d’envahir 1’ensemble du systéme vasculaire de la plante provoque ainsi son
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obstruction et par la suite 1’affaiblissement de la plante qui finit par mourir (Snissi et al.,
2006) (Figure 7).

Plusieurs moyens de lutte ont été appliqués contre la fusariose vasculaire de la tomate,
le moyen préventif consiste a éliminer des débris végétaux et mauvaises herbes, désinfection
des engins et outils de travail qui peuvent heberger le pathogéne. Le moyen chimique tel que
les fongicides systémiques ont montré un effet sensible sur la maladie, cependant, la
migration en profondeur de pathogene montre leur limite d’action. L’utilisation des variétés
hybrides ou résistants et le greffage des varietés sensibles sur des portes greffes résistants

n’ont pas donné de grandes satisfactions du fait de la mutation et de 1’apparition de nouvelles

races parfois trés virulentes (Bouhot, 1978).

Figure 8 : symptdmes de fusariose sur tomate (Cynthia, 2011) A : Desséchement et mort des
feuilles. B : Flétrissement et jaunissement des feuilles C : Brunissement longitudinale de la

tige

E
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Matériel et méthode :

Le but de notre travail est de déterminer I’effet antagoniste in vitro de quatre souches
fongiques endophytes contre deux souches de champignons pathogénes ; il s’agit de Fusarium
oxysporum f.sp albedinis agent causale de la fusariose vasculaire de palmier dattier et
Fusarium oxysporum f.sp lycopersici agent causale de la fusariose vasculaire de la tomate.
Cet effet a été mis en évidence a travers la production de quelques métabolites secondaires

produits par les champignons endophytes (’HCN et les antibiotiques).

1 : Matériel fongique
1.1- Agents phytopathogénes

Les agents phytopathogenes utilisés dans la présente étude provenant de la collection
du laboratoire de phytopathologie (département de biotechnologie faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie de 1’Université Blida 1). Une souche locale de Fusarium oxysporum f .sp
albedinis, isolée a partir des racines de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) d’Algérie et
une souche de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici isolée a partir de la tomate provenant de
laboratoire de phytopathologie de Belgique. (Tableau4), (figure 8).

Tableau 4 : Origine des souches pathogénes testées :

Souches Origine végétale Provenance

Fusarium oxysporum f .sp Palmier dattier Laboratoire de
phytopathologie d’Université

albedinis (F.0.a.) de Blida

Fusarium oxysporum f.sp Tomate Laboratoire de
phytopathologie d’Université

lycopersici (F.o.l.) (Belgique)

S
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Figure 8 : Souches pathogenes utilisées. A : Fusarium oxysporum f .sp albedinis. B :
Fusarium oxysporum f.sp lycopersici

1.2 Agent antagonistes :

Les endophytes fongiques étudiés proviennent de la collection du laboratoire de
phytopathologie provenant des racines de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) de I’ Algérie
et de I’Espagne. Aspergillus terreus est une souche locale et les trois autres sont des souches
espagnoles. Clonostachys sp., Beauveria bassiana et Trichoderma sp. (Figure 9).

4.

Figure 9 : Champignons endophytes utilisée 1 : Beauveria bassiana 2 : Aspergillus terreus,
3 : Trichoderma sp. , 4 : Clonostachys sp.
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2. Méthodes :

2.1. Purification des souches :

La purification a été réalisé par plusieurs repiquages successive des disques mycéliens
de chaque champignon dans des boites de Pétri contenant le milieu gélosé a base de pomme
de terre (PDA).

2. 2. Tests d’antagonisme
2.2.1. Test de confrontation directe :

L’activité antagoniste des champignons endophytes vis-a-vis de deux champignons
phytopathogénes a été étudiée en utilisant la technique de la confrontation directe ou
technique des cultures opposees, décrite par Sivan et Chet (1989). Cette technique consiste a
co-ensemencer, dans la méme boite de Pétri, contenant un milieu PDA (Jonsthon et
Booth,1983) (Annexe 1), deux pastilles gélosées de 5 mm de diametre prélevées a partir de
cultures agées de 7 a 10 jours des souches endophytes et des souches pathogenes. Les deux
pastilles ont été ensemencées a 4,5 cm de distance l'une en face de l'autre et a équidistance du
centre de la boite. Les témoins sont constitués uniquement des pathogenes, cultivés seules
dans la périphérie de la boite de Pétri contenant le milieu PDA, (Figure 10). Les boites sont
par la suite incubées a I'obscurité a 25 °C pendant dix jours. La lecture des résultats consiste a
mesurer le diamétre de croissance des pathogénes testés en direction de I’antagoniste au bout
de 2, 4 et 6 jours apres I'inoculation et qui sera comparée a celle développée par le pathogéne
uniquement (le témoin). Les diameétres de croissance ont été mesurés a 1’aide d’une régle
graduée. Le taux d’inhibition est évalué selon la méthode de (Datta et al. 2004), en utilisant la

formule suivante :

Taux d’inhibition - (R témoin - R test) x100

R témoin
R témoin : distance radiale maximum de la croissance du champignon pathogene.

R test : distance radiale sur une ligne en présence de 1’antagoniste.

-
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Figure 10 : Présentation de la confrontation directe entre 1’antagoniste et le pathogene

A : F.0.a, B: Beauveria bassiana.

2.3. Test de confrontation indirecte :

2.3.1. Effet de la production de IP’acide cyanhydrique (HCN) sur la croissance

myceélienne des agents pathogeénes testeés :

La production d’HCN par les champignons endophytes a été évaluée en utilisant la
méthode de Kloepper et al,(1991) avec quelques modifications. Sur un milieu PDA
additionné de 4 ,4 g /1 de glycine, les disques mycéliens sont déposés. Du papier Wattman n°1
stérile saturé en picrate alcalin (2,5 g acide picrique+12,59 Na,COsz dans 1 litre d’eau) est
déposé dans le couvercle de la boite de Pétri. Ces derniéres sont scellées au parafilm et
incubées en position inverse a 28 °C pendent 7 jours. Le virage de la couleur du jaune vers le
brun clair ou rouge brun indique respectivement, une production modérée ou élevée d’HCN
par le champignon producteur selon Trived et al., (2008). Trois répétitions ont été effectuées
pour chaque champignon endophyte, le témoin négatif est représenté par une boite de Pétri

sans inoculum.

En déplace les couvercles des boites de pétri des champignons qui produisent ’THCN
sur d’autres boites de Pétri qui contient au centre un disque mycélienne de champignon

pathogene et la lecture des résultats est réalise aprés 7 a 10 jours d’incubation. (Figure 11).
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Figure 11 : la préparation de test d’HCN, A : Réactif ’HCN, B : papier Wattman n°1 stérile,
C: papier Wattman saturé en picrate alcalin, D : papier Wattman sature en picrate alcalin
déposé dans le couvercle de la boite de Pétri.

3. Effet de filtrat de culture (métabolites secondaires) sur la croissance
mycélienne des pathogénes testés :

Chague flacons contenant 200 ml du milieu PDB trois disques de chaque champignon
endophyte sont déposés (Aspergillus terreus, Trichoderma sp. , Clonostachys sp.et Beauveria
bassiana). Ces derniers sont fermés avec du papier aluminium et placés dans un agitateur
électrique pour assurer une agitation continue pendant 10 jours. Les filtrats de cultures de
Trichoderma .sp, d’Aspergillus terreus, de Clonostachys sp. et Beauveria bassiana ont été
récupéré par filtration sous vide en présence du papier filtre a 0,22 um de diamétre (Figure
12).50 ml de filtrat de culture est mélangé avec 50 ml de milieu PDA, est coulé dans des
boites de Pétri. Apres la solidification du milieu, les disques de F.o.a. et de F.o.l ont été
déposés dans des boites séparés a raison de 3 répétitions pour chaque agent pathogene et

filtrat de culture de chaque endophyte.
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FERRYLAB

Figure 12 : test de production des métabolites secondaires. Préparation des filtrats de culture
d’Aspergillus terreus,. A : Les disques mycelien d’Aspergillus terreus, B : dépot des disques
d’Aspergillus dans le milieu PDB, C : Flacons de PDB contenant les disques myceliens de
Beauveria bassiana, d’Aspergillus terreus, de Clonostachys sp.et Trichoderma sp., D:
Flacons déposés dans 1’ Agitateur électrique, E : Appareil de Filtration sous vide.
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1. Test d’antagonisme « in vitro » et mode d’action de Trichoderma sp,
Aspergillus terreus, Clonostachys sp. et Beauveria bassiana vis-a-vis des

Fusarium phytopathogenes

1.1. Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum
f.sp albedinis et Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en présence des
champignons endophytes par I’utilisation de la méthode de confrontation

directe

Aprés 7 jours d’incubation et une vérification aprés un mois, les résultats obtenus
montrent que la croissance mycélienne des souches témoins est plus importante par rapport a

celle obtenue avec les différentes confrontations (pathogéne-antagoniste).

Le taux d’inhibition maximum a été enregistré en présence d’Aspergillus terreus qui
est de 66,15 % vis-a-vis de F.0.a et 60 % vis-a-vis de F.o.l. En présence de Trichoderma sp.
Le taux d’inhibition est de 64,65 % vis-a-vis de F.0.a et de 56,92 % vis-a-vis de F.o.l
respectivement. Beauveria bassiana a montré un taux d’inhibition proche de Trichoderma sp.
Qui est de 64,03 % vis-a-vis de F.o.a et 53,33 % de vis-a-vis F.o.l, par contre Clonostachys
sp. a marqué le faible taux d’inhibition qui est de 44,75 % vis-a-vis de F.o.l et 38,40 % vis-a-
vis de F.o.a (Figurel3 et 14), (Tableau 5).

-



Chapitre 111 Résultats et discussion

F.o.l Témoin

F.o.l /Aspergillus terreus F.o.l /Beauveria bassiana

Figure 13: Effet d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici, par confrontation directe, en présence des champignons endophytes aprés 6 jours

d’incubation.
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F.0.a Témoin

F.o.a /Trichoderma sp.

F .0.a/Aspergillus terreus F.o.a /Beauveria bassiana

Figure 14: Effet d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f.sp.
albidinis, par confrontation directe, en présence des champignons endophytes apres 6 jours

d’incubation.
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Tableau 5 : Taux d’inhibition (en pourcentage) de la croissance mycélienne des agents

pathogenes étudiés :

Endophytes Agents pathogenes
F.o.a F.ol
Beauveria bassiana 64,03 53,33
Clonostachys sp. 38,40 44,75
Aspergillus terreus 66,15 60
Trichoderma sp. 64,65 56,92

100

90

80

70

60 -

50 -

30 -
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10 +

Taux d'nhibition de la croissance mycelienne

Beauveria  Clonostachys
bassiana sp.

mF.0.a

mF.o.l

Aspergillus  Trichoderma

terreus

sp.

Champignons endophytes

Figure 15 : Variation de pourcentage de taux d’inhibition de la croissance des agents

pathogéne testés.
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Les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne des souches témoins était
plus importante en comparaison & ceux obtenus avec les différentes confrontations (Pathogene
— Antagoniste). Aspergillus terreus produit un grand nombre de spores ce qui le rend plus
compétitif pour d’augmenter ses caractéristiques inhibitrices. La compétition entre les
microorganismes se fait également pour les nutriments et par rapport a I’espace occupé, en
excrétant des chélateurs spécifiques de fer-ferrique nommé sidérophores, pour mobiliser le
fer et pour inhiber la croissance de d’autres microorganismes. Aspergillus terreus a la capacité
de synthétiser des sidérophores qui est un pigment diffusible, ce dernier été observé dans le

milieu de culture de nos boites.

Beauveria bassiana implique dans notre étude I’antibiose comme mécanisme d’action

pour concurrencer les autres microorganismes, Elle produit des métabolites tres toxiques.

Au dela d’une période de six jours, Trichoderma sp. envahisse les colonies de
Fusarium et sporule méme sur celles-ci, révélant ainsi son pouvoir hautement myco-
parasitaire. L’envahissement de Trichoderma sp. a été rapide et intense. 1l semble qu'il existe

un certain tropisme qui mene les hyphes de Trichoderma a I'encontre des spores du parasite.

Clonostachys sp. implique le phénoméne de mycoparasitisme contre les champignons
pathogene étudiés F.o.a et F.o.l., I’inhibition de ces derniers se fait sans pénétration des

hyphes, qui peut étre considéré comme un effet de mycoparasitisme indirect.

2. Zone d’inhibition :

Apres 6 jours d’incubation, les quatre souches sélectionnées ont montré une bonne
activité inhibitrice vis a vis des souches pathogenes testés et ce par 1’apparition d’une zone
d’inhibition suivie par un arrét de croissance pour la plus part des souches pathogénes testées.
Nous constatons qu’il y a une variabilité de diamétre des zones d’inhibitions, cette variation

dépend des espéces antagonistes utilisés et aussi des agents fongique étudiés.

Nous avons remarqué que parmi les quatre souches testées Beauveria bassiana a
enregistré la meilleure zone d’inhibition qui est de 6 mm vis-a-vis de F.o.l,de 2,53 mm avec
Clonostachys sp. vis-a-vis de F.0.a et 1,96 vis-a-vis de F.o.l. par contre on n’a pas remarqué

une zone d’inhibition claire enprésence d’Aspaegillus terreus et Trichoderma sp. a cause
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d’envahissement complet de la boite par le mycelium de ces derniers (Tableau 6), (Figure 16

et 17).

F.o.a/Aspergillus terreus

F.o.a /Clonostachys sp. F.o.a/ Trichoderma sp.

Figure 16 : Zone d’inhibition exercée par les champignons endophytes a 1’encontre de F.o.a.
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F.o.l /Témoin

Zone
d’inhibition

F.o.l /Beauveria bassiana

F.o .I/Clonostachys sp. F.o.l/ Trichoderma sp.

Figure 17 : Zone d’inhibition exercée par les champignons endophytes a 1’encontre de F.o.l.

40




Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau 6: Zones d’inhibition (en mm) exercées par les endophytes contre les agents

pathogenes testes.

Agent pathogénes
Champignons endophytes
P19 phyt F.o.l F.o.a
Beauveria bassiana 6 0
Aspergillus terreus 0 0
Trichoderma sp. 0 0
Clonostachys sp. 1,96 2,53
7
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Beauveria Aspergillus  Trichoderma sp. Clonostachys
bassiana terreus sp.
champignons endophytes

Figure 18 : Variation des zones d’inhibition exercées par les endophytes contre les agents

pathogénes testés.
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3. Confrontation indirect : effet de I"HCN sur la croissance des agents
pathogénes étudiés :

La production d’HCN par les champignons endophytes est testée sur le milieu PDA
additionné de la glycine, ce composé¢ joue un role majeur dans la production de ’'HCN par les
microorganismes. Les deux champignons Beauveria bassiana et Aspergillus terreus ont été
capables de produire ’HCN contrairement aux autres souches endophytes étudiées. La
production de 'HCN par Beauveria bassiana est indiquée par le virage de la couleur du
papier Wattman du jaune vers 1’orange foncé et par le virage de la couleur de ce papier du
jaune ver le marron ou brune pour Aspergillus terreus (Figure 19).

L’effet de I’HCN sur la diminution de la croissance mycélienne des champignons
pathogenes testés F.o.a et F.o.l par rapport aux témoins respectifs, est bien remarqué dans
cette étude. En présence de I’HCN secrété par Aspergillus terreus, on a observé une
diminution de la croissance de F.o.l, avec un diametre de 4 cm et 8 cm avec F.o.a. En
présence de ’HCN de Beauveria bassiana , le diametre était de 4,1 cm avec F.o.a et de 4,5

cm avec F.o.l, comparativement avec les témoins qui étaient de 8,5 cm et 9 cm pour F.o.a. et

F.o.l., respectivement (Tableau 7) ( Figure 20).

Aspergillus terreus Beauveria bassiana

Figure 19 : Production d’HCN par les champignons endophytes testes.
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%
F.o.a Témoin

F.o.a /Aspergillus F.0.a /Beauveria bassiana

e

F.o.I Témoin

F.o.l /Aspergillus terreus F.0 .I/Beauveria bassiana

Figure 20: Effet de ’HCN sur la croissance des champignons pathogenes (F.o.a et F.o.l)
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Tableau 7: Effet de I’THCN sur la croissance des champignons pathogénes (F.o.a et F.o.l)

Diametre de croissance
F.o.a F.o.l

Champignons testés
Aspergillus terreus 8 4
Beauveria bassiana 4,1 45
F.o.a 8,5 -
F.o.l - 9
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Aspergillus Beauveria F.o.l
terreus bassiana
Champignons testés

Figure 21 : Effet de I’HCN sur la croissance des champignons pathogenes (F.o.a et F.o.l)

4. Effets de filtrats de culture (métabolites secondaires) des champignons

endophytes sur la croissance des agents pathogénes :

Nous avons remarqué en présence de filtrats de cultures des endophytes, une
diminution de la croissance de F.o.a et de F.o.l par rapport aux témoins respectifs qui était de

8,5 cm pour F.o.a. et 9,3 cm pour F.o.l. En présence de filtrat de culture d’Aspergillus terreus
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le diamétre de croissance de F.o.a était 6 cm et 7,5 cm pour F.o.l. Le filtrat de culture de
Trichoderma sp. a exercé un diametre de F.o.a de 6,8 cmet 6,2 pour F.o.l. Le diamétre de
croissanc de F.o.l était de 6 cm et de 7,5 pour F.o.a en présence de filtrat de culture de
Beauveria bassiana. et avec le filtrat de culture de Clonostachys sp. a influencé la croissance
de F.0.a dont le diametre était de 7 cm et de 6,7 cm pour F.o.l (Tableau 8 et 9) (Figure 22,
23 et 24).

F.o.a/ Trichoderma sp. F.o.a / Clonostachys sp.

F.o.a /Beauveria bassiana F.o.a /Aspergillus terreus

Figure 22 : Croissance des F.o0.a sur le milieu PDA en présence de filtrats de culture des

champignons endophytes.
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e

F.o.l Témoin

F.o.l /Trichodema sp.

F.o0.l/ Clonostachys sp. F.o.l/ Aspergillus terreus

Figure 23 : Croissance de F.o.l sur le milieu PDA en présence de filtrats de culture des

champignons endophytes.
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Tableau 8: Croissance de F.o.l sur le milieu PDA en présence de filtrats de culture des

champignons endophytes.

Champignons testés Diametre de croissance de F.0.a (en cm)
Aspergillus terreus 6
Trichoderma sp. 6,8
Beauveria bassiana 7,5
Clonostachys sp. 7
F.0.a 8,5

Diametre de la croissance (en cm)

7
6
5
4
3
2
1
0

Aspergillus Trlchoderma Beauveria Clonostachys
terreus sp. bassiana sp.

Champignons testés

Figure 24: Diametre de la croissance de F.0.a sur le milieu PDA en présence de filtrats de
cultures des champignons endophytes.
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Tableau 9 Taux de croissance de F.o.l sur un milieu PDA en présence de filtrats de cultures

des champignons endophytes

Champignons testés Diametre de croissance de F.o.l (en cm)
Aspergillus terreus 7,5
Trichoderma sp. 6,2
Beauveria bassiana 6
Clonostachys sp. 6,7
F.o.l 9,3
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Aspergillus Trlchoderma Beauveria Clonostachys
terreus sp bassiana sp

champignons testés

Figur 25: Diameétre de la croissance de F.o.l sur le milieu PDA en présence de filtrats de

cultures des champignons endophytes.

E



Chapitre 111 Résultats et discussion

5 : Discussion :

L’effet antagoniste in vitro de quatre souches fongiques endophytes (Beauveria
bassiana, Aspergillus terreus Clonostachys sp. et Trichoderma sp.) contre deux souches de
champignons pathogénes Fusarium oxysporum f.sp albedinis et Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici, a été mis en évidence a travers la confrontation directe des champignons
pathogénes et les endophytes et la confrontation indirecte par le biais de la production de
quelques métabolites secondaires produits par ces champignons endophytes ( I’HCN et les

antibiotiques).

Les résultats obtenus par confrontation directe ont révélé la capacité des endophytes
utilisés d’inhiber la croissance mycélienne des pathogénes testés. Cette inhibition est du

principalement a la compétition et I’antibiose entre les endophytes et les pathogenes.

Nos résultats montrent qu’Aspergillus terreus exerce la compétition comme
mécanisme d’action et produit un grand nombre de spores ce qui le rend plus compétitif
prouvant ses caractéristiques inhibitrices. La compétition entre les microorganismes se fait
également par rapport aux nutriments et 1’espace occupé en excrétant des chélateurs
spécifiques de fer-ferrigue nommé sidérophores, pour mobiliser le fer et pour inhiber la
croissance des autres microorganismes. Aspergillus terreus a la capacité de synthétiser des
sidérophores, qui est un pigment diffusible, ce dernier a été observe dans le milieu de culture

de nos boites.

Calvet (1989) montre qu’Aspergillus niger, comme d’autre espéce de ce genre inhibe
la germination et le développement de Glomus mosseae. Des études réalisées sur Sclérotina
sclérotorium montrent également que cette espece’ & un effet inhibiteur sur la croissance
myceélienne de cet champignon et qu’Aspergillus niger produit un grand nombre de spores ce

qui le rend compétitifs et donc d’augmenter ses caractéristique inhibitrices (Dhliwayo, 2008).

La competition entre les microorganismes se fait également pour les nutriments a
traversLeurs capacités de synthétiser des sidérophores qui sont des molécules chélatrices du
fer nécessaire a leur croissance. Ces composés ont une grande affinité pour le Fe3*, en
s"appropriant les ions ferriques présents dans la rhizosphére, les rendent ainsi non disponibles

pour le champignon pathogene, ce qui provoque une diminution de sa croissance. Aspergillus

.
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terreus inhibe, in vitro, la croissance des agents phytopathogénes telluriques sur un milieu

pauvre en fer, et sont méme capable d’utiliser des sidérophores hétérologues.

Plusieurs chercheurs ont montré que les genres Penicillium et Aspergillus ont la
capacité de synthétiser des siderophores, ces derniers ont été isolé a partir de ces deux
champignons, Goutam(1999) a isolé des sidérophores a partir d’Aspergillus niger AN 27 et a
fait I’hypotheése que ces molécules permettent farouchement la compétition pour 1’acquisition

du fer.

Nos résultats montrent la capacit¢ d’Aspergillus terreus de synthétiser 1’acide
cyanhydrique. Bien que ce composé soit un inhibiteur métabolique général, il est excrété
comme moyen de prédation ou de compétition (Heydari et al., 2008). Toutefois, la majorité
des souches isolées ne possedent pas la capacité de produire de ’HCN. Ceci peut étre
expliqué par 1’absence des génes (HCN) responsables de la production de ce métabolite
(Laville et al., 1998) , ou bien de celle d’un précurseur adéquat utilisé. En plus de la glycine
comme précurseur, d’autres composés peuvent étre utilisés tels que le glutamate ou la
méthionine (Castric, 1977; Curl et Truelove, 1986). La production d’HCN par Aspergillus

terreus est en partie responsable de ses capacités de bio contréle.

Dans cette étude, plusieurs métabolites et plus spécialement les antibiotiquse sont
produits par Aspergillus terreus et qui jouent un réle important dans I’inhibition desagent

phytopathogeénes.

De nombreuses espéces appartenant au genre Aspergillus sont connues pour leur
capacité a produire certaines mycotoxines (Pitt, 2000). Aspergillus flavus et A. parasiticus
sont les principaux producteurs d'aflatoxines. L.’aflatoxine B1 est classée comme cancérigene

chez ’homme et I’animal (IARC, 1993).

Dans nos résultats I’inhibition de la croissance mycélienne des pathogénies a était
également observé en présence de Beauveria bassiana, qui est un champignon trés utilisé
dans le contrdle biologique des phytopathogenes. Bing et Lewis (1991) ; Renwick et al.,
(1991) ont montré que Beauveria bassiana est parmi les 1800 microorganismes efficaces dans
le biocontréle de piétin échaudage de blé. Ce champignon est prouvé aussi comme efficace
dans des études in vitro a I’encontre de Fusarium oxysporum (Reisenzein et Tiefenbrunner,
1997 ; Bark et al., 1996) Botrytis cinerea (Bark et al., 1996) et Rhizoctonia solani (Lee et

.
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al.,1999). L’activité antagoniste de cet endophytes a été également étudiée a 1’égard de
Fusarium oxysporum f.sp vasinfecturn, agent causal de flétrissement du coton et le test de
double culture montre que I’inhibition de F. oxysporum f.sp vasinfecturn par Beauveria

bassiana est associée a la compétition pour la nutrition et I’espace (Sheng-li et li, 2010).

Une zone d’inhibition trés claire a été observée entre les agents pathogenes et
Beauveria bassiana, cela pourrait étre causé par des antibiotiques produits par ces
provoquant 1’inhibition de la croissance mycélienne des pathogénes testés. . Certains
antibiotiques jouent un réle dans la suppression de la maladie soit par I’inhibition de la
germination des spores, ou de tuer les cellules Bentiz et al., 2004 ; Haggag et Mohamed,
2007).

Beauveria bassiana a la capacité aussi de synthétiser 1’acide cyanhydrique
utilisecomme inhibiteur métabolique contre les Fusarium testés La production de "'HCN par
Beauveria bassiana est responsable de ses capacités de biocontr6le. Beauveria bassiana
produit plusieurs métabolites pour inhiber la croissance des pathogenes testés (F.o.a et F.o.l).
Cette espéce produit des métabolites tres toxiques avec plusieurs propriétés comme
antibactériens, antifongiques, cytotoxines tel que la beauvericine et basinoloide (Genthnez et
al., Grove et Pople.,1980).

Les résultats montrent 1’effet mycoparasitaire de Clonostachys sp. vis-a-vis des deux
champignons F.o.a et F.o.l, par ’apparaition d’une zone d’inhibition trés claire, qui pourrait
étre d0 aux enzymes produits par cet antagoniste fongique. Des expériences similaires sur
Rhizoctonia solani montrent que les champignons endophytes Choiromyces aboriginum, et
Stachybotrys elegans ont le méme mode d’action (mycoparasitisme). Ces deux endophytes
produisent des enzymes capables de dégrader la chitine et la B-1,3 glucane, deux principaux
composée de la paroi cellulaire des nhombreux champignons pathogenes. La présence de la
chitine de la paroi cellulaire chez Rhizoctonia solani, stimulent les deux endophytes a
produire des quantités significatives de chitinases et B-1,3 glucanase, qui sont des enzymes
Iytiques clés de la lyse des paroi cellulaire des champignon supérieurs (Ronghua et al., 2009).
Ces enzymes sont produits par d’autre organismes qui sont connus par leur attaque et

parasitisme sur d’autres champignons (Gaort al., 2005 : Mucha et al.,2006).

.
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De nombreuses souches de Clonostachys sp. sont des antagonistes trés efficaces contre
plusieurs champignons pathogénes des plantes, comme par exemple Botrytis cinerea qui
attaque la fraise, la framboise et la tomate (Sutton et al., 1997).

Le filtrat de culture (métabolites secondaires) de Clonostachys sp. A exercé une
diminution de la croissance des Fusarium. Ces resultats indique que cet endophyte a produit

des métabolites secondaires autre que I’HCN.

Clonostachys sp. a été testé avec succes comme agent de lutte biologique contre divers
pathogene des plantes, y compris S. sclerotorium (Ervio et al.,1994) Verticilium (Keinath et
al., 1991) et plusieurs espéces de Botrytis (James et Sutton,1996). Hamel et Samet, (2010) ont
montré que Clonostachys sp..est un antagoniste trés efficace contre trois agents pathogenes
telluriques (F.oxysporum f.sp.lycopersici et F.oxysporum f.sp Lycopersici et Gaeumanomyces

var. tritici) et son effet été remarquable par I’application du phénoméne de mycoparasitisme.

Nos résultats montrent qu'au bout de quatre jours d'incubation, la boite de Pétri est
totalement envahie par Trichoderma sp. alors que les souches de pathogenes n'occupent
qu'une surface variant de 1 a 2 cm de diamétre, ce qui correspond a une inhibition de la
croissance myceélienne supérieure a 50 %. Le témoin des souches pathogénes cultivé seul,
occupe une surface variant de 8 a 9 cm de diametre. En effet, le calcul du taux d'inhibition

montre que les souches de pathogenes sont inhibées a plus de 60 %.

L'activité mycoparasitaire de Trichoderma sp. contre les sclérotes des champignons
phytopathogénes est considérée comme un outil puissant pour la lutte biologique, puisque ces
structures végétatives, trés résistantes, representent la forme de survie primaire du pathogéne
dans le sol (Fang et al. 2005, St Leger et Wang 2010, Sandhu et al. 2012).

La compétition, qui se manifeste par I'aptitude de I'antagoniste a utiliser les mémes
ressources du milieu (aires d'alimentation, sites de développement) que les champignons
pathogenes, cette action est observée par la technique de confrontation sur milieu gelosé, ou le
Trichoderma sp colonise le milieu de culture en le épuisant en éléments nutritifs (Alabouvette
et al, 1983 ; Dubot, 1985 ; Davet, 1996). Plusieurs chercheurs ont analysé
microscopiquement la zone de contacte entre I'agent pathogéne et I'antagoniste pendant le test
d'antagonisme par confrontation directe etun enchevétrement est observé et qui se manifeste

par la destruction de I'agent pathogene lorsque les hyphes de Trichoderma sp. s'enroule autour
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de celui-ci, en I'étranglant, en pénétrant a l'intérieur et I'action d'antibiose se manifeste par
I'injection des substances (enzymes ou antibiotiques) qui détruisent le mycélium du pathogene
(Daami-Remadi et EI Mahjoub, 2001 ; Howell, 2003 ; Fang et al., 2005 ; St Leger et Wang
2010 ;Sandhu et al., 2012).

L'envahissement du mycélium du pathogene par les hyphes de Trichoderma sp. a été
également observé par Benhamou et Chet (1997) en réalisant une confrontation directe sur
milieu de culture entre cet antagoniste et un autre champignon tellurique, Pythium ultimum et
ce, au bout de quatre a cing jours aprées l'inoculation. D'aprés Davet, (1983) et Meslouhi,
(1989), cette action inhibitrice est due a des substances de nature chimique libérées par les
souches de Trichoderma (phénomene d'antibiose). Les souches de Tricodarma sp. produit des
métabolites secondaires qui inhibent la croissance mycelienne des champignons pathogénes
testés.

La production de métabolites secondaires par différentes espéces de Trichoderma
sp.est bien documentée. Il a été rapporté que Trichoderma sp. produire une large gamme de
substances volatiles et non volatiles (Sivasithamparam et Ghisalberti, 1998 ; Vyas et Mathur,
2002).

La capacité a produire de telles substances varie selon les isolats d'une méme espéce
ou d'espéce différente. En plus de son action parasitaire, Trichoderma sp se développe plus
rapidement par rapport au pathogénes en colonisant le milieu nutritif et en ravissant les
éléments nutritifs, c'est le phénomene de compétition (Alabouvette et al., 1983 ; Dubot, 1985 ;
Davet, 1996).

L’abondance de Trichoderma sp. dans les écosystémes est due a leur production
¢levée d’enzymes hydrolytiques et leur action mycoparasitaire, basé sur la sécrétion d’un
ensemble complexe d’enzymes dégradant la paroi cellulaire de divers hétes (Calistru et al.,
1997; Eziashi et al., 2006; Reino et al., 2008). Un systeme multi-enzymatique important a été
décrit chez les especes de Trichoderma sp.: les chitinases (De la Cruz et al., 1992), B-1,3-
glucanases (De la Cruz et al., 1995; Lorito et al., 1994; Noronha et Ulhoa, 1996), B-1,6-
glucanases (De la Cruz et al., 1995; De la Cruz et Llobell, 1999), B-1,3- glucanases (Ait-
Lahsen et al., 2001) les cellulases (Castro et al., 2010), et des protéases (Geremia et al., 1993;
Howell, 2003).

-
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La stimulation de Trichoderma sp. percoit la présence de son hdéte, ses hyphes se
dirigent directement vers lui par chimiotropisme. Différentes espéces peuvent suivre
différents mode¢les d’inoculation, mais en général de ces dernieres catalyse la libération des
oligomeres de la paroi fongique du champignon cible et a leur tour en induisant 1’expression
des endochitinases qui attaqueront le champignon cible avant le contact (Viterbo et al., 2002;
Brunner et al., 2003). La reconnaissance, 1’enroulement et I’attachement se fait par la liaison
des glucides de la paroi fongique du Trichoderma a des lectines sur le champignon cible. Une
fois que Trichoderma est attaché, il s’enroule autour de 1’agent pathogéne et forme des
appressoriums contenant des concentrations élevées de solutés osmotiques tels que le glycérol
(Benitez et al., 2004). La pénétration, la lyse et la production des enzymes lytiques et des
peptaiboles permet I’entrée des hyphes de Trichoderma dans les hyphes du parasite et facilite
ainsi 1’assimilation du contenu cellulaire de I’h6te (Howell et al., 2003). Les espéces de
Trichoderma sp. produisent des antibiotiques potentiels mais aussi plus de 100 métabolites
avec une activité antibiotique, y compris les polykétides, les pyrones, les terpénes et les
polypeptides utilisés dans la chimio-taxonomie des especes (Keszler et al., 2008). Ghisalberti
et Sivasithamparam (1991) ont classé les métabolites secondaires de Trichoderma sp. en trois
catégories: métabolites volatils : 6 pentyl-pyrone, les ethylénes, les cynure d’hydrogéne, les
alcools, les aldéhydes (Vizscaino et al., 2005; Stoppacher et al., 2010). Les métabolites non
volatils diffusibles : les acide Heptélidiques ou koningiques, les trichotécenes notamment les
trichodermines (Blumenthal, 2004 ; Vinale et al., 2008). Les peptaibols (peptides acide-amino
iso butyrique alcool) qui sont des oligopeptides linéaires de 12 a 22 acides aminés riche en
acide a-amino isobutyrique (Degenkolb et al., 2003; Wada et Tanka, 2004 ; Benkada, 2006 ;
Degenkolb et al., 2008). Compétition pour les nutriments et I’espace, la compétition pour le
carbone, 1’azote et d’autres facteurs de croissance, ainsi que les sites spécifique d’infections,
sont utilisées par les agents de lutte biologique. Trichoderma sp. a une forte capacité
d’utiliser et de métaboliser les nutriments du sol, qui le rend plus compétitif a de nombreux
micro-organisme du sol (Benitez et al., 2004). L’espéce T. harzianum est capable de controler
Botrytis cinerea, agent de la pourriture grise de la vigne en colonisant les floraux et en
¢liminant le pathogéne de son site d’infection (Vinale et al., 2008). Sivan et Chet (1989) ont
démontré que la compétition pour les nutriments est le principal mécanisme utilisé par T.

harzianum pour contréler Fusarium oxysporum f.sp. melonis.

-



Chapitre 111 Résultats et discussion

Trichoderma sp. , Aspergillus terreus, Clonostachys sp. et Beauveria bassiana produisent un
grand nombre de métabolites secondaires qui pourraient jouer un réle important dans 1’effet
antagoniste de ces micro-organismes dans le sol .Ces facteurs inhibiteurs peuvent étre scindés
en 4 groupes : les antibiotiques, les sidérophores, les enzymes et I’acide cyanhydrique (HCN).
Ces champignons endophytes peuvent etre classé dans le groupe des PGPF




Conclusion

Parmi les principales pathologies d’origine telluriques qui causent des pertes de
production considérables des cultures, les fusarioses causees par différentes agents pathogenes
appartenant au genre Fusarium oxysporum. Le caractere éepidémique de ces maladies
vasculaires, 1’inefficacité des méthodes de lutte chimique imposent la considération d’autres
méthodes alternatives, notamment celles qui se basent sur I’exploitation des potentialités
microbiennes antagonistes. Des effets d’antagonismes a 1’encontre des deux pathogenes

telluriques avec des endophytes racinaires est possible.

Les essais par confrontation directe a travers le test de doubles culture entre les
pathogénes (F.o.a et F.o0.1) et les souches endophytes ont révélé des taux d’inhibition varient
entre les antagonites et les pathogénes testés. Le taux le plus faible qui est de 38,40 %
enregistré en présence de Clonostachys sp.vis a vis de F.0.a et de 44,75 % vis a vis de F.o.l.
Le taux d’inhibition le plus élevé est évalué a 1’encontre d’Aspergillus terreus qui est de
66,15 % vis-a-vis de F.o.a et 60% pour F.o.l. Trichoderma sp a envahi les colonies des
pathogénes et y sporulent méme au bout de six jours d’incubation présentant des taux de
croissance de I’ordre de 64,65 % avec F.0.a et de 56,92 % avec F.o.l. et ce en exergant un
effet mycoparasitaire. Beauveria bassiana et Clonostachys sp inhibent la croissance
mycélienne des champignons pathogénes testés avec apparition d’une zone d’inhibition trés
claire allant jusqu’a 6 mm en présence de B. bassiana et cela a cause de la production des

substances inhibitrices cas des antibiotiques.

Nous avons constaté que 1’activité antagoniste in vitro dépend non seulement des
souches antagonistes, mais aussi du pathogénes étudiés, cette variation est liée aux
mécanismes d’action impliqués par les endophytes qui sont principalement la compétition
pour les nutriments et I’espace, I’antibiose et le mycoparasitisme. L’effet inhibiteur des
antagonistes a été constaté a 1’encontre de F.o.a. par rapport a F.0.1., et cela peut etre du que
ces endophytes vivent dans la meme niche écologique que F.o.a.

La production de ’'HCN est observée dans ce travail chez Aspergillus terreus et chez
Beauveria bassiana. La production de I’HCN par ces deux champignons antagonistes a exerce
un effet inhibiteur de la croissance mycélienne des champignons pathogénes testés, dont le
diametre était inferieurs par rapport aux témoins respectifs. Les plus faibles diametres de

croissance sont observés chez F.o.l qui varie entre 4 cm et 4,5 cm.

.



Conclusion

Les champignons antagonistes tels qu’Aspergillus terreus, Beauveria bassiana,
Clonostachys sp.et Trichoderma sp. Produisent des metabolites secondaires qui causent
I’inhibition des agents pathogenes. La production des métabolites secondaires en présence de
filtrats de cultures des endophytes, est observée par la diminution de la croissance de F.o.a et
de F.o.l par rapport aux témoins respectifs, qui était de 8,5 cm pour F.o.a. et 9,3 cm pour F.o.l.
En présence de filtrat de culture d’Aspergillus terreus le diametre de croissance de F.o.a était
de 6 cm et 7,5 cm pour F.o.l. Le filtrat de culture de Trichoderma sp. a exercé I’apparition
d’un diameétre de F.o.a de 6,8 cm et de 6,2 cm pour F.o.l. Le diamétre de croissance de F.o.l
était de 6 cm et de 7,5 pour F.0.a en présence de filtrat de culture de Beauveria bassiana. Le
filtrat de culture de Clonostachys sp. a influencé la croissance de F.o.a dont le diametre était

de 7 cm et de 6,7 cm pour F.o.l

Les souches endophytes ont révélé un effet antagoniste important contre ces
pathogenes. Cette efficacité laisse entrevoir la possibilité d’utiliser ces microorganismes dans
la lutte contre les maladies d’origine tellurique et les classer parmi les PGPF. Toutefois, cette
éventualité ne pourra étre envisagée que si I’efficacité est observée in vitro est confirmé in

situ sur les cultures de palmier dattier et la tomate.

Le contrdle biologique des plantes par les microorganismes est une alternative trés
prometteuse a I’utilisation prolongée de pesticides, qui sont souvent couteux, s’accumulent

dans les plantes, et ayant des effets néfastes sur I’environnement.

Perspectives : il serait intéressant de :

» Faire I’observation microscopique des zones de contact entre le pathogene et
I’antagoniste pour confirmer le phénoméne de mycoparasitisme surtout chez
Trichoderma sp.

» L’application de ces endophytes sur d’autres agents fongiques.

» Purifier et identifier la nature chimique des métabolites secrétés afin de les

utiliser a la place de 1’antagoniste.

-
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ANNEXE 1

Milieux de cultures utilisés :

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

Pomme de terre 2009
Dextrose 20g
Agar 159
Eau distillée 1L
PH=5,5 autoclavage 20 min &4 120 °C

% Milieu PDB (Potato Dextrose broth) :(Jonsthon et Booth, 1983)

Pomme de terre 2009
Dextrose 209
Eau distillée 1L

% Milieu de production d’HCN

Milieu PDA+4,4de glycine
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