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Résumé

Résumé

Le présent travail est basé sur I’isolement et 1’identification des champignons
endophytes vivant a I’intéricur d’une plante endémique et présentant un intérét médicale
Zygophyllum album. Les échantillons ont été prélevé au niveau de trois dunes des régions
d’INRA, Bouda, et d’aéroport situées dans la Wilaya d’ Adrar.

L’¢tude de la diversité de cette population endophytique isolée a partir de 18
échantillons de Zygophyllum album, 09 échantillons de la partie racinaire et 09 échantillons de
la partie aérienne, a permis I’isolement et 1’identification de plusieurs morphotypes sur la base
des caractéres morphologiques. Avec un taux de colonisation 45.47% et 09 isolats représentent
les groupes les plus dominants, 03 morphotype dans la partie racinaire et 06 dans la partie
aérienne. Un totale de 971 champignons isolés a partir de Zygophyllum album, répartie en 138
champignons endophytes racinaires et 833 champignons endophytes aériens. L’observation
microscopique couplée a I’identification par des clés de détermination a permis de les regrouper

dans 10 taxons.

L’identification préliminaire nous as permis de classer ces isolats dans deux divisions
les Ascomycota a laquelle appartient la classe des Sardariomyceétes (Fusarium sp, et
Phaemoniella sp), les Eurotiomyceétes (Penicillium sp. Aspergillus sp.), les Eusacomyceétes
(Curvularia sp),les Leotiomyceétes (Botrytis sp.), les Dothideomyceétes (Botryosphaeriaceae),
et dans la deuxieme division les Deutéromycota regroupant les membres de la classe des
Hyphomyceétes représentée par le genre Altérnaria sp. Le taxon 09 regroupe les isolats qui non
pas pu sporuler dans le milieu de culture utilisé et sont désignés comme mycélium stérile.
D’autres isolés qui ne pouvaient pas étre identifi¢é ni classé selon leurs caractéres

morphologique sont affiliés au taxon 10.

Ces genres sont des groupes majeurs des endophytes fongiques d’espéces végétales
vivent en milieu aride. Cette étude montre la présence d’une biodiversité d’endophytes
fongiques importante et intéressante qui peuvent étre exploité dans diverse domaines

biotechnologique.

Mots clés : Champignons endophytes, Zygophyllum album, diversité, identification, Taxon.
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Abstract

Abstract

The present work is based on the isolation and preliminary identification of endophytic
fungi living inside Zygophyllum album, an endemic and medicinal plant. Samples predict from
three sampling areas: INRA, Bouda, and Aéroport, in Adrar Wilaya.

The study of the diversity of this endophytic population isolated from 18 samples of
Zygophyllum album, 09 root samples and 09 aerial part samples, allowed identification of
several genera based on morphological characters. With a colonization rate and 09 isolates
representing the most dominant groups, the root part representing 03 morphotypes and the aerial
part 06 morphotypes. A total of 971 fungi isolated from Zygophyllum album, divided into 138
root fungi and 833 airborne fungi, Microscopic observation coupled with identification by
determination keys allowed them to be grouped into 10 taxa.

The preliminary identification allowed us to classify our isolates in two Ascomycota
divisions to which the Sardariomycetes classes belong (Fusarium sp, Phaemoniella sp),
Eurotiomycetes (Penicillium sp, Aspergillus sp), Eusacomycetes (Curvularia sp),
Leotiomycetes (Botrytis sp), Dothideomycetes (Botryosphaeriaceae), and in the second
divisions Deuteromycota belongs to the class Hyphomycetes (Altérnaria sp). Taxon 09 groups
isolates that can not sporulate in the culture medium used and are referred to as sterile
mycelium. Other insects that could not be identified or classified according to their

morphological characters are affiliated with taxon 10.

These genera are major groups of fungal endophytes of plant species living in arid
environments, highlighting the presence of a biodiversity of endophytes fungal and bacterial

important and interesting, which can be exploited in various biotechnological fields.

Key words: Endophytic fungi, Zygophyllum album, diversity, identification
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Introduction

Introduction

Les endophytes sont des microorganismes qui vivent asymptomatiquement a 1’intérieur
des tissus de la plante hote. Le terme endophyte englobe des bactéries, des algues et des
champignons (Surendra et al., 2011).Ces derniers sont les microorganismes les plus

fréquemment isolés en tant qu’endophytes (Strobel et al., 2004).

Les endophytes fongiques offrent un large éventail d’effets bénéfiques pour les plantes
tel que la promotion de la croissance, la réduction de la gravité des maladies, 1’induction des
mécanismes de défense, la production de produit anti-herbivores, la fixation biologique de
I’azote et I’augmentation de 1’absorption minérale (Kusari et al., 2014). Les effets bénéfiques
que peuvent conférer les endophytes aux plantes, ont fait 1’objet de recherche importante pour

I’étude des associations végétale-endophyte.

Les études réalisées avant I’année 2000 ont révélé la présence d’environ 50
champignons endophytes par espéce végetale (Stone et al, 2004). Les techniques moléculaires
dans I’identification des champignons appliquées a la recherche des endophytes comme le
séquengage de ’ADN;, ont permis 1’identification d’un nombre important d’endophytes par
espece végétale (Zabalgogeazcoa,2008). L’exploration de nouveaux environnements pourrait
révéler une grande diversité microbienne et permettre également la détection de nouvelles

especes.

L’¢tude des endophytes sur les communautés fongiques a été la plupart du temps
concentrée sur des especes de plantes importantes en agriculture, ou provenant d’organes
aériens de la plante hote, des régions tempérées ou tropicales. La recherche d’endophytes dans
les environnements méditerranés a été rarement étudiée malgré la diversité de plantes qui les
caractérisent. Aussi ; a notre connaissance il n’y a pas eu d’études antérieures sur les endophytes

de Zygophyllum album dans les régions arides d’Algérie et plus spécialement a Adrar.



Introduction

A la lumiére de connaissance des devant de plus en plus intéressants des symbioses
plantes / champignons endophytes nous avons jugé utile débuter un travail portant sur 1’étude
des champignons endophytes isolés a partir du Zygophyllum album (Aggaya) ; plante
endemique distribuée dans les régions arides, semi-arides du Sahara algérien qui possede des
propriétés antidiabétiques, antiseptiques, antispasmodiques et anti-inflammatoire. Elle est trés
résistante aux maladies et au stresse biotique et abiotique. Ces données laissent proposé une
hypothése visant que, cette plante peu hébergé une collection de souches endophytes présentant
un intérét biotechnologique. Zygophyllum album se trouve également a cété des oasis du
palmier dattier d’Adrar. Les travaux de Mohamed Mahmoud et al, (2016), ont montré la
présence d’une diversité importante d’endophytes fongiques qui peuvent également colonisés

cette plante endémique vivant dans les mémes conditions.

L’objectif final de ce travail est, d’isoler et caractériser les communautés fongiques
endophytes de Zygophyllum album. L’isolement concerne la partie aérienne et racinaire de la

plante. L’identification est basée sur les caractéres morphologiques et microscopiques.
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I. Les champignons endophytes

Dans la littérature mycologique, le mot endophyte est dérivé du Grec qui signifie
«Dans la plante» (endo = endon, signifie "dans", phyte = phyton, signifie "plante™) (Jalgaonwala
et al., 2011; In Orlandelli et al., 2012). Le terme spécifique endophyte a été introduit pour la
premiére fois par De Bary (1866) et a été utilisé pour décrire tous les organismes vivants a
I’intérieur des plantes supérieures (Wilson, 1995 In Vega et al., 2008 ; Padhi et al., 2013)
(figure 01).

Figure 01 : Neotyphodium coenophialum colonisant Festuca arundinacea

La definition la plus couramment utilisée pour décrire les endophytes est celle de Petrini
(1991) qui définit les endophytes comme étant tous les micro-organismes vivants dans les tissus
veégétaux internes au moins pour une durée de leurs cycles de vie et peuvent coloniser les tissus
internes des plantes sans causer de dommages apparents chez 1’hdte (Rakotoniriana et al.,
2007).
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Les définitions les plus acceptees et utilisées sont les suivantes :

1. «Les endophytes sont le groupe qui colonise les tissus vivants internes des plantes sans causer
des effets négatifs immédiats » (Strobel, 2011).

2. «les endophytes sont des organismes et des nano-organismes, les bactéries et les
champignons endophytes qui vivent dans les plantes d’une maniére inter ou intracellulaire en
interagissant biochimiquement et génétiqguement avec I'h6te, 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 la synthése des
phytohormones, de biosurfactants, d’enzymes ou des précurseurs de metabolites secondaires

des vegétaux (www.endophytes. eu).

La colonisation des tissus est inter- et / ou intracellulaire (Rusman, 2006). Ils furent
découverts pour la premiere fois chez les graminées fourragéres (De Bary, 1866) ainsi que chez

les espéeces ligneuses, en particulier les coniféres (Stefani & Berube, 2006) (figure 02).

My celium
intercellulaire

Cellule végéetale

My celium
intracellulaire

Mycelium
inter-et
intracellulaire

Figure 02: Modes de croissance des champignons endophytes dans les tissus des plantes
Hotes. (Kusari. et Spiteller , 2012).
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1.1. Classification des champignons endophytes

Les endophytes sont actuellement divisés en 4 classes (Rodriguez et al., 2009) selon la
famille de I’endophyte concerné, la localisation dans les tissus de I’hdte et le mode de

transmission (Tableau 01) (Figure 03).

Tableau 1 : La classification des endophytes fongiques selon Rodriguez et al.(2009)

Clavicipitaceae Non Clavicipitaceae
Critere Classe 1 Classe 2 Classe3  Classe 4
Gamme d’hotes Large Etroite Etroite Etroite
Tissus colonisés Tige et rhizome Tige, racine et Tige Racine
rhizome
Colonisation, in planta Etendue Etendue limitée Etendue
Biodiversité, in planta Basse Basse Elevée Inconnue
Transmission verticale et verticale et Horizonta Horizontale
horizontale horizontale le
Bénéfiques pour la NHA* NHA* et HA NHA* NHA*

plante hote

* Non adaptation a 1’habitat (NHA pour Non habitat-adapted) : présent des avantages tels que la tolérance a la
sécheresse et la promotion de la croissance, communs entre les endophytes quel que soit 1’habitat d’origine.
Adaptation a I’habitat (HA pour Habitat- adapted) : les avantages résultent des pressions sélectives spécifiques de
I’habitat tel que le pH, la température et la salinité.

Class 3
_/ endophytes
-

-—— 3 { o~

Cliass 4
j endophytes

Class 1 & 2
endophytes

Figure 03 : Les classes d'endophytes selon la localisation des tissus colonisés
(Kusari et al ,2012)
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I.1.1.Les endophytes de classe 1

Ils sont constitués par des champignons appartenant a la famille des Clavicipitaceae
(Ascomycota) qui regroupe des champignons essentiellement parasites de plantes, d'insectes ou
autres (Sung et al., 2007). Cette famille est constituée actuellement de 37 genres dont quatre
possedent des espéces capables d’endophytisme : Balansia, Ephelis, Epichloé et Neotyphodium
(White et al., 2000).

La position phylogénétique de cette famille est la suivante :Fungi ; Dikarya;
Ascomycota;  Saccharomyceta;  Pezizomycotina; Leotiomyceta;  Sordariomyceta;

Sordariomycets; Hypocreomycetidae; Hypocreales ; Clavicipitaceae

Les endophytes de classe 1 sont subdivisés en trois types selon leur mode de

transmission et 1’interaction établie avec I’hdte (Clay et Schardl, 2002) (Tableau 2).

Tableau 2 : Subdivisions des endophytes de classe 1 (Clay et Schardl, 2002).

Symptomatique Mixte Asymptomatique
Type | Type Il Type |1
Champignons :
Roproduction Sexuel Les deux Clonal
Transmission Horizontale Les deux Verticale
Propagule Ascospores Les deux Graines
Hote :
Reproduction Stérile/clonal Partiel Sexuel
Interaction Pathogénique Sterility intermediate Mutualiste
Fréquence d’infection Basse Basse Elvées
Taxonomie La famille d’herbe Cz herbes pooides Cz herbes pooides
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Les types | et 1l sont constitués par le genre Epichloé. L’infection par le champignon,
aprés une phase asymptomatique, peut finir par provoquer des symptomes déléteéres sur 1’hote,
lorsque le champignon atteint sa forme de reproduction sexuée interrompt la floraison de la
plante.

Le type 111 est constitué par le genre Neotyphodium. II colonise son hote d’une maniére
asymptomatique quel que soit le stade de développement de la plante. Souvent, le champignon
est présent dans le primordia ce qui favorise sa transmission par la graine (Rodriguez et al.,
2009).

1.1.2.Les endophytes de classe 2

IIs sont tous issus de Dikarya. lls sont en majorité constitués d’Ascomycota (uniquement
des Pezizomycotina), mais ils comprennent également quelques représentants des
Basidiomycota (Agaricomycotina, Pucciniomycotina). La fréquence de colonisation des hotes
en milieux a haut stress abiotique pour I’hote est trés importante (90-100%). Il est intérssant de
noter que les endophytes de classe 2 sont souvent cultivables et peuvent croitre sur plusieurs
milieux de culture (Rodriguez et al., 2009).

1.1.3.Les endophytes de classe 3

Ils sont tous issus de Dikarya. lls sont en majorité constitués d’Ascomycota, en
particulier les Pezizomycotina, (familles des Sordariomyceta, Dothideomyceta, Pezizomyceta,
Leotiomyceta et Eurotiomyceta). On trouve également des Basidiomycota, plus souvent

présents dans les tissus ligneux que dans les tissus foliaires (Rodriguez et al., 2009).
I.1.4.Les endophytes de classe 4
Leur position phylogénétique n’est pas encore clairement établie. Ils appartiendraient

aux Ascomycota du sous-embranchement des Pezizomycotina : en particulier les ordres des

Pleosporales, Pezizales et Helotiales (Porras-Alfaro et al., 2008).



Chapitre | : Synthese bibliographique

Ils ont un réle particulierement important dans les milieux arides, semi-arides, alpins ou

subalpins (environnement & haut-stress abiotique). Les plantes qui présentent ces endophytes
de classe 4 peuvent également étre colonisées par des endophytes foliaires (Rodriguez et al.,
2009).

1.2. La colonisation au sein des phytotaxans dans les tissus des végétaux

La colonisation des tissus internes des plantes-hotes par les endophytes, elle peut
s’avérer limitée au systéme radiculaire comme pour les endophytes bruns cloisonnés ou DSE
(Dark Septate Endophytes) définirent comme étant des Ascomyceétes stériles colonisant les
racines d’une vaste gamme de plantes supérieures (Sieber ,2002), confinée aux feuilles et
aiguilles, cas de Lophodermium sp. Ou Rhabdocline parkeri (Shulz et Boyle, 2005),
intercellulaire a la fois au niveau des racines et des jeunes pousses (cas de Fusarium
moniliforme), ou adaptée a une croissance au niveau de 1’écorce, cas de Melanconium

apiocarpum chez Alnus (Fisher et Pitrini, 1990).

Le champignon peut pénétrer directement a travers la paroi cellulaire, cas de
Rhabdocline parkeri, ou bien a travers les ouvertures naturelles du végétal (stomates et les

chambres sous stomatiques) cas de I’espéce Phaeosphaeria junicicola (Schulz et Boyle, 2005).

A D’échelle de la partie colonisée de la plantes-hote, les champignons endophytes sont
ainsi répartis en :

- feuilles et pousses

Ils sont cosmopolites,c’est le types de colonisation prédominant de ce groupe. Les genre
Neotyphodium, Epichloe, Lophoderlium, Phabdocline sont cités a titre d’exemple (Stone et al.,
2007).

La pénétration peut étre localisé ou systémique a traverse les différentes partie foliaires,
bien que la colonisation des organes aériens est considérée comme étant localisée en premier
ordre, cette hypothése est basés seulement sur quelques études histologiques. Par exemple, chez
les aiguilles du sapin de douglas, Pseudostsuga menziesii, I’endophyte Rhabdocline parkeri
existe a une échelle de colonisation discrét intracellulaire, limitée a quelque cellules

épidermiques individualisées (Hoff et al., 2004).
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- Phloeme

Ils sont rangés notamment dans la famille des Arthopyreniaceae qui renferme des
espéces importantes comme Arthopyrenia plumbaria et Mycoglaenasub coerulescem. D’autres
membres appartiennent essentiellement a la famille des Rhytismataceae. Ils sont surtout

signalés chez les coniféeres (Sieber, 2002).
- Xyléme

Tres diverse, ils incluent principalement des Xylariaceae (tels les genres Hypoxylon et
Xylaria), des diaporthales (Phragmoporthe, Phomopsis...), des Hypocréales (Nectiria...) et
quelques Basidiomycota (Coniophora,..) (Stone et al., 2007).

- Racines

Les champignons endophytes des racines ou « Rhizoendophytes » se référant aux
champignons non-mycorhiziens. Ces derniers sont nettement distincts de ce groupe bien qu’ils

colonisent la méme partie (Sieber, 2002).

Les DSE ont pu étre isolés a partir des racines de presque toutes les espéces végétales
étudiées. Les études ont été focalisées essentiellement sur des plantes cultivées (Poacées,

Légumineuses) des essences forestiére, ainsi que sur des membres de la famille des Ericasées.

La diversité, les fréquences de colonisation et la densité de la communauté des
endophytes au niveau des racines varient selon les conditions climatiques et édaphiques, ainsi
que I’hétérogénéité de I’habitat. Les changements observés dans la dynamique des populations
endophytes limitées a cette partie souterraine de la plante sont déterminés par les variations
saisonnieres subies par la partie aérienne (Sieber, 2002).

Les genres Cryptosporiopsis, Cylindrocarpon, Fusarium, Microdochiume,

Phyalophora dominent les rhizoendophytes (Sieber, 2002).

Nous pouvons dire que la colonisation des tissus de la plante par les champignons
endophytes semble différente entre la partie aérienne et la partie racinaire. Pour la majorité des
endophytes étudiés, la colonisation des jeunes pousses est généralement intracellulaire,
confinée a quelques cellules individuelles, ou intercellulaires mais localisées. La colonisation
des racines, d’autre part, est plus ou moins extensive mais elle peut étre a la fois intra-ou

intercellulaire (Ladjal, 2012).

10
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1.3.Transmission des champignons endophytes

Les modes de transmission des champignons endophytes sont dits :
Verticale : les champignons endophytes se transmettent & partir de la plante hote vers la
descendance. Les semences du végétal portant elle mémes leur propre inoculum d’endophytes.
La transmission est effectuée généralement via les formes végétatives des champignons. Ce

mode de transmission est connu notamment chez les Graminées (Faeth, 2002).

Horizontale : elle s’effectuer entre les plantes de la méme espéce ou d’espéce différente
via les spores. Ces spores sont déposées sur différentes parties du végétal, en particulier les
feuilles, sur cacaoyer, on estime a plus de 10000 le nombre moyenne des spores déposées

quotidiennement sur une feuille bien développée (Arnold et al., 2001) (Figure 04).

Transmission
horizontale

0 Transmission

.—.>
verticale via les spores
par les semences sexuées
\
11,1 B e e o >
y —> pr—i via les spores
asexuées

Figure 04 : Principaux modes de transmission chez les champignons endophytes
(Saikkonen et al., 2004).
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I.4. Interaction héte-endophytes

Les endophytes représentent un important réservoir de biodiversité dans les écosystémes
forestiers (Bérube, 2007).lls possédent différents modes de vie, donnants différentes
interactions variables d’un endophyte a un autre et d’un hote a un autre. Ces interactions
dépendent des facteurs biotiques, des interactions avec d’autres espéces de la géographie et de

la phylogénie.

Les endophytes mutualistes procurent a 1’hote de nombreux avantages, tels que la
résistance aux stress biotiques provoqué par des herbivores ou des parasites ou bien abiotiques
comme la sécheresse et la salinité (Saikkonnen et al., 1998).En retour, 1’héte procure a
I’endophytes une protection contre la dessiccation, une disponibilité des éléments nutritifs, la
photosynthése et lui permet aussi en cas de transmission verticale, le passage a la prochaine
génération (Zabalagogeazcoa, 2008).

La tolérance aux maladies semble impliquer des mécanismes différents en fonction de

I’endophytes. Ces endophytes affectent une variété de processus €cologiques, physiologique et

biochimiques de la plante (Moricca, 2004 ; Hirt, 2012).

Il est important de souligner que les communautés microbiennes associées aux plantes
comprennent également des bactéries, des champignons, des virus et des algues pouvant tous
contribuer au bon déroulement de 1’interaction plante-microorganisme, et donc, augmenter la
complexité de ces interactions. D’aprés Rodriguez et al., (2008), plusieurs champignons au
groupe des PGPF (Plant Growth Promoting Fungi), peuvent conférer a leurs plantes hétes une
tolérance a divers stress biotiques et abiotiques ; occasionnés entre autres par, la sécheresse, la

chaleur, les herbivores et les attaques de pathogene.

Les populations endophytes assurent un meilleur rendement par I’¢limination du
pathogéne comme ce qui a été démontré lors d’une attaque par les nématodes, les insectes et
aussi contre les champignons et les bactéries phytopathogénes par la production d’antibiotiques
et de molécules de défense (Strobel et Daizy, 2003).

12
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I.5.Le réle des endophytes

Les champignons endophytes jouent des réles vitaux dans divers aspects de vie qui
varient de ses effets sur les plantes-hotes telles que la protection contre les maladies (Redman
et al.,, 1999, 2001). La production de métabolites secondaires efficaces contre les agents
pathogenes de I’hote (Lui et al., 2001), la protection contre des insectes ravageurs (Azevedo et
al., 2000 et Anke et Sterner, 2002), et la résistance aux herbivores (Latch, 1993).

1.5.1.Le rdle physiologique des endophyte
Généralement les communautés de champignons endophytes jouent un réle bénéfique

important dans la physiologie des plantes hotes.

Les mécanismes directs se manifestent lors de la fixation de I’azote atmosphérique, la
solubilisation des minéraux telle que le phosphore et la production des régulateurs de croissance

tels que les auxines, les gibbérellines, les cytokinines et 1’éthyléne (Ahmad et al., 2008).

Les mécanismes indirects peuvent se produire par le biais d’un effet de
mycoparasitisme, d’une sécrétion d’inhibiteurs allélochimique (Sturz et Christe, 2003) et/ou

d’un phénomene de composition avec les microorganismes pour 1’espace et les nutriments

(Whipps, 2001 et Howell, 2003).

Les endophytes peuvent aider les plantes a tolérer et supporter les facteurs de stress
biotiques et abiotiques (stress hydrique, salin, hautes températures, ...etc.) (Redman et al.,
2002).

Waller et al., (2005), ont rapporté la possibilité de I’endophyte Piriformo sporaindica

pour induire la résistance aux maladies fongiques et la tolérance a la salinité dans 1’orge.

Sous le stress des métaux lourds, les microbes endophytes peuvent protéger les plantes
hotes en limitant le transport des métaux lourds et I'accumulation de métaux dans les tissus
végétaux (Monnet et al., 2001 et Liao et al., 2003).

Les endophytes systémiques et foliaires peuvent reéduire la capacité nutritive chez les
vertébrés herbivores par production des alcaloides toxiques (Schardl, 2001).Ces endophytes

peuvent induire la résistance aux maladies (Bae et al.,2008).

13
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Les champignons Clavicipitaceae produisent des alcaloides toxiques contre les

bioagresseurs et les vertébrés herbivores (Selim et al., 2012).

Certains isolats fongiques endophytes ont été isolés a partir des plantes médicinales et
ont été utilisés comme agents de contrdle biologique (Backman & Sikora, 2008). 1l y a aussi la
cryptocine qui est produite par I’endophyte Cryptosporiopsis quercina isolé d’une plante
médicinale Tripterigeum wilfordii, elle a montré une puissante activité contre Pyricularia

oryzae agent de la pyriculariose du riz (Li et al., 2000).

Webber & Gibbs, (1984), ont démontré la protection des végétaux contre les insectes da a des
champignons endophytes par exemple Phomopsis oblonga, qui protége les ormes contre le
coléoptére dendroctone Physocnemum brevilineum (Coleoptera, Cerambycidae), vecteur d’un
champignon pathogéne (Ceratocystisulmi) qui provoque la maladie hollandaise de I’orme ;

cette protection est assurée par la production des composés toxiques.

Beaucoup de champignons endophytes sont capables de synthétiser des composes
biologiquement bioactifs qui peuvent étre utilisés comme source potentielle dans le domaine

pharmaceutique, agricole et industriel (Padhi et al., 2013).

La sélection des extraits bruts des champignons endophytes pour leur activité antimicrobienne
indique qu’ils peuvent posséder la stabilité de I’activité antimicrobienne contre les pathogenes
testés tels que Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae et Alternaria
sp...etc. (Selim et al., 2012).

Un autre usage trés important des champignons endophytes dans la production des agents
antiviraux qui ont été isolés a partir de la culture du champignon endophyte Cytonaema sp.
Isolé du Quercus sp. (Padhi et al., 2013).

Les antioxydants naturels sont généralement trouvés dans les plantes médicinales, les légumes

et les fruits, et les champignons endophytes peuvent étre une source potentielle de nouveaux

antioxydants (Pimentel et al., 2011).
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Plusieurs champignons endophytes sont considéerés comme une nouvelle source de

molécules biologiquement actives et qui pourraient étre des approches alternatives. Paclitaxel
et quelques-uns de ses dérivés représentent le groupe majeur d’agents anticancéreux qui sont
produits par les endophytes (Padhi et al., 2013). La majorité des plantes médicinales qui vivent
dans les conditions extrémes renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus
du métabolisme secondaire, environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiés partir de
champignons endophytes isolés a partir de ces plantes.
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1.6.1solement des champignons endophytes

L’isolement est la premiére étape dans le criblage des champignons endophytes, les
problemes liés a cette premiére étape de criblage reviennent a la méthode de désinfection, le

choix du milieu de culture et a la présence des endophytes incultivables (Macia vicente, 2008).

La procedure la plus utilise pour détecter la présence des champignons endophytes dans
les tissus internes des plantes et essentiellement baser sur la désinfection de la surface des
échantillons apparemment sains pour éliminer les microorganismes épiphytes (Bils,1996). Les
Echantillons préalablement désinfectés sont ensuite placés dans des milieux de culture
synthétique et quand les hyphes fongiques commencent a se développer, I’isolement peut étre
réalisé .Cette technique ne permet pas d’isoler les microorganismes biotrophes et les
champignons qui ne se développent pas d’une manicre adéquate dans le milieu de culture choisi.
En conséquence, le nombre réel de champignons endophytes dans un échantillon peut étre sous-
estimeé (Zhang et al., 2006).

Les endophytes non cultivables ne se développent pas sur un milieu de culture et
heureusement les techniques moléculaires permettent leur détection in situ dans les tissus

végétaux (Duong et al, 2006).

Murphy et al. (2005) ont cherché a trouver un milieu idéal pour 1’isolement et la culture
d’un groupe particulier d’endophytes, surtout ceux qui sont incultivables sur un milieu de
culture habituel et ils ont déterminé également les milieux de culture qui ont le meilleur
rendement pour I’isolement initial et la croissance des endophytes. Ils ont établi comment les
isolats existants et qui sont maintenus in vitro croitront sur des milieux différents. Les résultats
relatifs a ces travaux ont permis de constater qu’en optimisant les conditions culturales en
fonction de 1’émergence des endophytes, une plus grande gamme d’endophytes précédemment

incultivables et qui sont tres utiles pourraient étre isolés.
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Parmi les milieux utilisés pour les champignons endophytes on trouve le milieu MEA
Malt Extrat Agar) et le PDA (Potato Dextrose Agar) (Crous et al ., 1995, Stone et al., 2004,
Deacon ,2006, et Larran et al.,2007). Ces méthodes sont généralement associées aux techniques
histologiques (Stone et al., 2004), elles sont simples peut couteuse et permet la détection d’une

large gamme de champignons endophytes (Baymen, 2007).

7. L’identification des champignons endophytes

L'identification rigoureuse des endophytes nécessite un examen microscopique du tissu
de I’hote et repose dans une large mesure sur l'expertise taxinomique de l'examinateur.
L'identification morphologique est effectuée en examinant la culture, le mécanisme de

production des spores, et les caractéristiques des spores (Zhang et al., 2006).

Parfois, I'optimisation des conditions de croissance visant a induire la sporulation des
endophytes est un processus d'essais et d'erreurs (Bills, 2004). Chacune des souches fongiques
isolées est incubée séparément sur les milieux PDA, CMA, et PCA dans des boites de Pétri
pour obtenir des conditions optimales de sporulation (Reis et al., 2000). De plus les
champignons endophytes qui ne sporulent pas en culture peuvent étre détectés par d'autres
moyens tels que la comparaison des séquences de génes de I'ADN ribosomique (ADNr), une
analyse qui peut étre utilisée pour déterminer les relations phylogénétiques (Guo et al., 2000).
En conséquence, les isolats endophytiques sont souvent identifiés en utilisant une combinaison

de méthodes moléculaires et morphologiques (Raps et al., 1998 et Malinowski et al., 1999).

1.7.1. Techniques biochimiques

Les champignons sont des organismes qui produisent une large gamme de substances
spécifiques et de différentes natures. Ces dernieres représentent un outil qui permet aux
chercheurs, dans leurs travaux de taxinomie ou d'écologie...etc ; la distinction des différents
taxons par le biais de certaines analyses biochimiques et tests immunologiques (Cheplick et

Faeth. 2009).
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Théoriquement, la mesure du contenu d'un composé biochimique spécifique aux
champignons endophytes, pourrait étre employée pour mesurer l'intensité d'infection. Par
exemple, les stéroles (composés alcaloides hautement spécifiques aux champignons), et de
méme pour certains acides gras et d'autres marqueurs biochimiques, sont utiliseés pour cette

tache (Cheplick et Faeth. 2009).

L'ergostérol peut étre employé pour détecter et mesurer I'infection fongique des plantes,
Logendra et Richardson (1997) in Cheplick et Faeth (2009) ont décrit une technique pour
mesurer le contenu de I'ergostérol produit par des endophytes isolé a partir des feuilles de quatre

especes de graminées.

La chitine un autre composé commun chez les champignons s'aveére plus efficace dans
I'évaluation de la fréquence et I'intensité d'infection des endophytes chez les populations et les

individus des graminées, respectivement (Cheplick et Faeth, 2009).

Les diagnostiques immunologiques se fondent sur la reconnaissance par des anticorps,
avec les antigénes spécifiques se présentant sur la surface ou sécrétés par les champignons
cibles. La plus part des tests immunologiques sont bases sur I'ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay). C'est une technique simple a utiliser, spécifique, et permet I'examen d'un grand
nombre d'échantillons et d'une maniére quantitative (Brunner et al., 2007). Dans ce contexte,
Christensen et al (1997) ont utilisé I'ELISA pour quantifier la concentration relative en hyphes

fongiques dans quelques graminées fourrageres colonisées par les champignons endophytes.

L'inconveénient de tels outils est qu'ils soient tres colteux a développer et qu'ils ne sont
applicables qu'aux champignons dont les anticorps monoclonaux ont été développes (Bayman,
2007 In Brunner et al., 2007).
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1.7.2.Techniques moléculaires

L'application des méthodes moléculaires pour I'étude des champignons endophytes est
devenue impérative non seulement pour I'identification précise des différents taxons occupant
les plantes hdtes, mais également pour I'exploration du polymorphisme existant au sein de ces
mémes organismes les méthodes moléculaires servent a l'analyse séquentielle des acides

nucléiques (ADN, ARN) ainsi que les produits protéiques (Verscheure et al., 2002).

Ces méthodes se basent essentiellement sur la technique de réaction de polymérisation

en chaine : PCR (Polymerase Chain Reaction) (Brunner et al., 2007).

Une variété de techniques est disponible entre autre : PCR-RFLP (Restriction Length
Polymorphism), DNA RAPD (Random Amplified Polymorphic), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) et la DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Brunner et al.,
2007).

Par le biais de I'analyse de I'ADN extrait des champignons isolés en cultures pures, ces
méthodes moléculaires ne sont pas seulement utilisées en taxinomie mais aussi dans
I'identification des champignons endophytes qui ne sporulent pas en milieux de cultures (Schulz
et Boyle, 2005). D'autre part, cette approche ne permet pas la détection et I'identification des
champignons non cultivables (biotrophes obligatoires). Pour cela, il faut faire appel a une autre
méthode qui consiste a I'amplification directe de 'ADN fongique issue des plantes hétes Nous
rapportent que lorsqu'on utilise cette approche il est important de prendre en compte que la
stérilisation superficielle peut ne pas avoir dénaturé¢ 'ADN des épiphytes, bien que I’eau de
javel (NaOCI) soit relativement efficace a cette fin (Zuccaro et al., 2003 ; Schulz et Boyle
(2005) et Bayman, 2007). .

Pour maximiser la diversité des champignons endophytes, les études doivent s'effectuer

a la fois par I'analyse de I'ADN fongique issu des cultures pures et celui-ci isolé directement et

amplifié a partir des plantes hotes (Bayman, 2007).
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1.8. Conservation des champignons

Le developpement de la biotechnologie fongique a coincidé avec le souci croissant de
fournir des protocoles de conservation et de stockage fiables et sdrs pour les levures et les

champignons filamenteux.

La conservation a ¢été basée sur I’isolement de mycéliums, spores et
sporocarpes, chaque forme de propagule constitue 1’inoculum servant a inoculer des plantes

hotes. Les protocoles de préservation suggérés sont :

1. Conservation a froid dans I'azote liquide a 196 °C : préparer une suspension de conidies
de I’isolat, plonger le dans un protecteur a froid approprié¢ et refroidir a une vitesse
contr6lée (Smith et Thomas, 1998). Conserver dans la phase liquide ou vapeur de I'azote

liquide aussi longtemps que nécessaire (Smith et Onions, 1994).

2. Conservation a froid dans un congélateur mécanique a -70 ° C : stocker votre isolat sur
une pente ou sous forme de suspension de conidies (de préférence avec une conservation

a froid) dans un congélateur mécanique a la température la plus basse possible.

3. Stockage dans I'huile : cultivé des cultures saines sur des pentes d'agar, submergé avec

un maximum de 10 mm d'huile minérale (Smith et Onions, 1994).

4. Stockage dans I'eau : les bouchons mycéliens doivent étre découpés dans du mycélium
en croissance active, immerges dans au moins 10 ml d'eau désionisée stérile dans des
verres universels ou dans un autre récipient approprié et hermétiquement fermés pour
éviter la déshydratation (Burdsall, 1994, Smith et Onions, 1994).

5. Congélation a -20 °C : maintenir les cultures pour obtenir une croissance optimale sur

les pentes d'agar. Transférer dans un congélateur a -20 °C (Smith et Onions 1994).
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6. Sous-culture continue : couper les blocs d'agar ou les bouchons de la périphérie des
cultures en croissance active et de la sous-culture sur une source nutritive fraiche ou
inclinée tous les deux mois sar de I'agar qui ne favorise pas la sporulation excessive ou
les événements méiotiques. Les cultures doivent étre scellées, entretenues et ensuite

conservées a température baisse (-4 ° C).
7. Lyophilisation : préparer des suspensions de spores dans du lait écrémé / inositol.
Préférablement lyophiliser dans un procéde de lyophilisation centrifuge en deux étapes

(Smith et Onions 1994).

8. Stockage sur gel de silice plus ou moins stocker une suspension de conidies de votre

isolat sur du gel de silice non indicateur (Smith et Onions, 1994).

9. Stockage dans le sable / sol + : préparer les suspensions de conidies et les inoculer dans
un sol stérile (sablo-limoneux) ou dans du sable (Smith et Onions 1994).
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11.9. Les champignons endophytes du Zygophyllum album

Les endophytes ont été isolés a partir de plusieurs plantes appartenant a plusieurs
familles botaniques localisées dans des environnements tempérés, incluant des especes

spontanées ou cultivées (Marquez et al., 2012).

Actuellement, les plantes qui s’adaptent aux conditions extrémes ont attiré I’attention
de plusieurs chercheurs. Les zones arides et semi-arides constituant des milieux pratiquement
extrémes semblent étre des environnements promoteurs pour isoler des mycetes endophytes
producteurs de substances bénéfiques (Lopez Llorea et Macia Vicente, 2009). Le Zygophyllum
album, une plante endémique de ses endroits consistent un modele pour isoler des souches

fongiques endophyte productrices des métabolites secondaires biologiques.

Il n’y a aucune d’étude réalisée sur les champignons endophytes de Zygophyllum album
mais il y a des études sur les bactéries endophytes réalisées par Nacer et al. (2017), qui ont pu
isoler et caractériser les bactéries endophytes endémiques de racines de Z.album du Sahara
Algérienne « El-Golea »et ils ont étudié la diversité de ces bactéries endophytes.
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I1. Zygophyllum album

11.1. La familles des Zygophyllacées

Cette famille comprend environ 27 genres et 285 especes (Hussein et al., 2011). Elle est
représentée dans tous les continents mais principalement dans les régions arides et semi-arides.
Au Sahara Algérien on observe 7 genres et 27 especes, ¢’est-a-dire que les Zygophyllacées
forment plus de 3% de la flore de notre désert (Smati., 2009). Parmi ces Zygophyllacées
sahariennes, plus de tiers des especes et de nombreuses variétés sont des endémiques du
Sahara ; c’est, sous le rapport de I’endémisme, le groupe le plus intéresse de toute la flore nord-
africaine (Ozenda, 1977). Les plantes appartenant a cette famille, sont trés reconnaissables a
I’aspect de ses herbes, arbustes, ou arbres, elles ont des feuilles stipulées, tres polymorphes

(Figure 05).

Zygophyllum gaetulum Larrea divaricata Zygophyllum album

Figure 05 : Les espéces de la famille des Zygophyllaceae (Belguidoum ,2012)
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11.2. Le genre Zygophyllum

Le genre Zygophyllum, numériquement le plus important de la famille, comprend 150 especes
de déserts et de steppes du Vieux Monde (Ayad, 2008).

Ce sont des buissons ramifiés, a feuilles opposées, pourvues d’une paire de folioles ;
celle-ci tantot étroite et cylindriqgue comme chez les especes de nord-africain, tantét aplaties en
raquette comme chez beaucoup de types sud-africaines ou asiatiques (Quezel et Santa, 1963).

Sept espéces en Afrique du nord, dont I’'une Z. simplex est aisément reconnaissable a
ses feuilles simples et sa racine gréle, et les six autres étant par contre difficiles a distinguer
entre elles. Leur morphologie est en effet tres analogue, les seuls caractéres distinctifs valables
reposent sur la forme de fruit, les échantillons sont a peu pres toujours indéterminables et
comme la forme de fruit se modifie sensiblement au cours de son développement. Les
échantillons présentant des fruits immatures sont eux-mémes d’une détermination délicate ; il
parait d’ailleurs exister de nombreux termes de passage entre ces especes, dont certaines sont
probablement des hybrides (Ozenda, 1977).
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I1.3. L’espéce Zygophyllum album
Le Zygophyllum album connu sous le nom « Aggaya » est une espéce du genre Zygophyllum de

la famille des zygophylaceae (El Ghoul et al., 2011).

Ce sont des plantes trés adaptées au milieu désertique par leur systeme de racines
horizontales qui parcourent de longues distances et absorbent la moindre goutte d’eau

(Smati, 2009) (Figure 06).
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Figure 06: Zygophyllum album (Zegheb,2013)

11.4. Répartition géographique

Cette espéce colonise les sols a encroltements gypseux des bordures des chotts et des sebkhas.
Cette plante est également liée aux sols alcalins ou salins. Elle présente une grande amplitude
écologique. Elle pousse sous des précipitations allant de 3 mm/an a 158 mm/an (Fahmy et Ouf,

1999).

Zygophyllum album est une espéce saharo méditerranéenne commune dans le sud tunisien,
moins fréquente en Algérie. On la trouve principalement dans les régions arides du Sahara
septentrional au Tidikelt et au Touat. Au Sahara central, il est signalé dans I'Ahaggar, a Fort-
Polignac (Illizi) et dans la région d’El Goléa. Cette espéce est commune dans tout le sud

saharien notamment & Tamanrasset et Béchar (Smati., 2009).
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I1.5. Position taxonomique

Nous présentons si dessous la classification selon JUDD et al (2002).

Régne Plantae

Phylum Angiospermes

Superdivision Spermatophyta (seed plant)
Division Magnoliophyta (flowering plants)
Classe Magnoliopsida (Eudicotylédones)
Sous — classe Rosidae Il

Ordre Zygophyllales

Famille Zygophyllaceae

Genre Zygophyllum

Espéce Zygophyllum album

11.6. Description botanique du Zygophyllum album

Les espéces du genre Zygophyllum se présentent souvent sous forme de buissons bas, ramifiés
dont les feuilles composées en général de deux folioles cylindriques, charnues et gorges d’eau,
ont donné le nom a la famille. Les fleurs axillaires ont dix étamines a base élargie. Le fruit de
Z. album est capsule portée par un pédoncule court. Elle est formée d’une partie inférieure
soudée et d’une partie supérieure dont les cinq lobes libres ont & peu prés la méme longueur
que la partie soudée (Smati., 2009). Parfaitement adaptée a la secheresse, Z. album présente un

réseau racinaire important sous forme de rhizomes et de fines soies sur les feuilles qui

permettent de retenir la vapeur d’eau (Figure 07).
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a : Les Feuilles b : Les fleurs

¢ : Les fruits

Figure 07 : Photos des organes de Zygophyllum album (Zegheb,2013)
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I1.7. L’intérét biologique de Zygophyllum album

En Algérie, Z. album posséde plusieurs effets biologiques. Elle est employée pour traiter le
diabete, les spasmes, les coliques (Ould El Hadj et al., 2003; Smati et al., 2004; Hammiche et
Maiza, 2006 ; EI Hamsas et al., 2010). Elle a un intérét en Pharmacopée : est utilisée, en
décoction, en poudre ou en pommade pour les traitements des diabetes, des indigestions et des
dermatoses (Chehma, 2006). D’autres vertus telles que les activités anti- inflammatoire,
antipyrétique et antivirale sont trés connues a ces espéces (Saad et al., 1967). Z. album a été
décrite comme une espéce d’intérét pastoral vu qu’elle soit considérée une plante bien broutée

par les dromadaires (Chehma, 2006).
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11.8. Les principaux métabolites secondaires isolés a partir de Zygophyllum album

Le Z. album a fait ’objet de nombreuses études phytochimiques dans les derniéres années.
Mais ne nous y trompons pas, le Z. album est une espece tres peu étudiée si I’on considére la

pléthore de publications consacrées a d’autres especes.

Un précédent travail sur cette plante a révéler qu’elle contienne : les tannins, les stérols, les

saponines, les terpénes, les flavonoides ... etc. (tableau 03).

Tableau 03: Principaux métabolites secondaire isolés

Produits isolés Référence

Isorhamnetin -3-O- galactoside (Hussein et al., 2011)
Isorhamnetin -3-O- glucoside

Isorhamnetin -3-O- robinoside

Harmine (Amal Et Moustafa, 2007)

stigmasterol
B — sitostérol
acidedecanoique

acideplamitique

Isorhamnétine -3-O- rutinuside (Ayad ,2008)
carvone (Tigrine et al., 2011)
a-terpineol

B —damascenone
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Chapitre Il : Matériel et Méthodes

11.1.1. Matériel végétal

Zygophyllum album est la plante sur laquelle les isolements des endophytes ont été
réalisés. Elle est collectée dans trois zones de prélevements ; INRA, Bouda et I’ Aéroport de
Wilaya d’ Adrar (Algérie). Les endophytes ont été isolés a partir de la partie racinaire et aérienne
(tige, feuille, fruit). (Figure 08).

A : Partie racinaire B : Partie aérienne

Figure 08 : Les parties concernées par les isolements de Zygophyllum album.
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11.2.Méthodes
11.2.1 Echantillonnage

La collecte des échantillons a été faite pendant le mois de Février dans trois zones de
préléevements ; INRA, Bouda et Aéroport situées dans la wilaya d’ Adrar (1400 km au sud—ouest
d’Alger). Adrar est caractérisé par un climat de type saharien avec un hiver tempeéré et une

grande aridité.

Afin d’assurer un bon isolement des champignons endophytes, les plantes
apparemment saines ainsi qu’un matériel végétal frais et jeunes ont été choisis. Pour cela
plusieurs plantes saines et jeunes ont été choisies et les échantillons ont été pris aléatoirement
de different emplacement sur les plantes, sont placés dans des sacs stériles pour les transporter
jusqu’au laboratoire. Environ 18 échantillons sont prélevés a raison de 06 échantillons par
zone de prélevement. Les échantillons ainsi collectés sont préservés a une température de 4°C

afin d’étre utilisés ultérieurement. (Gallo et al., 2008).
11.2.2.1solement des champignons endophytes
11.2.2.1. Isolement des endophytes a partir des racines de Zygophyllum album

Les échantillons de racines de Zygophyllum album ont été lavés a I’eau du robinet pour
enlever les débris du sol, puis rincés plusieurs fois avec de I’eau distillée stérile (EDS). lls ont
ensuite subi une désinfection dans de I’hypochlorite de sodium (NaOCl) (3%) pendant 3
minutes suivie de trois ringages successifs dans ’EDS pendant 3, 2, et 1 minute respectivement

(Macia Vicent et al., 2008)

Les échantillons de racines ont été déposés sur du papier filtre stérile pour les sécher, et
sont ensuite découpés en fragments de quelques millimetres de long. Ces fragments racinaires
ont été déposé dans des boites de Pétri contenant un milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

(Johnnson et al., 1982), et incubés a I’obscurité a 25 °C pendant dix jours.

Les boites ont été contrélées chaque jour pendant une durée maximum de 30 jours (pour
voir les fructifications), chaque champignon poussant a partir des fragments de racines est isolé

et purifié (Figure 09).
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Pour s’assurer que la désinfection de la surface des racines est suffisante et que les
isolements concernent seulement les endophytes, la technique d’empreinte a été réalisée en
déposant les fragments de racines dans des boites de Pétri pendant une minute sur le milieu
PDA. En I’absence de développement des colonies a partir des empreintes profondes, le
protocole de stérilisation de surface a été considéré comme valable et correct pour les
isolements des endophytes (Schulz et al., 1999).

Figure 09 : Les différentes étapes de désenfection des racines et d’isolement des
champignons endophytes
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11.2.2.1. Isolement des endophytes a partir de la partie aérienne de Zygophyllum album

Les echantillons de la partie aérienne de Zygophyllum album ont été lavés a 1’eau du
robinet pour éliminer des impuretés et les debris de la surface, puis rincés plusieurs fois avec
de I’eau distillés stérile (EDS). Ils ont ensuite subi une désinfection en présence de NaOCl a
(1%) pendant 1 minute, suivie de deux ringage successifs dans ’EDS pendant 2 et 1 min
respectivement (Macia Vicent et al., 2008).Les étapes d’isolements sont les mémes que la partie

racinaires.

Figure 10 :Les différentes étapes de desenfection des parties aériennes et I’isolement des
champignons endophytes
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11.2.2.3.Analyse des donnés
11.2.2.3.1. Taux de colonisation

La fréquence d’isolement (FI) de chaque endophytes ou bien le taux de colonisation

(TC) a été calculé en utilisant la formule de Haung et al., (2008).

FI ou TC (%) = Ni/Nt x100 ou Ni est le nombre de segments colonisés par I’endophyte et Nt
est le nombre totale de segment. Le taux de colonisation le plus élevé indique la dominance de

I’endophyte.

11.2.3.Purification des isolats

La purification est réalisée par un transfert successif des colonies développées sur des boites
contenant le milieu de culture PDA. L’incubation est réalisée a une température de 25 °C
pendant 4 a 7 jours. Cette méthode est répétée plusieurs fois jusqu’a I’obtention des colonies

pures. (Figure 10).

Figure 11 : Purification des colonies isolées
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11.2.4. Identification macroscopique et microscopique des champignons endophytes

Les champignons ont été identifié a partir des colonies qui se développent sur le milieu
PDA, I’aspect général de la colonie et les structures de reproduction ; la couleur, le diameétre de
la croissance et le type de fructification été les critéres pris en compte pour identifier les
champignons. les clés d’identification décrites par Watanabe, (1994) et Ellis et al., (2007) ont

été suivis pour la classification des champignons endophytes isoleés.

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait aprés réalisation d’un dépot de
petits fragments entre lame et lamelle. L’examen a 1’objectif 32 été suffisant pour mettre en

évidence la plupart des éléments importants.

Les échantillons ont été prélevés aussi bien dans les bordures des colonies ou les
structures fertiles sont jeunes et le nombre de spores est peu, et du centre des colonies pour
prélever les structures renfermant des spores et ou les spores sont beaucoup plus matures.
L’observation du mycélium révele la présence ou I’absence de septum, la nature de la

reproduction et les caracteéristiques des fructifications et des spores.
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11.3.4. Conservation des isolats étudiés

Tous les isolats obtenus ont été conservés soit par depdt de quelques fragments de
mycélium dans des tubes Eppendorfs stériles, soit par I'utilisation de la méthodes de Macia
Vicente et al., (2008) qui consiste a cultivé chaque isolat dans le milieu PDA en présence de
bouts de papier filtre stériles , apres croissance des champignons sur le papier filtre, ce dernier
est prélevé et dépose dans des enveloppes transparent stériles.

La conservation des Eppendorfs et des enveloppes est réalisé a -20°C dans le

congélateur du laboratoire du phytopathologie du département de biotechnologie de
I’Université de Blida (Algérie) (Figures 12).

A : Conservation dans les Eppendorfs. B : Conservation dans les enveloppes.

Figure 12: Conservation des souches fongiques
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

I11.1. Isolement et détermination du pourcentage de colonisation

Aprés une semaine d’incubation, les champignons endophytes a croissance rapide
commencaient a pousser a partir des segments racinaires. Les isolats obtenus présentent une
grande diversité de forme et de couleur. Ils se différencient selon la couleur et 1’aspect du
mycélium, ils sont plus hétérogénes et se distinguent facilement les unes des autres
(Figure 13).

Le pourcentage total de colonisation est estimé a donc le total est 92,49%, 45,47% de
bactéries et 47,02% de champignons a partir de 18 échantillons collectées et des 1810

fragments utilisés pour 1’isolement.

A partir de 700 fragments de racines utilisés pour I’isolement, nous avons obtenu 137
endophytes fongiques, avec un pourcentage de colonisation de 21,09%, ainsi plus d’un
champignon a été isolé dans certains fragments de racines. Dans les échantillons d’INRA, 55
isolats ont été obtenues avec un taux de colonisation de 28,94 %, 49 isolats ont eté isolé a
I’ Aéroport avec un de colonisation égale a 23,33 % et 33 isolats affichant une colonisation de

11 % dans I’échantillon de Bouda.

1110 fragments de la partie aérienne utilisée pour 1’isolement, 834 endophytes
fongiques ont été obtenus avec un pourcentage de colonisation de 72,97%, 368 isolats dans les
échantillons de I’ Aéroport ont été obtenue avec un pourcentage de colonisation de 81,77%, a
INRA 328 isolats ont été évalué avec un taux de colonisation égale a 72,88 % et 135 isolats

affichant un taux de colonisation de 64,28 % dans 1’échantillon de Bouda.

Les résultats indiquent que le pourcentage de colonisations des isolats fongiques est plus
élevé dans la partie aérienne que la partie racinaire (Figure 14).
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Figure 13 : Champignons endophytes colonisant les fragments de la partie aérienne et

racinaires de Zygophyllum album
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Tableau 04 : Taux de colonisation de la partie aérienne et racinaire des champignons
endophytes obtenus a partir des fragments de Zygophyllum album

Nombre des Nombre des Fréquence de Le nombre des

segments champignons colonisation  échenillons
colonisés

1A 450 328 72.88 6 échantillons
IR 190 55 28.94

BA 210 136 64.28 6 échantillons
BR 300 34 11

AA 450 369 81.77 6 échantillons
AR 210 49 23.33

PR
m P4

A : Le taux de colonisation par les champignons endophytes de la partie racinaires et aérienne
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B : Taux de colonisation dans les trois zones de prélevements

Figure 14 : Taux de colonisation de la partie aérienne et racinaire des champignons

endophytes obtenus a partir des fragments de Zygophyllum album.
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I11.2.1dentification macroscopiques et microscopiques des isolats endophytes
111.2.1. La caractérisation macroscopique

Apres I’isolement, des purifications ont permis d’obtenir des isolats purs et une grande

différence dans les caracteres morphologiques entre les isolats a pu étre discernée.

L’étude macroscopique des isolats purifiés a permis de dénombrer 38 morphotypes a
savoir le morphotype cotonneux et poudreux avec une variabilité de colonies. La couleur varie

entre le blanc, le jaune, le vert, le rose, le noire, le gris, I’orange et le marron (Voir Annexe)

La variation de la couleur et de I’aspect des colonies, nous a permis de classer les isolats
endophytes en neuf groupes comporte des caractéristique morphologique différentes (tableau
05) (Figure 15).

Tableau 05 : Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés

Les Groupes Forme de | Couleur de la colonie Aspect | Diametre de | Durée
la colonie la colonie d’incubation
race | race (cm)
supérieure | inferieure
Groupe 01 Circulaire | Blanche Jaune Cotonneux | 7,5 7 Jours
Groupe 02 Irréguliére | Verte Jaune Poudreux | 3,5 5 Jours
olive
Groupe 03 Circulaire | Noire Noire Poudreux | 7,5 5 Jours
Groupe 04 Circulaire | Rose Rose Cotonneux | 8,3 5 Jours
Groupe 05 Circulaire | Verte Noire — Cotonneux | 6 5 Jours
blanchéatre | vert autour
Groupe 06 Circulaire | Gris Noir Cotonneux | 8,3 5 Jours
Groupe 07 Irréguliére | Jaune Jaune Poudreux | 1,3 5 Jours
Groupe 08 Irréguliére | Marron Jaune Poudreux |1 7 jours
Groupe 09 Circulaire | Orange Orange Poudreux | 8,3 5 Jours
Claire
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Figure 15 : Boites de Pétri contenant des isolats fongiques endophytes purs
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111.2.2. La caractérisation microscopique

L’observation microscopique a montré la présence des mycéliums septes, des micro-
conidies isolées et agglomérées en fausses tétes, des macro-conidies de tailles variables avec 3
a 4 cloisons, des chlamydospores intercalaires et terminales et des monophialides courts

perpendiculaires aux filaments mycéliens.
La description de leurs caractéristiques macroscopiques et microscopigues est réesumee

dans le tableau 06 et les photos sont représentées dans les figures (16 a 24).

Tableau 06 : Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des différents isolats

endophytes de partie aérienne et partie racinaire apres 7 jours d’incubation & 25°C.

Morphotype Description

Caractéres culturaux :
- Face supérieure : Colonies de surface cotonneuse et de relief
planes de couleur blanche.
- Face inferieure : couleur blanches
- Croissance rapide de 3 a5 jours

01 Caracteres microscopique :

Hyphe septe, thalle cloisonné avec de courte monophialides
sur lesquels se trouvent des micro-conidies, des macro-
conidies et des chlamydospores.

- Chlamydospores isolés en courte chaine.

Caracteéres culturaux :

- Face supérieure : Colonies de surface cotonneuse de couleur
rose.
- Face inferieure : couleur rose
- Croissance rapide de 3 a5 jours
0 Caractéres microscopique :
- Hyphe septé, thalle cloisonné avec de courte monophialides sur
lesquels se trouvent des micro-conidies et macro-conidies de

chlamydospores. Chlamydospores isolés en courte chaine
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Phénotype Description

Caracteres culturaux :

- Face supérieure : Colonies de surface poudreuse de couleur

blanche puis bleu vert
- Face inferieure : Jaune
- Croissance rapide de 3 a5 jours
0 Caractéres microscopique :

- Hyphe : Septé, hyaline, porte des conidiophores

- Conidiophores : Ramifiés, cylindriques,

cloisonnées

- Phialides : Disposées en pinceaux ou penicilles serrés,

insérées par I’intermédiaire sur les conidiophores

- Conidies : Rondes, lisses

Caracteéres culturaux :

- Face supérieure: colonie irrégulier a aspect duveteux

poudreuse de couleur jaune et de Relief plane.

- Face inferieure : jaune
- Croissance : rapide 5 jours

o4 Caractéres microscopique :
- Hyphe : Septé
- Conidiophore : long et non cloisonné, hyaline
- Phialides : directement insérées sur la vésicule
- Conidies : globulaires, vert pale et échinulées

- Téte aspergillaire : unisériée, radiée.
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Phénotype

Description

05

Caracteres culturaux :

- Face supérieures : colonie plus souvent humide de relief

muqueuse et de couleur orange.
- Face inferieure : orange
- Croissance : rapide de 3 a5 jours
Caractéres microscopique
- Hyphe : absence
- Conidies : de forme croissant, cloisonnées

- La cellule terminale est longue et pointue

06

Caracteéres culturaux :

- Face supérieure : Colonies de Surface ; duveteuses a
laineuse, d’aspect cotonneux, de Relief plane, et de
Couleur noire tache blanche

- Face inferieure : vert olive

- Croissance trés rapide 2 a 3 jours

Caracteres microscopique :

- Hyphe : Septé, ramifié, pigmenté en brun, d’aspect de
zigzags

- Conidiophores: Cloisonnés, bruns, septés, ramifiés;

Conidies ou porospores: brunes, ovoides, présentent des
cloisonnements transversaux et longitudinaux et sont

caractéristiques du genre Alternaria
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Phénotype

Description

07

Caracteres culturaux :

Face supérieure : colonie de surface laineuse et de Relief
planes, de couleur brun olive au départ devient vert fonce
anoire

Face inferieure : foncé

Croissance : rapide de 3a 5 jours

Caracteres microscopique :

Hyphe : septé rapidement foncé

Conidiophore : bruns, simple peu ramifié ; géniculés a
leur éxtrémité.

Phialides: portées par des métules insérées sur la

vésicule

Conidies : brunes pluricellulaires et 1égérement incurvées

cloisonnées seulement transversalement.

08

Caractéres culturaux :

Face supérieure : colonie circulaire aspect cotonneux de
couleur gris

Face inferieure : noir

Croissance : rapide 5 jours

Caractéres microscopique

Mycélium : cloisonnée
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Phénotype Description

Caractéres culturaux :

- Face supérieure : colonie circulaire aspect poudreuse de
couleur noir tache blanche
- Face inferieure : noir

- Croissance : lente 7 jours

09 ) _
Caracteres microscopique :
- Hyphe : septé, hyaline, pigmentés en brun tres fonceé a
noir cloisonnée et ramifier
- Conidie : oblongues hyaline et aseptées puis a maturité
deviennent brun foncé et septées avec apparition de
stries longitudinales irrégulieres.
Caracteres culturaux :
- Face supérieure : colonie de surface cotonneuses et de
Relief ; planes, de couleur blanc- creme
10 - Face inferieure : blanc
- Croissance : rapide de 3 a 5 jours
Caracteres microscopique :
- Mycélium stérile de couleur transparent
Caractéres culturaux :
- Face supérieure: déférente aspect cotonneuse
poudreuse de déférente couleur noir, gris, vert foncé
11 - Face inferieure : blanc, noir, jaune.

Caractéres microscopique :

- ne pu pas identifier microscopiquement .
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111.3. Diversité des champignons endophytes isolés a partir de Zygophyllum album

A partir des 18 échantillons de Zygophyllum album prélevées pour 1’isolement des
champignons endophytes et sur les 1810 fragments incubés, un total de 971 champignons
endophytes ont éte isolés. Parmi ces isolats endophytes 833 ont été obtenus a partie aérienne et
138 obtenue a partir de la partie racinaire ou non Sur la base des caractéristiques
macroscopiques et microscopiques des champignons isolés on a pu identifier 10 taxons.

La plus parts des champignons endophytes étaient affilies aux Ascomycota (07 taxons)
avec une abondance de Sordariomyceétes et Eurotiomyceétes (02 taxons), suivie par

Euascomycetes et Leotiomycetes et Dothideomycetes (01 taxon chacun) (Tableau 07).

L’ordre des Hypocreéales est dominé par le taxon 01 ou I’espéce Fusarium sp. Qui
regroupe 171 isolats. Le deuxieme taxon dominant est le taxon 8 apparenté morphologiquement
a la famille des Botryosphaeriacea avec 160 isolats affiliés a 1’ordre des Botryosphacriale, suivi
par 136 isolats du taxon 2 assigné au Penicillium sp. Et qui appartienta 1’ordre des Eurotiales.
Le taxon 6 regroupe 92 isolats appartenant au genre Curvularia sp. De I’ordre des Pleosporales.
Le taxon 7 appartenant a I’espece Botrytis sp. Avec 89 isolats de I’ordre Helotia, puis le taxon
3 représenté par Aspergillus sp. Avec 23 isolats Le genre Phaemoniella sp regroupe 12 isolats
du taxon 04.En autre, la division Deutéromycota rassemble 116 isolats du taxon 6 affiliés au

genre Altérnaria sp.

Le taxon 09 regroupe 60 isolats représentant le mycélium stérile et le taxon 10 rassemble
112 isolats qui ne pouvaient pas étre identifiés ni classés selon leurs caractéristiques

morphologiques.
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Figure 16 : Colonie de Fusarium sp. sur milieu PDA (a). Chlamydospores(b).Macroconidies
(c).Microconidies (d) (Gx32).

Figure 17 : Colonie de Penicillium sp. sur milieu PDA (a). Conidium (b). Phialides (c). Stipe
(d). (Gx32).

Figure 18 : Colonie d’Aspergillus sp. sur milieu PDA (a). Conidiophore (b). Conidies
(c). Vesicule (d) (Gx32).
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r VU

Figure 19 :

Figure 20 : Colonie d’Alternaria sp sur milieu PDA (a). Conidies (b). Conidiophores (c)
Filaments mycéliens (d). (Gx32).

Figure 21: Colonie de Curvularia sp sur milieu PDA (a). Conidies (b). (Gx32)
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Figure 23 : Colonie de Botryopheracea. sur milieu PDA (a). Conidies agées septées (b).
Filaments mycéliens (c). (Gx32).

Figure 24 : Colonie de Mycélium stérile sur milieu PDA (a). Mycélium (b). (Gx32).
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La détermination du nombre de taxons montre qu’il n’y a pas de différence dans les
niveaux de communautés des champignons dans la partie racinaire et la partie aérienne entre

les trois zones de prélévements.

Le nombre le plus important de champignons endophytes provient de la zone d’INRA
et Bouda (09 Taxons) suivi par la zone de I’ Aéroport (08 taxons). 08 taxons (1, 2, 3, 5,6, 7, 8
et 9) ont été isolés a partir des trios zones etudiées et un taxon (4) a été isolé dans deux zones
INRA et I’Aéroport (Tableau 07) (Figure 25)
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Tableau 07 : Résultats totaux de I’isolement et I’identification des champignons endophytes

de Zygophyllum album

Taxons Classification Affiliation
taxonomique

Nombre d’isolats

Totale

INRA

Bouda

Aéroport

1 Ascomycota Fusarium sp 90
Sardariomycetes
Hypocreales

Nectriaceal

58

23

171

2 Ascomycota Penicillium sp 34
Eurotiomycetes
Eurotiales

24

78

136

3 Ascomycota Aspergillus sp 10
Eurotiomycetes

Eurotiales

07

06

23

4 Ascomycota Phaemoniellasp 07
Sordariomycetes

Diaporthales

05

00

12

5 Deuteromycota Altérnaria sp 53
Hyphomycete

Moniliales

38

25

116

6 Ascomycota Curvularia sp 32
Euascomycetes

Pleosporales

38

22

92

7 Ascomycota Botrytis sp 33
Leotiomycetes
Helotiales

19

37

89

8 Ascomycota Botryosphaeriaceae 44
Dothideomycetes

Botryosphaeriales

55

61

160

9 Mycélium stérile 25

16

19

60

10 Non Déterminé Non Déterminé 41

22

49

112
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Figure 25 : Déstrubition des isolats endophytes dans les trois zones de prélévements de
Zygophyllum album

111.3.Discussion

La présente étude est considerée comme la premiéere en Algérie menée sur I’isolement des
champignons endophytes a partir d’une plante médicinale endémique de Sahara d’Algérie

Zygophyllum album.

Dans ce travail nous avons évalué la diversité des champignons endophytes cultivables associes
aux racines et a la partie aérienne de Zygophyllum album prélevé de trois zones INRA, Bouda,
et I’ Aéroport de la wilaya d’ Adrar. Zygophyllum album est une plante endémique qui s’adapte
aux conditions arides et se développe sur des sols a encroltements gypseux, une population
intéressante d’endophytes pourraient étre en partie I’origine de cette adaptation. Plusieurs
chercheurs s’intéressent a I’isolement ont des endophytes a partir de plantes médicinales

(Chen et al., 2011; Khan et al., 2013)

L’¢étude des endophytes de la zone de Inra a permis de montrer que la fréquence des endophytes
est plus élevée que dans les autre zone (Bouda et 1’ Aéroport) représente 38% du nombre total
d’isolats peut étre d0 au plus grand nombre de fragment de racines et de partie aérienne déposé
sur milieu PDA qui 640 fragments. Ces résultats sont confirmés dans le qui montre le nombre

des isolats de la zone de I’'INRA plus élevée par rapport aux autres zones. (Tableau 07).

L’abondance des bactéries endophytes (45,47%) dans les échantillons de Zygophyllum album a
empeché ’isolement des champignons endophytes. Cette population bactérienne explique que
les champignons vivent toujours en association avec les bactéries a I’extérieur ou a I’intérieur
de la plante. Ces résultats sont en accord avec les résultats de Mohamed Mahmoud et al.,(2016),
qui ont trouvé une population importante de bactéries associée au endophytes fongiques

racinaires isolés a partir du palmier dattier dans la méme région.

Comparés aux travaux restreints réalisés sur la diversité des champignons du sol des régions a
forte salinité du Sahara Algérien, Dendouga et al.(2015) ont isolé et identifié 327 champignons
filamenteux de trois lacs salins situé dans le Nord-est du Sahara Algérien , ou les plus abondants
genres étaient Aspergillus, Penicillium . Ces auteurs ont constaté une corrélation négative entre

la densité de population fongique et la teneur de chlorure de sodium.

56


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5296229/#B3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5296229/#B18

Chapitre 111 : Résultats et Discussion

Les premiéeres travaux de recherche réalisées sur les endophytes associés aux espéces vegétale
halophytes ont mentionnée I’absence de champignons en raison de la contrainte énorme de leur
tolérance a la concentration élevée de sel, la haut température et la sécheresse (Gunde-
Cimerman et al., 2009).

Les résultats de présentes études basées sur 1’isolement et 1’identification morphologique et
microscopique des champignons endophytes ont montrés que la diversité fongique totale était
relativement élevée par rapport aux travaux de Mohamed Mahmoud (2017). Les résultats
obtenus montrent une fréquence élevée des endophytes de la partie aérienne 72,97% comparée
par rapport a la partie racinaire 21,09%. Ce résultat peut étre di aux nombres des fragments,
700 fragments pour la partie racinaire et 1110 pour la partie aérienne, ce qui confirme les
résultats obtenus par Chaverri et al. (2010) et Gazis et al. (2010). la colonisation des
champignons endophytes était plus élevée dans les feuilles, tige et fruit par rapport aux racines
et I'écorce. Les feuilles, le pétiole, la tige et les racines d'une seule plante different souvent dans
les membres dominants de leurs communautés endophytes. De méme, Kumar et Hyde (2004)
ont également constaté que le taux de colonisation de I'ensemble des feuilles était
significativement plus élevé que celui des racines. Chez Zygophyllum album peut étre dii a la
dominance des bactéries et que les étaient dure et séches. Les racines confere a cette plante une
trés bonne adaptation au milieu désertique et grace a sa présentation horizontale qui parcourent
de longues distances et absorbent la moindre goutte d’eau, les partie qui ne sont pas loin de la
surface se desséchent rapidement et se durci et les partie qui sont la profondeur sont jeunes et

humides.

Khan et al. (2016) ont travaillé sur plusieurs plantes medicinales, et ils ont trouvé un taux de
colonisation des racines du 37,50% et 60% pour la partie aérienne, ce qui confirme encore une
fois les résultats obtenus dans cette étude sur la dominance des champignons endophytes de la

partie aérienne.

L’identification morphologique et microscopique a affilier les champignons endophytes aux 10
taxons, appartenant principalement aux Ascomycota suivis par les Deuteromycota Ces résultats
de la dominance des Ascomycota ont été trouvés également par Pétreni (1986), la prédominance
des endophytes classés parmi les Ascomycota a été rapportée sur diverses especes appartenant

a différentes familles botaniques.
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La famille des Ascomycota comprend différente genre de champignons endophytes qui peuvent

exercer différents types d’interaction avec 1’hote, allant de la symbiose jusqu’au mutualisme

(Rossman, 1996).

D’aprés la classification de Rodriguez et al. (2009), les champignons endophytes dans cette
étude correspondent au classe | de la famille de Clavicipitaceae et classe Il de la famille des
Non Clavicipitaceae. Ces classes jouent un role dans la survie de certaines plantes dans des
environnements fortement stressés (Rodriguez et al. 2004). En contraste avec notre travail,
I'étude de Rodrigues et Samuel (1999) portée sur une Anacardiacée médicinale, Spondias
mombin, prouve la dominance des Ascomyceétes plus spécialement le genre Phomopsis sp. qui

a été également détecté auparavant chez le faux poivrier (Rouabah, 2010).

Concernant les taxons identifiées, tels que Fusarium, Penicillum, Alternaria, Botrytis,
Aspergillus, Phaemoniella, Curvularia, sont des endophytes qui ont fait I'objet d'une attention
considérable car ils protégent leur héte contre les parasites, les pathogénes et méme les

herbivores domestiques (Weber, 1981)

Le groupe le plus abondant et le plus fréquemment détecté dans tous les partie de Zygophyllum

album et dans les trois régions d’Adrar est le taxon 1 affilié & Fusarium.

Aussi parmi les champignons endophytes isolés du soja, une forte dominance de Fusarium a
été observée dans les racines, et les souches de Fusarium sp. a été isolé a partir de divers parties
de la plante (Pimentel et al., 2006; Impullitti et Malvick, 2013; Russo et al., 2016).

Les especes de Fusarium sont omniprésentes et sont adaptées a plusieurs sites géographiques,
a diverse conditions climatiques et habitats écologiques. Ce genre se retrouve en interaction
avec plusieurs plantes hotes, appartenant aux gymnospermes et aux angiospermes, des
monocotylédones et des dicotylédones (Kuldau et Yates, 2000 et Charlles et Bacon, 2006).
Certains genres de Fusarium protéger les plantes contre les bactéries phytopathogene, les
champignon et les virus (Edel-Hermann et al., 2011).

Les especes de Botryosphaeriaceae représentée par le taxon 8 avec 160 isolats. Les membres
de cette famille en particulier Botryosphaeria se trouve dans de nombreux environnement. Cette
plasticité génétique les rend capable de produire de nombreux composés intéressants, possédant

diverses activites biologiques (Bara et al., 2013).
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Les especes du genre Botryosphaeria ont été rapportées comme des champignons epiphytes de
la mangrove Sonneratia aptalla (Xu et al, 2011), comme des endophytes sur le cacao
(Theobroma cacao L.) (Rubini et al., 2005). Les exemples de métabolites excrétés par le genre
Botryosphaeria et les genres apparentés comprennent, la primine (Pongcharoen et al., 2007) et

la lasiodiploine( Yang et al., 2006).

Le troisieme groupe est le taxon 2 affilé a Penicillium sp, a 136 isolat est un genre qui comporte
plus de 200 espéces, est un genre parmi les champignons endophytes dominant dans les plants
médicinales (Kusari et al., 2014). Certaines sont utilisées pour la production de métabolites,
d’autres peuvent étre responsables de dégradations. C’est un genre trés répandus dans la plupart
des environnement terrestres (Botton et al., 1990; Petit et al., 2009), et il as été déja isolé comme
endophyte a partir de plusieurs plantes médicinales par ( Kharwar et al., 2008 ; ; Rakotoniriana
et al., 2008 ; llyas et al., 2009 Abdel-Motaal et al., 2010; Bhagobaty et al., 2010, Khan et al.,
2010, Nagaraja et Devkar, 2010, Shankar et Shashikala, 2010).

Le taxon 5 est Alternaria sp avec 116 isolats 1’abondance due probablement a sa croissance
rapide et a sa diffusion épiphyte comme il a rapporté Sieber (1985). Ce champignon a été signalé
comme un endophytes commun a d'autres especes végétales comme Triticum aestivum, (Larran
et al., 2002; Fisher et al., 1992; Zhang et al., 2006). De méme, les espéces et les souches
d'Altérnaria sont fréquemment isolées et identifiées a partir de plantes médicinales, comme
I'indiquent Garcia et al. (2012) et Orlandelli et al. (2012).Curvularia sp. Représente par le taxon
6 contienne 92 isolats. Curvularia sp est retrouvé partout dans le sol, et dans de trés nombreux

hobtes.

Le taxon 7 Botrytis sp est comprend 89 isolat, il est parmi les taxons dominants dans cette

plante, il n’y a pas de Botrytis bénéfique, donc il peut étre pathogéne.

Le taxon 9 est mycélium stérile, comprend 60 isolat, il a été laissé croitre plus de deux mois et
il n’a formé aucune forme de spores sexuées ou asexuées et son identification doit se faire par
des techniques moléculaires. Beaucoup de champignons stériles ont été isolés en tant
qu’endophytes a partir de différentes plantes médicinales par (Huang et al., 2008; llyas et al.,
2009; Jianqui et al., 2008; Mohanta et al., 2008).
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Aspergillus sp. de taxon 3 posséde 23 isolat est un genre trés diversifié avec 180 especes, dont
certaines ayant une valeur commerciale et médicale (Lubertozzia et Keasling, 2009).

Aspergillus est un genre capable de croitre sur presque tout type d’habitat (Ilyas et al., 2009),
et a été déja isolé préalablement en tant qu’endophyte a partir de plusieurs plantes médicinales
dont Clitoriaternatia, une plante médicinale de la famille des Fabacée, par Shankar et Shashikala
(2010); il a éte isole aussi a partir de différentes plantes médicinales par plusieurs auteurs
(Huang et al., 2008; llyas et al., 2009; Abdel-Motaal et al., 2010 ; Khan et al., 2010; Nagaraja
et Devkar, 2010).

Le dernier isolat Phaemoniella sp, de taxon 4 posséde 12 isolat, Phaeomoniella sp est

trouvés sur des aiguilles de pin (Lee et al., 2006).

Dans cette étude il y a des isolats qui non pas été identifié ils nécessitent des techniques

moléculaires et biochimiques qui facilite leurs caractérisation.

L’isolement et I’identification des champignons endophyte de Zygophyllum album jouent un
réle important dans la production des biomolécules dans le domaine de la biotechnologie. Les
endophytes qui habitent les plantes médicinales présentent une activité biologique puissante,
comme les activités antioxydantes, antipaludiques, antimicrobiennes et anticancéreuses
(Strobel et al., 2004; Xiao et al., 2014).

Dans études, les endophytes isolés a partir de plantes médicinales (Melia azedarach et
Rauwolfia serpentina Benth) ont été évalués pour leur activité antioxydante cas de
Botryosphaeria et Aspergillus sp.) (Xiao et al., 2014; Nath et al., 2015)

Les endophytes fongiques isolés a partir de plantes médicinales poussant dans des conditions
environnementales difficiles comprennent une communauté d'endophytes divers et
biologiquement active. De tels endophytes peuvent augmenter la tolérance des plantes hétes,

qui peuvent étre reproduites dans des cultures agricoles exposées a des stress abiotiques.

Les champignons endophytes sont considérés comme une source exceptionnelle de nouveaux
composés biologiquement actifs avec des applications étendues telles que I'activité

anticancéreuse et antibactérienne.
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Conclusion

Conclusion

Dans cette étude, nous avons pu isoler et caractériser les champignons endophytes associés a la

partie racinaire et aérienne du Zygophyllum album.

Les champignons endophytes de cette étude sont constitués principalement d’espéces
appartenant au Ascomycota et colonisent asymptomatiqguement les milieux intra- et
extracellulaires des plantes. Ils sont divisés en quatre classes selon la famille d’endophyte
concerné, la localisation des tissus colonisés et le mode de transmission. Leur large distribution
et le taux de colonisation éleve des tissus végétaux dans tous les écosystemes suggerent leur
réle écologique important. lls agissent notamment sur les plantes hétes, le plus souvent en

augmentant leur productivité ou en améliorant leur tolérance aux stress abiotiques et biotique.

Un total de 971 champignons endophytes ont été isolés a partir du Z. album et affilié a10 taxons.
L’identification préliminaire nous as permis de classer nos isolats dans deux divisions
Ascomycota a laquelle appartient les classes des Sordariomyceétes (Fusarium sp, Phaemoniella
sp), Eurotiomyceétes (Penicillium sp, Aspergillus sp), Eusacomycétes (Curvularia sp),
Leotiomycétes (Botrytis sp), Dothideomycétes (Botryosphaeriaceae), et dans la deuxieme

divisions Deutéromycota appartient la classe des Hyphomycétes (Altérnaria sp.).

L’isolement et I’identification macroscopique et microscopique de la population endophytes du
Zygophyllum album étudiés a montre la présence des espéces et de genres tres intéressants et
déja décrits dans le littérateur comme des groupes majeurs d’endophytes fongiques colonisés

d’especes végétales en milieu aride.

Les champignons endophytes sont d’excellentes sources de nouveaux produits naturels
bioactifs avec un potentiel d’exploitation dans une grande variété de domaines médicaux,
biotechnologique, agricoles et industriels, et bien que les travaux sur 1’utilisation de cette vaste
ressource de microorganismes vient de commencer, il est déja devenu évident que ces derniers

ont un grand potentiel dans plusieurs domaines.

Plusieurs stratégies sont en cours d’études afin d’isoler de nouvelles souches ou d’améliorer le
rendement de production en agissant directement sur des souches ou en optimisant les
conditions de culture. Ces stratégies devraient permettre d’utiliser les champignons endophytes
pour produire des médicaments a 1’échelle industrielle et d’éviter les conséquences écologiques
que peut provoquer la surexploitation de certaines especes végétales. Mais ces stratégie est

difficile car ne pas utiliser les technique moléculaire et biochimique.
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Conclusion

Perspective

> ldentification moléculaire des endophyte
> Sélectionner les souches antagoniste a travers le test in vitro et in situ & I’encontre de

certain pathogene
» Sélectionner les souches tolérantes aux stress abiotique
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1. Composition de milieu de culture

Milieu PDA (Johnson & Booth, 1983)

- Pomme de terre 200g

- D-glucose 209

- Agar 20g

- Eau distillées 1000ml

- pH 6,5
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Tableau 01 : Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés de la zone d’INRA

Souche | Formede | Couleur de la colonie Aspect Diamétre | Durée
la colonie _ de la d’incubation
Face supérieure !:ace_ colonie
inferieure
(cm)
1A229 Circulaire | Blanche Orange Cotonneuse | 7,5 5 Jours
IA2108 Irréguliere | Verte olive Jaune Poudreuse | 3,5 5 Jours
IA2101 | Circulaire | Noire —verte Verte Cotonneuse | 6,5 5 Jours
autour
IA2 351 | Circulaire | Noire + taches | Noire Cotonneuse | 8,3 5 Jours
blanches
IA2128 Irréguliére | Verte Jaune -verte | Poudreuse | 3,5 5 Jours
autour
IA2 910 | Circulaire | Blanche Beige Cotonneuse | 8 5 Jours
IA346 Irréguliére | Bleu verte Jaune Poudreuse | 3,5 5 Jours
1Al104 Circulaire | Noire Noire Poudreuse 7,5 5 Jours
IA312101 | Circulaire | Blanche + Marron — Cotonneuse | 8,3 5 Jours
taches jaunes blanc autour
1Alg7 Circulaire | Rose Rose Cotonneuse | 8,3 5 Jours
1A2144 Circulaire | Rose claire Rose Cotonneuse | 8,3 5 Jours
1A211 Circulaire | Rose Rose Cotonneuse | 8,3 5 Jours
1A33 1 Irréguliere | Gris claire Jaune — Poudreuse | 1,8 5 Jours
verte autour
IA2 27 Irréguliére | Gris Jaune Poudreuse | 1,1 5 Jours
1A2s> Irréguliére | Verte olive Noire Poudreuse |5 5 Jours
1A299 Circulaire | Noire + taches | Vert foncé Cotonneuse | 7,5 5 Jours
grises
IA5352 Circulaire | Verte olive Marron Poudreuse 55 5 Jours
1A2152 Circulaire | Noire Noire Poudreuse 8,3 5 Jours
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IAl141 | Circulaire | Orange claire | Orange Poudreuse | 8,3 5 Jours
1Alg3 Irréguliere | Jaune Jaune Poudreuse | 1,3 5 Jours
1A2132 Circulaire | Verte + taches | Noire + Cotonneuse | 3,7 5 Jours
blanches taches
beiges
IAl1,10 | Circulaire | Verte + taches | Noire Cotonneuse | 5 5 Jours
blanches
1Al91 Circulaire | Verte Noire — vert | Cotonneuse | 6 5 Jours
blanchatre autour
1A2132 Circulaire | Noire +taches | Vert olive Cotonneuse | 8,3 5 Jours
blanches
1Ali07 Circulaire | Noire Noire Cotonneuse | 8,3 5 Jours
1A25 3 Circulaire | Blanche Blanche Cotonneuse | 8,3 5 Jours
+taches jaunes | +taches
jaunes
I1A2135 Circulaire | Verte olive Verte Cotonneuse | 7,7 5 Jours
foncée
1A3s 10 Circulaire | Blanche Blanche Cotonneuse | 8,3 5 Jours
1A23 10 Circulaire | Blanche au Jaune Cotonneuse | 8,3 5 Jours
centre —beige | +taches
autour marron
IAl119 | Irréguliere | verte Jaune — vert | Poudreuse | 2 5 Jours
autour
IA33gs Circulaire | Blanche Blanche Cotonneuse | 8,3 5 Jours
IAlsse Circulaire | Noire -vert Vert foncé — | Poudreuse 7.8 5 Jours
autour vert clair
autour
IR113 Irréguliére | Bleu claire marron Poudreuse |3 5 Jours
IR2149 Circulaire | Gris —noire Noir Cotonneuse | 8,3 5 Jours
autour
IR2: 52 | Circulaire | Verte olive Noire —vert | Poudreuse 6,5 5 Jours

autour
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IR2 43 Circulaire | Verte olive Verte olive | Poudreuse 8,3 5 Jours

IR15, Circulaire | Noire -vert Verte Poudreuse 6,3 5 Jours
autour

IR34 Circulaire | Gris —vert Noir —vert Cotonneuse | 5,5 5 Jours
autour autour

IR1,7 Circulaire | Verte —blanc Verte — Cotonneuse | 3.5 5 Jours
autour blanc autour

IR373 Circulaire | Gris +taches Noir Cotonneuse | 8,3 5 Jours
blanches

IR11s Irréguliere | Gris Noir Poudreuse | 3,4 5 Jours

IR13> Circulaire | Blanche claire | Orange Cotonneuse | 8,3 5 Jours

claire
IR119 Circulaire | Gris Noir Cotonneuse | 8,3 5 Jours
IR11s Irréguliere | Verte —blanc Noir Cotonneuse | 8,3 5 Jours

Tableau 02 : Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés de la zone de Bouda

Souche | Formede | Couleur de la colonie Aspect Diametre | Durée
la colonie _ de la d’incubati
Face supérieure !:ace_ colonie on
inferieure
(cm)
BA2 21 | Circulaire | Verte foncée Verte Poudreuse | 8 7 jours
foncee
BA2610 | Irréguliere | Verte militaire | Jaune —vert | Poudreuse | 1,1 7 jours
autour
BA2:g Circulaire | Verte Gris-noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
blanchétre autour
BAl 14 | Irréguliere | Bleu verte beige Poudreuse | 2,5 7 jours
BA3 35 | Circulaire | Noir Noir Poudreuse | 8.3 7 jours
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BA2 210 | Circulaire | Vert foncé Blanche au | Cotonneuse | 8 7 jours
centre —vert
autour
BAl 49 | Circulaire | Noir Noir Poudreuse | 8,3 7 jours
BAls1o | Circulaire | Grisau centre | Noir- vert Cotonneuse | 8 7 jours
—vert autour autour
BA34 | Circulaire | Beige claire Marron — Cotonneuse | 8,3 7 jours
jaune autour
BAlx Circulaire | Noir Noir Poudreuse | 8,3 7 jours
BA269 | Irréguliere | Vert militaire | Jaune au Poudreuse | 2,5 7 jours
centre — vert
autour
BAl2 Circulaire | Verte + taches | Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
grises
BAl1 Irréguliere | Vert militaire | Jaune au Poudreuse | 2 7 jours
centre — vert
autour
BA2s10 | Irréguliére | Bleu —autour Jaune—vert | Poudreuse | 1,8 7 jours
blanc autour
BAls, Circulaire | Gris —autour Vert Cotonneuse | 8,3 7 jours
vert
BR3g10 | Circulaire | Verte Vert Cotonneuse | 8 7 jours
blanchétre
BR3gs Irréguliére | Vert militaire | Jaune Poudreuse | 0,5 7 jours
fluorescente
BR346 Irréguliére | Vert militaire Marron — Poudreuse | 3 7 jours
vert autour
BR2104 | Circulaire | Gris Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
BR3es Irréguliére | Vert militaire Marron Poudreuse 1.3 7 jours
BR3es Irréguliére | Vert militaire | Marron Poudreuse | 2,5 7 jours
BR25s: | Circulaire | Gris Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
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BR2s3 Circulaire | Beige claire Jaune Cotonneuse | 8,3 7 jours
+taches +taches
blanches marron
BR1s9 Circulaire | Vertolive Vert foncé | Poudreuse | 8,1 7 jours
BR247 Circulaire | Gris —noir Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
autour
BR1104 | Irréguliére | Marron autour | Jaune Cotonneuse | 8,3 7 jours
blanche
BR2 4 | Circulaire | Vert- jaune Vert- jaune | Cotonneuse | 2,5 7 jours
autour autour
BR3g10 | Circulaire | Gris-vert Noir —vert | Cotonneuse | 5,5 7 jours
autour autour
BR3s10 | Circulaire | Gris +taches Noir —jaune | Cotonneuse | 8,3 7 jours
blanches — autour
jaune autour
BR1410 | Circulaire | Vert claire Noir —vert | Poudreuse | 8,3 7 jours
autour
BR3s10 | Circulaire | Noir blanchatre | Noir Cotonneuse | 6,5 7 jours
BR3g9 Circulaire | Vert +taches Noir —vert | Cotonneuse | 7,8 7 jours
blanches-vert | autour
autour
BR33s Irréguliére | Vert militaire | Jaune Poudreuse | 4,5 7 jours
fluorescente
BR1sgs Irréguliére | Vert militaire | Jaune Poudreuse |5 7 jours
+taches fluorescente
blanches
BR2g1 Circulaire | Blanche Blanche Cotonneuse | 8,3 7 jours
+taches
marron
BR3s10 | Circulaire | gris Noir Cotonneuse | 5
BR345 Circulaire | Gris+taches Jaune Cotonneuse | 7,7 7 jours
blanches +taches

marron
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BR210s | Circulaire | Beige +taches | Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
blanches
BR316 Circulaire | Gris —verte Noir —vert | Cotonneuse | 8,3 7 jours
claire autour autour
BR177 Circulaire | blanche Orange Cotonneuse | 8,3 7 jours
claire
BR2s 1 Circulaire | Noir au centre | Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
— gris autour
BR3sg9 Irréguliére | Vert militaire | Marron Poudreuse |1 7 jours
BR1104 | Irréguliere | Marron Jaune Poudreuse |1 7 jours
Tableau 03 : Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés de la zone de
I’Aéroport
Souche | Formede | Couleur de la colonie Aspect Diamétre | Durée
la colonie _ de la d’incubati
Face supérieure !:ace_ colonie on
inferieure
(cm)
AA331 Circulaire | Vert olive Verte Poudreuse | 8,3 7 jours
foncée
AAlog | Irréguliére | Bleu vert Blanche Poudreuse | 6,5 7 jours
AA3145 | Irréguliére | vert militaire | Jaune Poudreuse |1 7 jours
fonce
AA21>1 | Circulaire | Noire taches Noire Poudreuse | 8,3 7 jours
blanche
AA3210 | Circulaire | Gris Gris au Cotonneuse | 8,3 7 jours
centre —noir
autour
AA3 132 | Circulaire | Vertolive Vert fonce | Poudreuse | 7,5 7 jours
AA37¢ | Circulaire | Vert blanchatre | Vert +tache | Cotonneuse | 5 7 jours
gris
AA22 Circulaire | Gris Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
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AAlps | Circulaire | Noir Noir Poudreuse | 8,3 7 jours
AA3109 | Circulaire | Noir Noir Poudreuse | 8,3 7 jours
AA3 129 | Circulaire | Gris +taches Noir —d’ore | Cotonneuse | 8,3 7 jours
blanches autour
AA3gg | Circulaire | Gris Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
AAlpg | Circulaire | Gris au centre | Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
—noir autour
AA376 | Circulaire | Vert foncé Vert Poudreuse | 5 7 jours
AA3s7 | Circulaire | Noir Noir Poudreuse | 8 7 jours
AA3710 | Circulaire | Vertolive Bleu vert Poudreuse | 5,3 7 jours
AAliuie | Circulaire | Blanche Jaune Cotonneuse | 8,3 7 jours
AAls7 | Circulaire | Noir Noir Poudreuse | 8,3 7 jours
AA3g10 | Circulaire | Noire Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
blanchétre
AAlge | Circulaire | Gris Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
AAliz, | Circulaire | Noir+taches Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
gris
AA3s7 | Irréguliére | Bleu Jaune Poudreuse |5 7 jours
AA2g¢ | Circulaire | Noirau centre | Noirau Poudreuse | 8,3 7 jours
—vert autour centre —vert
autour
AA319 | Circulaire | Gris Marron Cotonneuse | 6,5 7 jours
AAly, | Circulaire | Gris Vert - blanc | Cotonneuse | 8,3 7 jours
autour
AA2¢67 | Circulaire | Orange Orange Muqueuse | 8,3 5 jours
AA3s1 | Circulaire | Blanche au Noir Cotonneuse | 6 7 jours

centre —vert
clair autour
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AA3s., | Circulaire | Vert—blanche | Vert— Cotonneuse | 3,6 7 jours
autour blanche
autour
AA2s9 | Circulaire | Gris blanchéatre | Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
AAlipoe | Irréguliere | Vert—blanche | Vert— Poudreuse | 4 7 jours
autour blanche
autour
AAly Circulaire | Gris Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
AAlis1 | Circulaire | Blanc au centre | Marron Cotonneuse | 8,3 7 jours
—autour beige
puis blanc
AA3s10 | Circulaire | Blanche Noir — Cotonneuse | 4 7 jours
marron
autour
AR319 | Circulaire | Blanche Jaune Cotonneuse | 8,3 7 jours
AR1se | Circulaire | Vertaucentre | Vert— Cotonneuse | 6 7 jours
—gris autour blanche
autour
AR337 Circulaire | Noir +taches Noir Cotonneuse | 8,3 7 jours
blanches
AR17¢ | Circulaire | Noir Noir Poudreuse | 8,3 7 jours
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