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RESUME

Les palmeraies du Sud de 1’Algérie et celles d’Alicante en Espagne sont sous I’influence du
stress biotique et abiotique. Le palmier dattier d’Adrar (Tamentit, El Mansour et Bendraou) et
des dunes d’Alicante (San Juan, El Carabassi, et Guardamar) a été¢ choisi pour isoler les
champignons endophytes racinaires. L’étude de la diversité de cette population endophyte
isolée a partir de 11 échantillons de racines de palmiers dattiers, des trois dunes d’Alicante et
de 18 échantillons des trois palmeraies d’Adrar, a permis une identification de plusieurs
genres sur la base des caractéres morphologiques. Trente-neuf isolats représentant les groupes
les plus dominants provenant du palmier d’Alicante ont été sélectionnés pour la
caractérisation moléculaire. Un total de 485 champignons isolés a partir du palmier dattier
d’Alicante a été assigné a 17 OTU et 13 taxons, parallelement, dans la région d’Adrar, un
total de 460 champignons endophytes ont été isolés et affiliés a dix taxons.

L’indice de Shannon H’ et I’indice d’équitabilit¢ J. ont montré une biodiversit¢ et une
équitabilité de ’abondance des espéces dans les dunes et les palmeraies étudiés. La présence
d’espéces et de genres ubiquistes, comme le cas de Fusarium sp., Aspergillus terreus,
Chaetomium sp., et Acremonium et d’autres identifiés pour la premicre fois comme des
endophytes de palmier dattier, tels que : Clonostachys sp., Beauveria bassiana, et des
membres de Diaportales et de Botryosphaeriacae explique cette biodiversité.

Un total de 70 souches d’endophytes fongiques du palmier dattier dont la moiti¢ provenant
d’Alicante et les autres d’Adrar ont été confrontés, par 1’utilisation de la méthode de double
culture pour le test d’antagonisme in vitro, contre trois pathogenes telluriques Fusarium
oxysporum f.sp albedinis (SL) et (G1), Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (G2) et
Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt). Les endophytes fongiques exercent des effets
antagonistes a des degrés divers allant de 39% a 88,61%. Cette variation dépend des especes
antagonistes utilisées et des isolats fongiques étudiés. Un total de 41 souches d’endophytes
inhibe la croissance mycélienne avec 1’apparition d’une zone d’inhibition trés claire. Cette
variation est liée aux mécanismes d’action impliqués par les endophytes qui sont
principalement, la compétition, 1’antibiose ainsi que le phénoméne de mycoparasitisme.

Quinze endophytes fongiques appartenant a Aspergillus terreus, Fusarium oxysporum,
Fusarium sp., Botryosphaeriaceae, Pythium et morphospecies ont été utilisés pour le test de
tolérance au sel. Tous les champignons testés ont montré une bonne croissance a une
concentration de NaCl a 15 g/l et une croissance plus au moins moindre ou absente a 75 g/l.
Les champignons endophytes du palmier dattier sont classés comme halotolérants et
halophiles extrémes.

L’évaluation in planta de I’efficacité de huit champignons endophytes dans la promotion de la
croissance de I’orge (Hordeum vulgare L. var. Saida) et du blé dur (Triticum durum Desf. var.
Waha) a été étudiée, tout en mettant en évidence la capacité de production in vitro de
métabolites secondaires impliqués dans cette biostimulation a savoir, la synthese de 1’acide
indole acétique (AIA), la solubilisation du phosphore (P) et la production de 1’acide
cyanhydrique (HCN). Les souches d’Aspergillus sp., I’espéce apparentée aux Marasmiaceae,
Chaetomium spp. et Aspergillus terreus affichaient une forte activité métabolique et ont
synthétisé plus de métabolites que les autres. L’essai in planta a montré une amélioration de
la croissance végétale, qui était significative en présence de Penicillium sp., Aspergillus sp.
sur 1’orge et en présence de Chaetomium sp et la souche de Botryosphaeriaceae sur le blé.
L’isolat de Marasmiaceae, Fusarium sp. et Aspergillus terreus provoquent une inhibition de
la germination et de la croissance des semences.

Mots clés : champignon endophyte racinaire, palmier dattier, diversité, criblage, antagonisme,
biostimulation, halophile.



ABSTRACT

The palm groves of the South of Algeria and those of Alicante in Spain are under the
influence of the biotic and abiotique stress. The date palm tree of Adrar (Tamentit, El
Mansour and Bendraou) and the dunes of Alicante (San Juan, El Carabassi and Guardamar)
were chosen to isolate endophytic fungi living inside of date palm roots. The study of the
diversity of this endophytic population isolated from 11 samples of roots of dates palms trees,
three dunes of Alicante and 18 samples of three palm groves of Adrar, allowed an
identification of several genres on the basis of the morphological characters. Thirty nine
isolates representing the most dominant groups resulting from the date palm of Alicante were
selected for the molecular characterization. A total of 485 fungi were isolated from date palm
of Alicante and were assigned to 17 OTU and 13 taxa. In the Adrar region, a total of 460
endophytic fungi were isolated and were affiliated to ten taxa.

The index of Shannon H' and the index of equitability J, have showed a biodiversity and an
equitability of the abundance of the species in the dunes and the palm groves studied. The
presence of species and ubiquistes genus, as the case of Fusarium sp., Aspergillus terreus,
Chaetomium sp., and Acremonium and others identified for the first time as endophytes of
date palm, such as: Clonostachys sp ., Beauveria bassiana, and members of Diaportales and
Botryosphaeriacae explains this biodiversity.

A total of 70 endophytic fungal strains of the date palm, half from Alicante and others from
Adrar were compared by using the method of dual culture, for the test of in vitro antagonism,
against three pathogenic soilborn fungi Fusarium oxysporum f.sp albedinis (SL) and (G1),
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (G2) and Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt).
The fungal endophytes exercises opposing effects at varying degrees ranging from 39% to
88.61%. This variation depends on opposing species used and on fungal isolates studied. A
total of 41 endophytic strains inhibits the mycelial growth with the appearance of a clear
inhibition zone. This variation is related to the mechanisms of action involved by endophytes
which are primarily the competition for nutrients and space or antibiosis and the phenomenon
of mycoparasitism.

Fifteen endophytic fungi belonging to Aspergillus terreus, Fusarium oxysporum, Fusarium
sp., Botryosphaeriaceae, Pythium and morphospecies were used for the test of tolerance to the
salt. All the tested fungi showed a good growth at a concentration of 15 g/l NaCl and a growth
more at least lesser or absent at 75 g/l. The endophytic fungi of the date palm are classified as
halotolerants and extremes halophiles.

The in planta evaluation of the effectiveness of eight endophytic fungi in the promoting of the
growth of barley (Hordeum vulgare L. var. saida) and durum wheat (Triticum durum Desf.
var. waha) was studied, all highlighting in vitro production of some secondary metabolites
involved in this biostimulation namely, the synthesis of indole acetic acid (IAA), the
solubilization of phosphorus (P) and the production of hydrocyanic acid (HCN). Aspergillus
sp., Marasmiaceae, Chaetomium spp., Aspergillus terreus had a high metabolic activity and
synthesized more metabolites than others; the in planta test showed improved plant growth,
which was significant in the presence of Penicillium sp., Aspergillus sp. in barley and in
presence of Chaetomium sp Botryosphaeriaceae in wheat. Marasmiaceae, Fusarium sp.
Aspergillus terreus causes an inhibition of the germination and growth of seeds.

Keywords: root endophytic fungi, date palm, diversity, screening, antagonism, biostimulation,
halophile.



Uaidle
AN D e A ses Jalgmr il Ty (8 (Ll )l el 5 (g 30 Jall o giall Jads s
Ola) Sl GLES (e (8100 0 sy seaaiall Japdaial) Sl 5ol 49 i el cilad gl (e e & s
Al cbyhdll doe 5 daadl (1lalal e 5 ol JSIL 0 50
Ae 8 5 il Jilad M4 jda die [ 1 e Cinans Sl yladll 03¢ (g sandl & il Al 3 ()
Lﬁﬁu\@ﬁﬁﬂ\M\mg#&\y\amﬁﬁwe ’_)\_).JLHLIM\ LBJ:L\AH
a0 LS, sadl Canl Ay Gl g el A )l Y g gill e 1132 39 e Liliass LS

)3 Ashaie B a0 () ande ylad 460 ae A5 le in 13 A8 (ki 485

Blaliall (8 (lia) A0S 8 (5 st 5 (s oa g 580 | yedal (5 sbul) Jalra 5 () 5l Jalaa
Fusarium sp., Aspergillus terreus,
Chaetomium sp., et Acremonium
Jie AN A da il ki aga g5 50 J5Y il 5 Bhliall o2a
Clonostachys sp., Beauveria bassiana, Diaportales et de Botryosphaeriacae
Aoty ) Coana A8y ylay dlaill A jo il Cand Cuaa g piiihaiall (pe Al g Jaa Ane 70
Aa
Fusarium oxysporum f.sp albedinis (SL) et (G1), Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici (G2) et Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt).
5 ALl 89 zs) i A sl iy Alaill eyl 4y dadl iy yladll JS ol i
e iall el Sl @ i Ae 41 of il 5 gl 5 g sl Gaun 55 il 02 diLLE8,61
el
sk ) ) IS o) xSl e Joanall il 5 alall Jaad LY Jastial (ki g 55 15
S ol st 75 S5 8 dan sie Jan 5 AL 15 385 3 sl Jesdl (e g 55 el

&\SM\ Cilalsly
da skl :uj&f.a’g;)g; ‘}géai,du,&jﬁ,dgiﬂ\ ,95‘)5_; Lk



TABLE DES MATIERES

Dédicaces
Remerciements
Résumé
Abstract
uedla,
Liste des figures
Liste des tableaux et liste des abréviations
INTRODUGCTION. ..o e
Chapitre 1. Synthése bibliographique sur le palmier dattier, les contraintes de la
phoeniciculture en Algérie et les applications des roles fonctionnels des
12100 000 o] A TR 0] 17ed 10 1
1. Généralités sur le palmier dattier........cccovuiiieiiieiiiiiiiiiiieinioieirietieetseecsssssssssssocssoonses
1.1. Distribution géographique de la culture du palmier dattier dans le monde et en Algérie
1.2. Les contraintes abiotiques et biotiques de la phoeniciculture en Algérie..........ccceevueeen.
1.2.1. Les contraintes physiques €t €COIOZIQUES. . ...uuiirtirtirtitattittete et et eeaeaeanrenranaanns
1.2.2. Les principaux pathogeénes du palmier dattier.............c.oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeans
1.3. Etat de la recherche sur le palmier dattier et de la lutte contre le bayoud en Algérie............
2. Généralités sur les microorganismes endophytes........ccoceeviieiiiiiiiiieiiiieiiiieiiiieiieiecnnnnn
2.1. Biodiversité des champignons endophytes..........cccceveiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiniennen
2.2. Colonisation et taxonomie des champignons endophytes.........cceevveeiieeiineiinriicnioenionns
2.3. Interaction plante-endopPhytes......ceeeeiieieireirireiieerneneeasersncesnecesoscessscasessnsesanseses
2.4. Les champignons endophytes : Une usine a I’intérieur d’une plante..........ccccceevevnnnen
2.5. Importance et roles des champignons endophytes........cooiveiieiiniiniiniieiiniiniinicneccscens
2.5.1. ROIE PRYSIOIO@IQUE. ..\ttt ittt et et et et et et et et et et et et et e e e e e e e e aeaen

2.5.1.1. Solubilisation du phoSPhOTe. .........iiiii e e
2.5.1.2. Production de phytohormones. ...........o.ouieii i

2.5.1.3. Production de Sid€rophores. .......c.oviiiiiiii i
2.5.1.4. Production de I’acide cyanhydrique...........c.cooiiiiiiiiiiiii e
2.5.2. ROIE BCOIOGIQUE.......ceeeeeeceeer ettt ettt ettt st et s ses e st sae et st se et s ses s ses e tesebsssenssaes
2.5.3. ROIE CHIMIQUE. ..o eeveeeiee ettt ettt ses ettt et ees e ses et st et e b et ess s s aensesesasees
2.5.3.1. Les biomacromoléCules. ........c.oouiiiii i
2.5.3.2. Les métabolites SECONAaIreS. ......ouuiiuiitt ittt

2.6. Méthodes d’étude des champignons endophytes, dépistage et criblage des endophytes a
effets hénéfiques....ccovvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiietieiintctntosntosstsesssesssnsssnssnnses
2.6.1. Isolement des eNdOPRYLeS. .....uiutitit i
2.6.2. Criblage et sélection in VItro €L iN VIVO....... ..o
2.7. Les champignons endophytes du palmier dattier.........cccoeveveieieiuiniiiniiiiiieieiiineninen
Chapitre Il. Analyse de la diversité des champignons endophytes racinaires du palmier
0 B 3T s

R 110 T4 )
2. Materiel T IMETNOUES. ..o e
2.1. Echantillonnage des racines.....cooveeeeiieeiieeiineisnrsssrcssrosstossssssssssssssssssssssssssssnsoes
2.2. Isolement des endophytes fongiques a partir des racines du palmier dattier...............
2.3. Identification des endophytes fongiques des racines.........cooevverviniiieiierinrrinrieenreenes
2.3.1. Identification moléculaire de quelques isolats endophytes.............cceveiviiiiiiiiininninn,
2.3.1.1. Extraction de PADN . .....iitiii e e e

0o R~NMNDNE PP

el el
© 0o ~NDd RO

NN
= O

NN NN DN
D 01 OI NN DN

26
27
28
29

31
31
32
32
34
36
36
36


https://translate.google.fr/community?source=t-new-user
https://translate.google.fr/community?source=t-user-edit

2.3.1.2. Amplification €t SEQUENGAZE. . ... ..vutretett ettt et ettt ettt e

2.3.1.3. Analyse phylog€nétique. .........oonuinuii i

2.4. Analyse des dONNEES.....ooevvuriiniiiniiinioiniorsireetseessssssnsssssssssosnssestsssssssssssssnsssnsssses

3. RESUITALS et diSCUSSION. . .euiureieieniininiuieieiiirreieieirarasesesesssasassssssssnsasnssssssssssasasses

3.1. Résultats de I’étude sur les champignons endophytes associés aux racines du palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.) des dunes cotiéres du Sud-Est de I’Espagne.................

3.2. Résultats de I’étude de la diversité des champignons endophytes racinaires du palmier

dattier A’ Adrar..ccooieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietietiieteiateisteesttesttesssncssnsesnssnnsonsens

3.3. Discussion des résultats de la diversité des champignons endophytes du palmier dattier
A’Espagne et d’ALGETie....ccuviieiiieiieeiireiiinieeniosaiosatssetssscssscsssssssssssssssssssssssssssnss

Chapitre III. Analyse de Dactivité de quelques isolats d’endophytes fongiques du palmier

dattier en présence de stress biotique et abiotique........ccccevviiiniiiniiiiiiniiinnnne.

3.1. Antagonisme in vitro des champignons endophytes a I’égard des champignons
phytopathogeénes telluriqUes. ... ocvuieiiuieiieiierirerniseentsesasssssessssnssssnssscnssssnssssnssss

3L L INtrOAUCHION. . .ot

3.1.2. Matériel €t MEthOAES. . ... .oueei it

3 12,1 Matrie] fOngIqUE. . ..ottt
3.1.2.2. Test d’antagonisme in vitro par double culture ou co-culture............................
3.1.2.3. Lecture des TESUITALS. . ... .iuu ittt et e e
3.1.2.4. Analyses des dOMNEES. .. ..uouuintitittite ettt e
3 L3 RESUIALS. ...t
3.1.3.1. Effets de COmMPELIHION. ... o.vuuitiit e
3.1.3.2. Effets d’antibiose. . ...o.oinuiiiii i e
3.1.3.3. Effet de MycoparasitiSINe. .. ...o.ueentetitt ettt et et e e eee e e e e eaaeeaaeanns
TR T R o107 ()
3.2. Tolérance de quelques isolats de champignons endophytes au stress salin....................
TR B 631301 1317 () P
3.2.2. Materiel et METNOUES. ........iuiie e
3.2.2.1. Souches endophytes UtIlISEES. .....vuieiiet et et et e e eeaneas
3.2.2.2. Testde tolérance a la salinité............ooviiriiiiiiiii i,
32,3, RESUIALS. .ttt
R I B T 1 13 (o) s H
Chapitre IV : Analyse de ’activité in vitro et in planta de la stimulation de la croissance
végétale par les champignons endophytes isolés du palmier dattier...............
4.1, INtrodUCtioN. .ccvvieeiieiiiniiiniiinieietinteietesestsesssnssensssntosssossssssssssssssssnsssnsssnsssnssanss
4.2. Matériel et MEthodes......c.vvuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiietieiiecieciecieciacsscsscscnnee
4.2.1. Matériel vEgétal et fongique..........ouiniiiit it
4.2.2. Purification des SOUCKES. ... ..ottt e

4.2.3. Evaluation de la solubilisation in vitro du phosphore et de la production de quelques
MEADOIILES SECONMAAITES. ... ..\ttt
4.2.3.1 Solubilisation du phosphore (P).........ooeeieieiii e
4.2.3.2. Production d’acide indole acétique (ALA)........ooviiiiiiiiii e
4.2.3.3. Production d’acide cyanhydrique (HCN)........cooiiiiiiiiiiii
4.2.4. Evaluation de la promotion de la croissance de I’orge et du blé par utilisation des
endophytes fFONQIQUES — €SSal €N POLS. .. ..uirini ittt

4.2.4.1. Préparation de I’inoculum fongique...........covvvriiniiiiii i
4.2.4.2. Désinfection et inoculation des semences par les champignons endophytes..............

37
38
39
40

40

52

57

66

66
66
68
68
70
70
71
72
72
79
85
86
90
90
91
91
92
92
96

98
98
100
100

102

102
102
102
103

103
103
103



4.2.4.3. Mise en place de la culture et dispositif expérimental de I’essai sous serre..............
4.2.4.4. Evaluation des parameétres de la croissance végétale................oooiiiiiiiiiiiin.

-La longueur de la partie a€rienne. ...........ovevitititit ettt ereeeeeaaaaas
- La longueur de 1a partie racinaire. ............oeeeerirereriniiiiee ettt

-Le poids frais et sec de la partic aérienne et racinaire..........c..oeeveeveerereeenneneennnn.
4.2.4.5. Calcul de I’Indice de VIGUEUL. ...\ .\t ietiet ettt et et et et e reaeaeaenaenans

4.2.5. Evaluation du potentiel de colonisation racinaire des plantes par les champignons
1116 107 8) 1) e o] 1< S

4.2.6. ANAlYSE STALISTIQUE. ..ottt ettt ettt et et e e

T TR RS 11 1 e
4.3.1. Solubilisation du phosphore et production de quelques métabolites secondaires.............
4.3.1.1. Solubilisation du phosphore (P)..........coiiiiiiiiii e
4.3.1.2. Production d’acide indole acétique (ALA)........cviriiiiiiiiiii e
4.3.1.3. Production d’acide cyanidrique (HCN).........cooiiiiiiiiiiiie e,

4.3.2. Evaluation de la capacité de quelques isolats de champignons endophytes sur la
stimulation de la croissance végétale du blé et de I'orge.........ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiin,

4.3.2.1. Effet des champignons endophytes sur la longueur de la partie aérienne et racinaire
des plants d’orge et de blE dur..........oeiiiiiiiii e

4.3.2.2. Effet des champignons endophytes sur le poids frais et sec de la partie aérienne des
plants d’orge et de ble dur..........oooiiiiiiii e
4.3.2.3. Effet des champignons endophytes sur le poids frais et sec de la partie racinaire des
plants d’orge et de bIE dUr.........oviiuiiii i e
4.3.2.4, IndiCe @ VIGUCUT. ...\ttt ittt et e et e et et et et e e aeeenaens
4.3.3. Evaluation de la colonisation racinaire de 1’orge et de blé dur par les endophytes
FONGIgUES LSS, ... ettt e e
e I B D ) o1 11 o)+ F
CHAPITRE V : DISCUSSION GENERALE, CONCLUSION ET PERSPECTIVES ................
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES.....ciiiiiiiiiiiiiiitiiiettiieetcisestctensessasscsensssnssssnonns
ANNEXES . ...

104
106

106

106

106
106
107

107

107
107
107
108

108

110

110
112

114
116
117

118
126
133
164



Liste des Abréviations
ACP : Analyse en Composantes Principales
AlA : Acide Indole Acétique
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
CAH : Classification Ascendante Hiérarchique
COST action : European Cooperation on Science and Technology action
CTAB : Bromure d’hexa-déCyl-Triméthyl-Ammonium
EDTA : Acide Ethyléne-Diamine-Tétra-Acétique
F.0.a : Fusarium oxysporum f.sp albedinis
F.o.l : Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
FI : Fréquence d’Isolement ,%
G.L.M : General Linear Model
Ggt : Gaeumannomyces graminis var. tritici
HA : Habitat-adapted
ISR : Induced Systemic Resistance
ITGC : Institut Technique des Grandes Cultures
IV : Indice de Vigueur
LRZA : Laboratoire de Recherche sur les Zones Arides
NC : Non Clavicipitaceae
NHA : Non Habitat-Adapted
NJ : Neighbor-Joining
OTUs : Operational Taxonomic Units
PCR : Polymerase Chain Reaction
PGPF: Plant Growth Promoting Fungi
PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobactéria
TC : Taux de Colonisation, %

Z1 : Zone d'Inhibition, mm



Figure 1
Figure. 2
Figure 3
Figure 4
Figure 5
Figure 6
Figure 7
Figure 8
Figure 9
Figure 10

Figure 11

Figure 12

Figure 13

Figure 14

Figure 15
Figure 16
Figure 17
Figure 18

Figure 19

Figure 20
Figure 21
Figure 22

Figure 23

LISTE DES FIGURES

Observation microscopique de la colonisation des racines par des endophytes
fongiques (Macia Vicente et al., 2008a)...........ccoviviiiiiiiiiiiiiceeeeea
Représentation schématique de I'association endophyte fongique avec son hdte
(Kusari et Spiteller, 2012) ... ... e e eaaens
Représentation schématique d'un «marché écologique» « ecological market
place » a l'interface plante-microorganisme (Kusari et al., 2014).....................
La production de composés bioactifs par les endophytes et leur plantes hotes
avec leurs applications potentielles (Zhao et al., 2010).............ccoeiiiiiiiininnnn.
Zones de prélevements des racines de guelques plants de palmiers dattiers situés
au niveau des dunes de Guardamar (A) et d’El Carabassi (B).........................
Zones de prélevements des racines de palmiers dattiers dans les trois palmeraies
& 2 )
Champignons endophytes colonisant les fragments de racines du palmier dattier
A ESPAGNC. ...ttt e
Profils de séparation éléctrophoretique des fragments amplifiés par PCR des 39
isolats endophytes fongiques étudiés sur gel d’agarose 8 2%. ...........ccocenenene.
Colonie de Marasmiaceae agée de 15 jours sur milieu PDA (a). Filaments
MYCELIENS (D) (GXA0). ... eieieiit i
Arbre phylogénique des Agaricale obtenus par la méthode Neighbor-Joining
(NJ) et la méthode de package ape v3.2 R v3.0.2.... ..o,
Colonie de Fusarium sp. agée de 15 jours sur milieu PDA (a). Micro-conidies
(b). Macro-conidies (c). Chlamydospores (d). Filaments mycéliens (e)

Colonie de Clonostachys sp. agée de 17 jours (a) sur milieu PDA. Conidiophores
primaires (b). Conidiophors secondaires (c). Phialides (d). Conidies (e)

Colonie de Beauveria bassiana. agée de 15 jours sur milieu PDA (a). Filament
mycélien (b). Conidies (c¢). Conidiogénése (d) (GX40)......ccovvviiiiiiiiiiiiiiniinnn,
Arbre phylogénique de I’ordre des Hypocreales obtenu par la méthode
Neighbor-Joining (NJ) et la méthode de package ape v3.2 R
v3.0.2.. .

Colonie d Asperglllus sp agee de 10 Jours sur mllleu PDA (a) Sporange Jeune
(b). Sporange mur (c). Sporange agé (d). Spores (e) (GX40)........cccevvvvvnnnnnn.
Arbre phylogénique des Eurotiales obtenu par la méthode Neighbor- Joining
(NJ) et la méthode de package ape v3.2 R v3.0.2....c.ocooiiiiiiiiiniiiiins
Arbre phylogénique des Diaporthales obtenu par la méthode Neighbor-Joining
(NJ) et la méthode de package ape v3.2 R v3.0.2.... ..o,
Arbre phylogénique des Pleosporales obtenu par la méthode Neighbor-Joining
(NJ) et la méthode de package ape V3.2 R v3.0.2.... .o,
Champignons endophytes colonisant les fragments des racines de palmiers
bayoudé d’El Mansour (a), de Tamentit (b) et du palmier sain de Bendraou (c)
sur des boites de Pétri contenant le milieu MEA aprés 10 jours
A INCUDAION. . ..t e
Colonie de Fusarium sp. agée de 15 jours sur milieu PDA (a). Micro-conidies
(b). Macro-conidies (¢). Chlamydospores (d) (GX32)......ccovvviviiiiiiiiiinannn..
Colonie d’Aspergillus terreus. &gée de 12 jours sur milieu PDA (a).
Conidiophores (b). Vésicule (c). Conidies (d) (GX32)... .

Colonie de Marasmiaceae. agée de 15 jours sur m|I|eu PDA (a) Fllaments
mycéliens (b). SPore (€) (GX32).....uviriiii i
Colonie de Penicillium sp. agée de 16 jours sur milieu PDA (a). Phialides (b).
Branches (c). Conidiophores (d). Conidies () (GX32).......coovviviiiiiiiiiiiin,

12

15

16

18

33

34

40

41

47

47

48

48

48

49

50

50

51

51

52

53

53

54



Figure 24
Figure 25
Figure 26
Figure 27a
Figure 27b
Figure 27c
Figure 27d

Figure 28

Figure 29

Figure 30

Figure 31

Figure 32
Figure 33a

Figure 33b

Figure 34

Figure 35

Figure 36

Figure 37

Figure 38

Figure 39

Figure 40

Figure 41

Colonie Botryosphaeriaceae. agée de 15 jours sur milieu PDA (a). Conidies
agées septées (b). Filaments mycéliens (¢) (GX32)......ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii,
Colonie de Pythium sp. agée del5 jours sur milieu PDA (a). Sporange vidé de
Spores (b). SPOres (C) (GXB2) .. ittt e e
Diagramme du mode de dép6t des endophytes et des agents pathogenes dans la
boite de Pétri (méthode de double CUItUIe).........cccoveviiiii i
Effet de quelques endophytes fongiques sur la croissance de Fusarium
oxysporum f.sp lycopersici (G2) par rapport au témoin...............c.eeuvevinennn.n
Effet de quelques endophytes fongiques sur la croissance de Fusarium
oxysporum f.sp albedinis (SL) par rapport au témoin...............ccoeeviienininnnnn.
Effet de quelques endophytes fongiques sur la croissance de Fusarium
oxysporum f.sp albedinis G1 par rapport au t€moin................ccoeeevveininnn...
Effet de quelques endophytes fongiques sur la croissance de Gaeumannomyces
graminis var. tritici par rapport au témoin..

Variation du taux de croissance des souches pathogenes testees vis-a-vis des
souches antagonistes des palmiers dattiers d’Alicante (A) et d’Adrar (B)

Variation de taux de croissance des souches pathogénes vis-a-vis des souches
antagonistes testées des palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante

Cercle de corrélation des souches pathogénes testées avec leurs antagonistes
isolés a partir des racines des palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante

Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) des endophytes fongiques des
racines des palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante

Analyse en composantes principales (ACP) des endophytes fongiques des
racines des palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante (B)..............ccoovnnnen.
Les zones d’inhibition les plus importantes exercées par les champignons
endophytes a I’encontre des pathogenes...

Les zones d’inhibition les plus 1mp0rtantes exercées par 1es champlgnons
endophytes a ’encontre des pathogenes.............covviviiiiiiiiiiiiiiiiii e,

Variation du diamétre des zones d’inhibition exercées par les isolats
antagonistes a I’encontre des pathogenes testés.............ooeviviiiiiiiiiiieinnnnn
Variation du diamétre de la zone d’inhibition exercée par les antagonistes isolés
des racines du palmier dattier d’Adrar (A) et d’Alicante (B) & ’encontre des
SOUChES PAthOZENES LESTECS. ... uvutieiiieecieeie ettt esbeesseesseesreesneas

Cercle de corrélation des pathogénes testés avec leurs antagonistes isolés des
palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante (B).........coovvviiiiiiiiiiiiiie e

Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) des endophytes fongiques des
racines des  palmiers  dattiers d’Adrar (A) et  d’Alicante

Analyse en composantes principales (ACP) des endophytes fongiques des
racines des palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante (B).................c.oeeeeet.
Phénomene de mycoparasitisme observé lors de ’interaction entre les souches
fongiques endophytes et les champignons phytopathogénes
LS 73U

Croissance des isolats fongiques sur le milieu PDA additionné de NaCl a 0 g/I,
IS @l et 75 @/l e

Croissance d’Aspergillus terreus pour une concentration de NaCl & 15 g/l (A) et
75 g/l (B) par rapport au t€MOIN. ... ..evveettiiiirieiriereererreeresreeresrereesseesseenns

54

55

71

73

73

74

74

186

187

188

78

78

80

81

189

190

191

84

84

86

94

95



Figure 42
Figure 43

Figure 44

Figure 45
Figure 46
Figure 47
Figure 48
Figure 49

Figure 50

Figure 51

Figure 52

Figure 53
Figure 54

Figure 55

Croissance de Fusarium oxysporum pour une concentration de NaCl a 15 g/l (A)
eta 75 g/l (B) par rapport au témoin.. .
Boites de Pétri contenant les endophytes fonglques etudles cultlves sur Ie mllleu

Dispositif expérimental en bloc complet représentatif de 1’essai in
planta d’inoculation de 1’orge (Hordeum vulgare L.) par les champignons
3316 103 0] 1) 15
Dispositif de 1’essai de biostimulation de la croissance végétale du blé dur par les
champignons endophytes. ..

Solubilisation du phosphore blcaluque par Ies champlgnons endophytes
LSS P
Production d’AIA par les champignons endophytes testés...............cccevuvnnnnne
Production d’HCN par les endophytes fongiques étudiés..

La longueur des parties aérienne et racinaire des plantules du ble dur et d’orge
apres six semaines d’ INOCUlation. ... ....c.oouiiriiiii it
Effet de I’inoculation des isolats fongiques endophytes testés sur la longueur
moyenne de la partie aérienne et racinaire de 1’orge (A) et du blé dur (B) selon le
MOAEle GLIM. .. .o
Effet des isolats fongiques endophytes sur le poids moyen frais et sec de la partie
aérienne de l'orge (A) et de blé dur (B) selon le modéele

Effet des isolats fongiques endophytes sur les poids moyens frais et sec de la
partie racinaire de 1’orge (A) et du blé dur (B) selon le modéle

Effet des champignons endophytes testés sur la gennination et I’indice de
vigueur de I’orge (A) et du blé dur (B)... .

Colonisation des fragments de racines de 1 orge et du ble dur par les endophytes
fongiques testés sur le milieu PDA...........coiiiiiiiii e,
Taux de colonisation des racines des plants d’orge (A) et de blé dur (B) par les
endophytes fONQIqUES teSTES. ... vttt

95

101

105
105
109
109
110

111

113

113

115

116

117



Tableau 1
Tableau 2

Tableau 3

Tableau 4

Tableau 5

Tableau 6
Tableau 7
Tableau 8
Tableau 9
Tableau 10
Tableau 11
Tableau 12

Tableau 13
Tableau 14

Tableau 15

LISTE DES TABLEAUX

Exemples de champignons endophytes et leurs plantes hotes...................
Criteres de classification des champignons endophytes (Rodriguez et al.,

Quelques exemples d’endophytes fongiques qui conférent aux plantes la
tolérance aux stress abiotiques (Singh etal., 2011).............coviviininn..
Caractéristiques des sites d’échantillonnages et de la diversité des
champignons endophytes racinaires des palmiers dattiers d’Alicante
[y o230 T ) T PN

Récapitulatif des résultats d’identification des champignons endophytes
colonisant les racines des palmiers dattiers en unités taxonomiques
opérationnelles (Operational Taxonomic Units) (OTUs) et en taxons
morphologiques isolés des trois dunes d’Alicante (SE d’Espagne).............
Résultats totaux de I’isolement et I’identification des champignons
endophytes racinaires des palmiers dattiers d’Adrar..............................
Souches d’endophytes fongiques testées pour le test d’antagonisme in vitro..
Origine des souches pathogénes utilisées...........cooevviiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn.
Taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne des agents pathogenes
étudiés a I’égard des souches endophytes testées...........covvvvivrinrennennnnn.

Résultats de 1’analyse de la variance du taux de croissance des souches
pathogenes a I’encontre des antagonistes testés...........ovvvvvivrenrennennennnnn.
Zones d’inhibition (mm) exercées par les endophytes contre les agents
pathogenes testés (en gras les valeurs entre 3 et 7 mm)..............coveeenne

Résultats de 1’analyse de la variance du diamétre de la zone d’inhibition en
fonction des antagonistes et des pathogénes étudiés..............cooveevinnnnen..
Champignons endophytes etudiés.............oviiiiiiiiiiiiiiiiiiieans
Diameétre moyen (mm) de croissance des isolats fongiques sur le milieu
PDA additionné de chlorure de sodium a différentes concentrations...........
Origine des champignons endophytes utilis€s............ccooviiiiiiiiiiiinn...

11

14

24

43

45
56
69
70
75

185
82

185
91

93
101



INTRODUCTION



Introduction

Le palmier dattier est un arbre fruitier d’intérét écologique, économique et social
majeur pour de nombreux pays des zones arides. Le développement de la phoeniciculture
permet de lutter durablement contre I’insécurité alimentaire dans les régions ou la
désertification est accélérée par les changements climatiques. En effet, le palmier dattier, en
créant au milieu du désert un microclimat favorable au développement de cultures sous-
jacentes, constitue ’axe principal de 1’agriculture dans les régions désertiques et assure la
principale ressource vivriere et financiére des oasiens. Cependant, avec 1|’évolution
économique et sociale des pays, les palmeraies se sont réorganisées pour satisfaire une

demande croissante en dattes de qualité supérieure (Bouguedoura et al., 2008).

En Algérie, le palmier dattier étant un élément clé de I’écosystéme oasien, est affecté
par I’érosion génétique due principalement, a la maladie du Bayoud ou fusariose vasculaire.
Cette affection dévastatrice causée par le champignon, Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis,
progresse de plus en plus et attaque de nombreux cultivars de palmier dattier et notamment
ceux de grande qualité marchande. La généralisation de la culture de la variété Deglet Nour -
tres sensible au Bayoud - pour augmenter les exportations, la désertification et 1’ensablement
de plus en plus importants, la salinisation du sol et de ’eau due & une mauvaise prise en
charge du drainage et le vieillissement de beaucoup de palmeraies affectent également le

palmier dattier (Bouguedoura et al., 2008).

Des travaux de recherche sur le palmier dattier ont pris de I’importance autour de la
problématique du Bayoud pour les trois pays du Maghreb, le Maroc, 1’ Algérie et la Tunisie et
c’est I’approche biotechnologique qui a prévalut. L’étude était basée sur I’application de
techniques biologiques concernant le palmier et le parasite (Bouguedoura et al., 2015).
Malgré les axes de projets de recherche dont les objectifs visent a limiter les dégats de la
maladie d’une fagon préventive ou curative, le flux du Bayoud continue a progresser dans les

palmeraies.

Le recours a I’utilisation de la lutte biologique peut constituer une solution a ce
probleme. En effet, plusieurs bactéries PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobactéria) et
champignons PGPF (Plant Growth Promoting Fungi) vivant au niveau du sol ou la
rhizosphere ont été utilisés (Lamari et al, 1993). Ces microorganismes ont donné des résultats



satisfaisants, mais leurs applications restent a 1’échelle du laboratoire. La présence d’un autre
groupe de microorganismes, et plus spécialement les champignons endophytes vivant a
I’intérieur du palmier dattier avec de multiples propriétés bénéfiques pour la plante, a attiré
I’attention de quelques chercheurs afin de caractériser ces populations et de dresser leurs roles
fonctionnels dans un but de protection (Gomez-Vidal et al., 2006 ; Ben Chobba et al., 2013 et
El Deeb et Arabe, 2013). Les endophytes fongiques offrent un large éventail d'avantages pour
les plantes tel que la promotion de la croissance, la réduction de la gravité de la maladie,
I’induction des mécanismes de défense des plantes, la production de produits anti-herbivores,
la fixation biologique de I’azote et I'augmentation de l'absorption minérale (Kusari et al. 2014
et www.endophyte.eu). Les effets bénéfiques que peuvent conférer les endophytes aux
plantes, ont fait I’objet de recherches importantes pour 1’étude des associations végétale-
endophyte, dont, le contrble biologique des maladies et la résistance au stress abiotique
(Amin, 2016 et Potshangbam et al., 2017). L'association intime des endophytes fongiques
avec les plantes offre cette occasion unique pour leur application potentielle en biotechnologie
(Kusari et al. 2014).

Dans la présente thése, nous nous intéressons a I’étude des endophytes fongiques non-
mycorrhiziens, des racines du palmier dattier dans un écosystéme pratiqguement encore
inconnu jusqu'ici. Ceci, en examinant la biodiversité de ces endophytes, leurs interactions

avec la plante et les agents pathogénes ainsi que 1’influence des conditions de stress abiotique.

L'étude des endophytes sur les communautés fongiques a été la plupart du temps
concentrée sur des espéces de plantes importantes en agriculture, ou provenant d’organes
aériens de la plante héte, des régions tempérées ou tropicales. La recherche d'endophytes dans
les environnements méditerranéens a été rarement étudiée malgré la diversité de plantes qui
les caractérisent. Aussi, & notre connaissance il n’y a pas eu d’études antérieures sur les
endophytes des racines du palmier dattier dans les dunes d’Alicante (Espagne) et les oasis
d’Adrar (Algérie).

En outre, dans ce travail, ont été étudiées les communautés d’isolats endophytes
appartenant au palmier dattier soumis aux conditions de stress abiotique, telles que, la
sécheresse et/ou la concentration élevée en sels, ainsi qu’au stress biotique due a son infection

par la maladie du Bayoud.


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2017.00325/full#B3

Toutes les plantes dans des écosystéemes naturels sont vraisemblablement
symbiotiques avec des champignons endophytes et les travaux de recherche entrepris par
Rodriguez et Redman, (2008) ont indiqué qu’ils contribuent a 1'adaptation des plantes a

travers des phénoménes appelés symbiose adaptés a 1’habitat (Habitat-Adapted symbiosis).

L’objectif final de ce travail est donc, non seulement d’étudier et de caractériser les
communautés fongiques endophytes des racines du palmier dattier, comme approche
préliminaire sur la diversité de ce groupe de champignons dans des écosystéemes fragiles
menacés par la pression anthropique croissante, mais aussi de tester leurs capacités en tant
qu’agents antagonistes, agents résistants aux fortes concentrations de sels et agents
biofertilisants. Ce travail est plus spécialement, un criblage de quelques isolats qui peuvent
présenter dans le futur une source de biomolécules pouvant étre utilisées dans 1’agriculture

biologique et le domaine de la biotechnologie.

En récapitulatif, les objectifs spécifiques de ce présent travail sont les suivants :

1. La caractérisation des communautés d’endophytes fongiques des racines du palmier dattier
dans les environnements méditerranéens (dunes et oasis), en présence de stress biotique

(infection par le Bayoud) et stress abiotique (sécheresse et conditions de salinité du sol).

2. Le criblage in vitro des endophytes isolés par 1’étude de leurs propriétés antagonistes contre

des agents pathogeénes telluriques.

3. La confirmation de 1’adaptation de ces endophytes fongiques aux conditions de stress

biotique par 1’évaluation de leur tolérance in vitro a quelques concentrations de sels.

4. L’évaluation in planta du comportement des endophytes choisis, sur la biostimulation de la
croissance végétale de deux cultures de la famille des Graminées (orge et blé), tout en

étudiant leurs capacités de production in vitro de quelques métabolites secondaires.



CHAPITRE I



Chapitre I. Synthése bibliographique sur le palmier dattier, les contraintes
de la phoeniciculture en Algérie et les applications des roles fonctionnels des
endophytes fongiques

1. Généralités sur le palmier dattier

Le palmier dattier est cultivé comme un arbre fruitier dans les régions chaudes arides
et semi-arides. Cet arbre peut s’adapter a de nombreuses conditions grace a sa grande
variabilité génétique (Gilles, 2000). Le palmier dattier est une espéce thermophile qui exige
un climat chaud, sec et ensoleillé. Cet arbre s’adapte a tous les sols, il est cependant sensible a

I’humidité pendant la période de pollinisation et au cours de la maturation (Toutain, 1979).

Le palmier dattier occupe une place importante dans 1’économie des régions
sahariennes et dans la préservation de 1’écosystéme oasien. Il représente pour les populations
des oasis sahariennes le végétal indispensable, du fait qu’il constitue en tout état de cause leur
ressource fondamentale, non seulement par les produits vitaux qu’il leur fournit, mais pour
sa présence qui conditionne I’ensemble des autres ressources agricoles de 1’oasis

(Si Dehbi et al., 2013).

Le palmier dattier apporte la stabilité des sols, I’humidité, I’ombre, 1a protection contre
le vent, contribuant ainsi de maniére efficace a la prévention de la désertification des oasis et
la préservation des cultures intercalaires des céréales, des fourrages, des légumes et des arbres
fruitiers (Yatta et al., 2013).

1.1. Distribution géographique de la culture du palmier dattier dans le

monde et en Algérie

Le palmier dattier est une espece arboricole tres particuliere tant par sa morphologie
du fait de sa dioicie que par ses exigences climatiques hydriques. Si nous reportons sur un
planisphéere les zones de cultures du palmier dattier dans le monde, nous constatons que la
phoeniciculture occupe la partie Sud du bassin méditerranéen avec une extension marquée

vers les pays du golfe persique (Ben Abdallah, 1990).

L’Espagne est I’unique pays européen producteur de dattes principalement dans la

célebre palmeraie d’Elche (Toutain, 1996). Aux Etats-Unis d’ Amérique, le palmier dattier fiit

1



introduit au 18°™ siécle, sa culture na débutée réellement que vers les années 90 avec
I’importation de variétés irakiennes. Quelques surfaces négligeables de la culture du palmier
dattier existent dans I’hémisphére Sud, notamment en Australie et en Amérique du Sud
(Matallah, 2004). Les zones les plus favorables sont représentées principalement par le
Maroc, I’ Algérie, la Tunisie, la Libye, I’Egypte et I’Irak (Gros-Balthazard et al., 2013).

L’ Algérie est un pays phoenicicole classé au sixieme rang mondial et au premier rang
dans le Maghreb pour ses grandes étendues de cultures avec 160 000 ha et plus de 2 millions

de jardins avec une production de 620 000 tonnes de dattes (Bougdoura et al., 2015).

Le palmier dattier est établi au Sahara dans plusieurs oasis réparties dans le Sud du
pays ou le climat est chaud et sec. En général, le palmier dattier est cultivé a des altitudes ne
dépassant pas quelques centaines de métres, certaines palmeraies sont situées a de trés faibles
altitudes et méme a des altitudes inférieures au niveau de la mer (Ouinten, 1996). La culture
s’étend depuis la frontiére marocaine a 1’Ouest, jusqu’a la frontiére tuniso-libyenne a ’est et
depuis 1’Atlas Saharien au nord jusqu’a Reggane au Sud-ouest, Tamanrasset au centre et
Djanet au Sud-est. Le palmier dattier est cultivé dans 17 wilayas, les principales régions
productrices sont, Biskra, Ouargla, ElI Oued et Adrar (Bouguedoura et al., 2010).

1.2. Les contraintes abiotiques et biotiques de la phoeniciculture en Algérie

En Algérie, de nombreuses contraintes abiotiques et biotiques limitent le
développement de la phoeniciculture, les principales sont : la désertification, la sécheresse, la

salinité et les maladies dévastatrices comme le Bayoud.

1.2.1. Les contraintes physiques et écologiques

La désertification correspond a la dégradation des terres en zones arides, semi-arides et
subhumides seches, résultant de divers facteurs notamment, le changement climatique et
I’activité humaine. Il y a une relation étroite entre la désertification, la sécheresse et la
salinité. En termes de conditions de 1’environnement, les zones arides sont caractérisées par
des précipitations faibles, peu fréquentes, irrégulieres et imprévisibles, de grandes variations
entre les températures du jour et de la nuit, des sols contenant peu de matiére organique et

présentant un manque d’eau (Yukie et al., 2011).



Il existe plusieurs conséquences graves liées a la désertification sur les terres irriguées
ou I’eau provenant des réservoirs souterrains est souvent polluée. Aussi, 1’évaporation
transporte les sels minéraux a la surface du sol entrainant ainsi une salinité élevee, ce qui le
rend inapproprié aux récoltes ne supportant pas des concentrations élevées en sel (Yukie et
al., 2011).

La salinité des sols constitue un facteur limitant en agriculture, car elle inhibe la
germination et le développement de la plante avec un impact sur son comportement
biochimique (Hopkine, 2003). Le palmier dattier supporte des eaux présentant une certaine
salure, mais il donne de meilleurs rendements lorsqu'il est irrigué avec de I’eau douce. La
salure de 1’eau abaisse le rendement en dattes et diminue la qualité de la récolte (Munier,
1973). En effet, a partir d'une certaine concentration en sels, la pression osmotique de la
plante est égale a la pression osmotique du milieu, celle-ci ne pourra plus puiser I'eau, elle va
se faner et se dessécher. Le temps qui s'écoule entre le moment ou la plante ne puise plus I'eau

et celui ou elle se fane, constitue son état de résistance a la sécheresse (Hopkine, 2003).

La salinité accentue les effets de la sécheresse en limitant les prélevements de I'eau par
la plante, par la réduction de la différence des potentiels osmotiques entre la solution du sol et
la plante. Par conséquent, I'énergie biologique des plantes utilisée dans la production de la
biomasse va étre consommeée pour extraire l'eau de la solution saline du sol (Daddi Bouhoun,
2010). Ainsi, le plus grave probléme causé par l'irrigation s’accentue et contribue a
I'accumulation des sels dans les couches supérieures du sol, ce qui retarde ou empéche le
développement du palmier dattier. Par ailleurs, dans le cas ou les eaux phréatiques salées sont
proches du niveau des racines, ces dernieres puisent I’eau salée, ce qui diminue la croissance

et le rendement du palmier dattier (Daddi Bouhoun, 2013).

La toxiciteé des sels essentiellement les chlorures de sodium et de magnésium, dépend
du taux dhumidité du sol. Le palmier dattier se développe normalement lorsque la
concentration de la solution en sels est inférieure a 10%o0, par conséquent, sa tolérance aux

sels est tres importante (Peyron, 2000).

Au niveau cellulaire, le stress hydriqgue comme le stress salin agissent en augmentant
la teneur en proline dans les différents organes de la plante. Cette augmentation peut atteindre

100 fois la quantité normale que I'on trouve dans les tissus en turgescence (Senni, 1995).



1.2.2. Les principaux pathogénes du palmier dattier

Les ennemis du palmier dattier sont nombreux et diversifiés. La nature particuliere du
biotope ou se développe le palmier, fait que cette espéce est exposée a des parasites
acclimatés a ces conditions. Certains ennemis présentent une importance €économique

considérable, alors que d’autres, occasionnent des dégats moindres et parfois négligeables

(Sedra, 2013).

Le palmier dattier est menacé par plusieurs ravageurs et maladies non encore signalés
ou récemment introduits et dont certains occasionnent des dégats redoutables dans d’autres
pays phoénicicoles. L’exemple du ravageur le plus redoutable est le charangon rouge ou
indien (Rynchophorus ferrugineus Olivier) 'Red weevil', introduit récemment au Maroc et en
Lybie (Benayad, 2009).

Plusieurs maladies ont été signalées sur le palmier dattier notamment, la pourriture de
I’inflorescence ou “ Khamedj ” causée par un champignon appelé Mauginiella scaetae qui se
conserve a 1’état mycélien latent et les spores semblent n’avoir qu’une courte longévité. C’est
une maladie importante dans les régions phoenicicoles humides ou elle peut prendre des

allures épidémiques (Djerbi, 1988).

Une autre maladie appelée la pourriture des bourgeons ou “Belaat”, due a Phytophtora
spp. a egalement été signalée en Algeérie pour la premiere fois, par Maire et Malengon en
(1933), elle est souvent liée a de mauvaises conditions de drainage. Les symptomes se
manifestent par un blanchiment du ceeur des palmes avec une pourriture humide a progression

rapide conduisant au déclin et a la mort de I’arbre (Bounaga et Djerbi, 1990).

La maladie des feuilles cassantes ou “Lethal Yellowing” est causée par un phytoplasme
transmissible par un insecte vecteur Myndus crudus (Gurr et al., 2016). Cette affection a
dépérissement mortel pour le palmier dattier, s’étend sur un large spectre d’hotes de palmiers
comme P. canariensis et P. reclinata (Gurr et al., 2016). D’aprés Djerbi (1990), cette
maladie est apparue en 1979 a Ghardaia et Adrar en Algérie et en 1983 dans les oasis du Sud
tunisien a la frontiére algero-tunisienne ou le nombre de pieds touchés signalés était trés
important (Saadi, 2003).

D’autres maladies mineures ont été rapportées, causées notamment par les genres,
Diplodia sous forme de taches brunes, Omphalia avec des attaques sur les racines, cependant,
aucune d’elles ne présente un caractére épidémique (Djerbi, 1988).
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La part de dégats les plus importants revient a la fusariose vasculaire du palmier
dattier nommeée communément Bayoud et causée par Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
(F.0.a) (Kill. & Maire) Malencon. Cette maladie est incontestablement la plus menagante et la
plus destructive dans les pays maghrébins ou elle a détruit plus de 10 millions de palmiers au
Maroc et plus de 3 millions en Algérie, incluant surtout les variétés et les cultivars productifs

de grande valeur commerciale (Sedra, 2013).

Le premier symptome de cette fusariose se manifeste par l'apparition d’une coloration
grise cendrée au niveau d’une palme de la couronne moyenne qui prend un aspect plombé.
Par la suite, les folioles et les épines de cette palme se dessechent progressivement de bas en
haut d'une facon unilatérale et se replient vers le rachis (attaque hémiplégique) tout en prenant
une teinte blanchatre d’ou le nom arabe de Bayoud (Djerbi, 1988). Le desséchement se
poursuit de l'autre c6té de la palme en progressant cette fois de haut en bas. La palme
desséchée prend l'aspect de “plume mouillée” et devient pendante le long du stipe. La maladie
s’étend ensuite aux autres rachis qui montrent des stries brunatres. A un stade avancé de la
maladie, la totalité du bourgeon terminal se desséche entrainant ainsi la mort de l'arbre
(Djerbi, 1988).

La maladie du Bayoud a non seulement entrainé une érosion génétique dans la
population héte, mais aussi une accélération du phénomene de désertification et d'exode rural
des phoéniciculteurs vers les grands centres urbains. Devant cette situation alarmante de
I'extension de la maladie et vu l'importance des dégats qu'il a occasionne, le Bayoud
devient un ennemi majeur de la culture du palmier dattier (Sedra, 2013).



1.3. Etat de la recherche sur le palmier dattier et de la lutte contre le

bayoud en Algérie

Les travaux de recherches sur la biologie du palmier dattier ont pris de I’importance a
partir des années 1970 autour de la problématique du ‘‘Bayoud’’, alors qu’auparavant, les
connaissances sur cette espece étaient étroites. On connaissait le palmier dattier pour ses
bienfaits écologiques et nutritifs, mais on ignorait comment la maladie du Bayoud attaquait le

palmier.

Les prospections sur le Bayoud réalisées en Algérie font état de deux types de
situations épidémiques : soit I’infection est généralisée a I’ensemble d’une palmeraie, soit elle
se limite a des foyers localisés. Ces derniers sont le plus souvent observés dans des palmeraies
récemment atteintes par la maladie, mais dans quelques cas, des foyers trés anciens ont pu étre
identifiés. Les prospections montrent également que les variétés de tres bonne qualité de

dattes sont les plus touchées (Bouguedoura et al. 2010).

Pour prévenir les attaques par le Bayoud, les chercheurs du Laboratoire de Recherche
sur les Zones Arides (LRZA) ont réussi & mettre en évidence trois notions-clés en matiére
d’amélioration et de conservation de cette plante, par I’application de techniques biologiques.
Ces procédés comprennent la multiplication du palmier, la production de protoplastes par
fusion de deux variétés différentes et la caractérisation des différents cultivars du palmier
dattier. Parallelement, plusieurs autres recherches d'ordre fondamental a savoir I'étude de la
biologie du parasite et du palmier, les mécanismes d'infection parasitaire et de défense du

palmier ont été également développés (Bouguedoura et al., 2010).

Sedra (2013) a résumé les principaux acquis de la recherche sur le Bayoud réalisés en
Algérie, par la mise en place d’un laboratoire de diagnostic de la maladie au niveau des zones
indemnes frontaliéres des oasis contaminées et d'éradication des foyers de la maladie, utilisant
des fumigants chimiques, suivis par un inventaire des foyers du Bayoud. Les études ont
touché par la suite la sélection de cultivars résistants au Bayoud mais de qualité relativement
moyenne et la recherche de sols naturellement résistants a la maladie, ainsi que la sélection de
microorganismes antagonistes au parasite. Par la suite, les travaux de recherches ont avance
par le développement de la biotechnologie de la culture in vitro par embryogénése somatique

et la création variétale par fusion de protoplastes, la caractérisation morphologique et



moléculaire du parasite ainsi que la caractérisation agro-morphologique des principaux

cultivars.

Le Bayoud continue de progresser vers de nouvelles régions en Algérie et de s’étendre
dans celles qu’il a déja atteintes. La lutte contre cette maladie nécessite la mise en ceuvre
d'une stratégie aussi bien préventive que curative de contrdle du champignon et de protection
des palmeraies (Belaid, 2015).

Les caractéristiques biologiques du F.o.a et de son hote le palmier dattier, rendent toute
tentative de lutte trés difficile, y compris la lutte chimique qui est écartée suite a la fragilité de
I'écosysteme oasien et a son efficacité non garantie. Les services phytosanitaires controlent
I’état sanitaire des palmeraies et tentent de prévenir 1’extension de la maladie par des mesures
prophylactiques simples telles que, I’interdiction de transport de rejets ou de fragments de

palmiers et I’incinération des plants bayoudés (Belaid, 2015).

Comme la plupart des fusarioses, l'utilisation de variétés résistantes constitue une
méthode efficace, mais dans le cas du palmier dattier, la sélection n'est pas facile du fait que
la plupart des variétés sélectionnées resistantes, produisent des dattes de faible qualité (Sedra,
1995).

L'existence dans la nature de sols résistants a la fusariose vasculaire du palmier
dattier et l'isolement de micro-organismes ayant montré un effet antagoniste in vitro et in
vivo vis-a-vis du F.0.a, ont fait I'objet de quelques études en Algérie et au Maroc (Sabaou et
Bounagua, 1987 et Sedra et Maslohy, 1995).

Par ailleurs, des souches antagonistes de Fusarium spp. se sont révélées capables de
diminuer le taux de survie du parasite dans le sol et de réduire le développement du F.0.a. La
compétition pour les composés énergétiques a été vraisemblablement le principal mode
d’action de ces souches antagonistes, en plus de la sécrétion de composés inhibiteurs qui
peuvent jouer un rdle important dans la rhizosphére et 1’induction de la résistance aux
plantes (Couteaudier, 1989 ).

L’aptitude a limiter la fusariose du palmier dattier par des souches bactériennes
appartenant au genre Bacillus a été entreprise. Dans un travail de recherche mené sur la
capacité antagoniste de souches de Bacillus provenant de racines de deux cultivars de palmier
dattier, I’un sensible a la fusariose (Aghamu) et I’autre résistant (Takerbucht), il a été montré

une action inhibitrice sur le F.0.a. Les résultats de ce travail ont confirmé que le mode
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d’action des souches de Bacillus testées, est lié beaucoup plus a la capacité de colonisation

des racines qu’au phénomene d’antibiose (Lamari et al., 1993).

La recherche de microorganismes vivant dans le méme environnement, la méme niche
écologique et la méme plante comme le cas des endophytes microbiens, représente une
alternative de lutte par rapport aux pesticides et autres microorganismes utilisés jusqu’a
présent en lutte biologique. La colonisation naturelle par les organismes endophytes pourrait
étre a I’origine de ’adaptation du palmier dattier aux différents types de stress biotique et

abiotique.

2. Generalités sur les microorganismes endophytes

Le sol est un substrat dynamique dans lequel les populations microbiennes vivent en
communautés qui se comportent en parasites, en symbiotes ou en saprophytes. En présence de
végétaux, ces populations deviennent importantes surtout au niveau de I’interface sol-racine
ou elles sont attirées par les exsudats racinaires plus disponibles dans la rhizosphére que dans
les autres parties du sol éloignées des racines. En effet, le rhizoplan et la rhizosphere
constituant I’interface d’échanges entre le végétal et le milieu environnant, conditionnent,
dans une certaine mesure, la croissance et 1’état sanitaire de 1’espéce végétale. De fortes
populations de bactéries et de champignons colonisent les racines des cellules saines
corticales épidermiques et externes, mais seulement un nombre réduit d’organismes peuvent

s’introduire dans la piéce intérieure du cortex des racines (Bazin et al., 1990).

L’origine étymologique du mot “endophyte” provient du grec “endo” qui signifie
“dedans ” et “phyton” “plante = a I’intérieur de la plante. L'usage de ce terme est aussi large
que sa définition, comme le spectre des hotes ainsi que les organismes qui les habitent (Schulz
et Boyle, 2006). Le terme endophyte a été utilisé pour la premiére fois par Debary en 1866
pour déecrire les champignons qui colonisent l'intérieur des tissus des végétaux, des tiges et
des feuilles (Wilson, 1995).

Ainsi, les endophytes sont des microorganismes (bactéries et champignons) qui
peuvent coloniser et survivre a I’intérieur des tissus d’une plante apparemment saine (Bacon
et White, 2000), contrairement aux épiphytes qui se développent a la surface externe
(Hallmann et al., 1997). Cette large définition inclurait non seulement plusieurs habitats

d’organismes pour les bactéries, les champignons, les algues et les animaux, mais ¢galement



différentes interactions avec la plante hote, telles que le parasitisme, le commensalisme ou le
mutualisme. Les chercheurs ont par la suite constaté que méme si l'utilisation de cette
définition serait correcte pour se rapporter simplement a I'endroit de I'organisme, elle n'est pas
tres utile et par conséquent, elle a évolué avec le temps pour se référer a un type restreint

d'associations.

Des définitions telles que celle de Carroll (1986) qui ont énoncé que les organismes
endophytes en tant que ceux causant des infections asymptomatiques dans les tissus végétaux,
avec 1’exclusion des mycétes pathogénes ou mutualistes, par exemple les mycorhizes, sont

actuellement rejetées apres la vérification du type d’interactions plante-microorganismes.

De nouveaux concepts sont donc exigés pour concentrer 1'objet de 1’étude, avec la
priorité sur le contexte biologique de la situation. De ce fait, Petrini (1991) a élargi
I’utilisation du terme endophyte pour inclure les organismes qui habitent les tissus vivants des

plantes, sans causer la maladie pendant une période de temps.

Plus tard, une définition plus pratique a été donnée par Sieber (2002), qui a définit des

endophytes comme des habitants de racines de plantes apparemment saines et fonctionnelles.

Les divers investigateurs ont définit par conséquent les endophytes par différentes
manieres qui dépendent habituellement de la perspective dans laguelle les endophytes étaient
isolés et plus tard identifiés. Vu I’importance de ces microorganismes, cet aspect a attiré
’attention de plusieurs chercheurs sur ce sujet, qui ont abouti a la constitution d’un groupe de
recherche nommé ‘Endophytes in Biotechnology and Agriculture’, affilié a la coopération
européenne en science et technologie (European Cooperation on Science and Technology)
(COST action) (www.endophytes.eu). Ce groupe de chercheurs définit les endophytes comme
des organismes et des nano-organismes, les bactéries et les champignons endophytes qui
vivent dans les plantes d’une maniére inter ou intracellulaire en interagissant
biochimiquement et génétiquement avec I'hote, sans induire de symptémes de pathogénicité.
Cette définition élargie rapporte les fonctions principales de ces microorganismes,
notamment, la promotion de la croissance et la défense par synthése des phytohormones, de
biosurfactants, d’enzymes ou des précurseurs de métabolites secondaires des végétaux

(www.endophytes. eu).



2.1. Biodiversité des champignons endophytes

Les champignons endophytes sont extrémement ubiquitaires, il a été conclu que la
majorité des especes végeétales dans les écosystemes naturels -si c’est pas la totalité- hébergent
des champignons endophytes (Rodriguez et al., 2009). Les meilleurs hotes étudiés sont des
plantes cultivées, des arbres forestiers et des arbustes ainsi que des membres de la famille des
Ericaceae. En outre, quelques familles de plantes montrent une relation proche avec leurs

endophytes associés, tels que les Orchidaceae (Bayman et Otero, 2006).

La diversité des especes, la fréquence et I’abondance des endophytes dépendent des
conditions climatiques et édaphiques et de 1’hétérogénéité des habitats et des niches occupées
par leurs hoétes (Sieber, 2002). Beaucoup d’endophytes colonisent des organes spécifiques,
alors que d’autres sont seulement trouvés dans les racines ou dans les organes de surface,

mais dans tous les cas, chaque organe de 1’hote peut étre colonisé (Schulz et Boyle, 2005).

La recherche sur les champignons endophytes date des travaux de Petrini, (1986) et
depuis, plusieurs aspects concernant leur biologie ont été étudiés, y compris la diversité

taxonomique, la reproduction, I’écologie et les effets sur leurs hotes (Saikkonen et al., 1998).

Les recherches entreprises au laboratoire sur des petits échantillons ne révelent pas
réellement la diversité des champignons endophytes et si ces estimations sont appliquées aux
données du plein champ, le nombre d’endophytes potentiellement associés a une espéce

végeétale est souvent estimé a plusieurs centaines (Sanchez Marquez et al., 2007).

Plusieurs espéces végétales herbacées et ligneuses hébergent des endophytes
fongiques, une diversité et une spécificité a été constatée a la fois sur les espéces ligneuses ou
herbacées (Tableau 1). Cohen (2006), a suggéré que les champignons endophytes ne seraient
pas spécifiques a 1’hdte, alors que Hoffman et Arnold (2008), ont démontré que les
communautés endophytes différent significativement entre les especes d’hdtes et méme les

hotes qui sont étroitement liés.

Les variations géographiques sont les facteurs qui contribuent le plus souvent a la
diversité des champignons endophytes. Ces derniers s’ils sont isolés d’un méme hote, tendent

a changer d’une zone géographique a une autre (Collado et al., 1999). Dans un contexte
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géoclimatique, les endophytes semblent étre plus divers dans les zones tropicales que dans les

zones tempérées ou froides du monde (Fisher et al., 1995 et Arnold et Lutzoni, 2007).

L'age de la plante hote influe aussi sur la diversité des champignons endophytes ; il

apparait que les plantes agées hébergent plus d’endophytes dans leurs tissus que les plantes

jeunes (Arnold et al., 2003).

2.2. Colonisation et taxonomie des champignons endophytes

Par comparaison aux organismes phytopathogénes, il est universellement présumé que

les interactions hote-endophyte, impliquent un équilibre d’antagonisme et une grande

plasticité phénotypique des deux partenaires (Schulz et Boyle, 2005).

Tableau 1:Exemples de champignons endophytes et leurs plantes hotes.

Champignons endophytes Plantes hotes Références
Trichoderma sp. Cacaotier Mejia et al.(2008) et Bailey et al.,
(2006)

T. harzianum

T. koningii

Sterile black fungus
Sterile dark fungus
Sterile red fungus

Beauveria bassiana

Cladosporium sp., Rhytismataceae sp., Nemania sp.

Colletotrichum sp., Fusarium sp., Penicillium sp.,
Aspergillus sp.

Colletotrichum gloesporioides, Cladosporium sp.
Piriformospora indica

Trichoderma asperellum T34

Phialocephala fortinii

Poivron rouge
Tomate, Tabac
Tomate, Ryegras,
Tabac

BI¢, seigle

BIé

BIé, Seigle

Café

BI¢, coton, tomate
Pin

Caféier

Citronnier

Orge

Arabette
Gymnospermes,
Angiospermes
monocotylédones

et dicotylédones

Chang et al. (1986)
Windham et al. (1986)
Windhamet al. (1986)
Hyakumachi (1994)
Speakman et Kruger (1984)
Narita et Suzui, (1991)
Dewan et Sivasithamparam (1989)
Peterson et al. (2005)
Ownley et al. (2010)
Ganley et al. (2008)

Vega et al. (2010)

Araujo et al. (2001)
Verma et al. (1998)
Segarra et al. (2009)
Peterson et al. (2008)
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Les endophytes se trouvent habituellement dans les tissus aériens des végétaux mais
également dans leurs racines. La colonisation des plantes par les endophytes différe d’une
espece a une autre, d’un cultivar a un autre et également d’un organe a un autre chez une
méme plante (Rosenblueth et Martinez-Romero, 2006). Les champignons endophytes
colonisent systémiquement les plantes avec les colonies bactériennes et les biofilms, résidant

dans les espaces intercellulaires a l'intérieur des tissus vasculaires ou dans les cellules (Kusari

et Spiteller, 2012). L'environnement interne des tissus végétaux qui est relativement régulier,
rend les endophytes plus bioactifs (He et al., 2009) (Figure 1).

Figure 1: Observation Microscopique de la colonisation des racines par des endophytes
fongiques (Macia Vicente et al., 2008a).

A: Croissance intercellulaire du champignon endophyte dans les cellules épidermiques de Sporobolus pungens.
B: Colonisation intracellulaire d'une cellule épidermique de racines de Lygeum spartum.
C: Croissance intracellulaire du champignon endophyte avec gonflement de type appressorium (téte de fleche)

pendant la pénétration de la paroi cellulaire dans le cortex de Sarcocornia fruticosa.

D: Colonisation hyphale d’une racine de L. spartum.

Taxonomiquement, les endophytes fongiques sont avec peu d’exceptions, des
Ascomycetes ou leurs anamorphes (Carroll, 1988 et Sridhar et Raviraja, 1995). Selon
Rodriguez et al. (2009), les champignons endophytes peuvent étre classés en deux groupes :
les Clavicipitaceae et les Non Clavicipitaceae.
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La classification de ces microorganismes est essentiellement basée sur la colonisation
des tissus, leur diversité in planta, les benéfices pour les plantes hotes et le mode de
transmission du champignon (transmission verticalement par la semence ou horizontalement

par dissemination (Tableau 2).

Les endophytes possédent deux modes de transmission ; le premier se fait par la
croissance végétative des hyphes qui est complétement interne. Les hyphes du champignon
sont de ce fait, transmis de la plante infectée vers la descendance via les graines. C’est le
principal mode de transmission des champignons endophytes appelé transmission verticale
(Saikkonen et al., 2010). Le second mode de transmission se fait via les spores, les
champignons de ce groupe peuvent transmettre horizontalement les endophytes soit par des

spores sexuées ou asexuées pour infecter d’autres plantes (Saikkonen et al., 1998).

Les endophytes appartenant au groupe des Clavicipitaceae infectent certaines plantes
et incluent 22 genres tels que, Atkinsonella, Balansia et Epichloé (Bischoff et White, 2005).
Ces champignons présentent une croissance systémique au niveau des tissus des parties
aériennes et des rhizomes. Ils sont souvent transmis verticalement d’une génération a 1’autre
et peuvent augmenter la survie de leurs plantes hotes par de nombreux mécanismes, incluant

la production de meétabolites secondaires (Bacon et White, 2000 et Rodriguez et al., 2009).

Les Non Clavicipitaceae (NC) qui se transmettent horizontalement, appartiennent
essentiellement aux genres Balansia, Myriogenospora, Parepichloe ou Echinodothis (Bacon
et White, 2000). La majorité des plantes sur terre hébergent ce type d’endophytes (Arnold,
2007). Ces derniers peuvent coloniser les tissus du végétal soit localement -méme une seule
cellule végétale- ou d’une maniére systémique (Boyle et al., 2001). Les effets de ces
champignons endophytes sur les plantes hotes s’étendent de l'antagonisme envers les
organismes phytopathogénes au mutualisme en interaction avec la plante (Saikkonen et al.,
1998 et Arnold, 2007). Leurs effets bénéfiques potentiels incluent la protection des hotes
contre les maladies, les herbivores, la tolérance a la sécheresse et autres types de stress

abiotiques.

Les endophytes NC peuvent étre différenciés en trois classes fonctionnelles basées sur
les modéles de colonisation de I'hdte, les mécanismes de transmission entre générations
d'hétes, les niveaux de biodiversité in planta et les fonctions écologiques (Tableau 2). Bien

que les trois classes aient une large gamme d'hétes, les endophytes de la classe 2 peuvent se
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développer dans les tissus au-dessus et en-dessous du sol. En revanche, les endophytes des
classes 3 et 4 sont restreints aux tissus et aux racines au-dessus du sol (Figure 2) (Rodriguez et
al., 2009). Un aspect unique des endophytes de classe 2, est leur capacité a conférer une
tolérance aux différents types de stress tels que le pH, la température et la salinité specifique a
l'habitat des plantes hotes ou ‘Habitat-Adapted’ (HA) (Rodriguez et al., 2008).

Tableau 2: Criteres de classification des champignons endophytes (Rodriguez et al.,
2009).

Clavicipitaceae Non Clavicipitaceae

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Critére
Gamme d’hotes large Etroite étroite Etroite
Tissus colonisés tige et rhizome tige, racine et rhizome  tige Racine
Colonisation, in planta étendue Etendue limitée Etendue
Biodiversité, in planta basse Basse élevée inconnue
Transmission verticale et horizontale  verticale et horizontale  horizontale horizontale
Bénéfiques pour la plante hote NHA* NHA* et HA NHA* NHA*

*Non adaptation a I’habitat (NHA pour Non habitat-adapted): présentent 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.

2.3. Interaction plante-endophytes
Les microorganismes endophytes établissent une relation plus étroite avec leurs hétes
et sont davantage protégés contre les différents types de stress biotiques et abiotiques et de ce

fait, peuvent interagir plus longtemps avec la plante (Hallmann et al., 1997).

Les effets de cette interaction peuvent se manifester par une promotion de la
croissance, une protection via 1’induction de I’'ISR (Induced Systemic Resistance) ou une
résistance systémique induite et/ou une action antagoniste directe sur les agents pathogénes
(He et al., 2009).

N’importe quelle interaction plante-champignon endophyte est précédée par un

contact physique entre la plante et le champignon, suivie par plusieurs barriéres physiques et
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chimiques qui doivent étre surmontées pour etablir une association réussie (Kusari et
Spiteller, 2012).

& - . 2 : Classe 3

Mycélium d
X \/ o es endophytes
intercellulaire N e\l ST - yt

© k'Cellule végétale

.-, : - ).
| Mycélium _
l@ _ intracellulaire "“
RS Mycélium inter .~
® /.' 2 et intracellulaire Classe 4 des
L) Lo endophytes
Classe 1 et 2
des endophytes

Figure. 2 : Représentation schématique de I'association endophyte fongique avec son
héte (Kusari et Spiteller, 2012).

A) Modes de vie possibles des champignons endophytes avant et aprés I’endophytisme. B) Différents modeles
de localisation des endophytes fongiques dans les tissus végétaux. C) Emplacement des différentes classes
d’endophytes selon Rodriguez et al., (2009) .

D’apres Kusari et al. (2014), I’interaction entre le champignon et la plante hote est
caractérisée par un équilibre entre la virulence fongique et les défenses de I’hote (Figure 3).
Des réseaux biologiques relient les endophytes fongiques, les bactéries, les virus, les
endosymbionts et les plantes hdtes associés sous divers facteurs biotiques comme les agents
pathogenes et les agresseurs et les facteurs abiotiques tels que les précurseurs des plantes
/endophytes, les métabolites secondaires, le pH, la lumiére et la température (A). Partenariat
du commerce équitable (Fair-trade partnership) entre les micro-organismes (des endophytes et
/ ou des agents pathogénes) ou une association équilibrée est établie par la symbiose ou le

mutualisme (B). L'association de fraude (Cheating association) ou les micro-organismes

15



engagés dans le 'tricherie' ‘cheater’ de gain bénéfique de style de vie des organismes associés
sans contribuer a la coopération pour la production de biens publics (public goods) (C). Une
représentation de plan de phase 2D des interactions colt-bénéfice plante-champignon (D). Le
schéma illustre les interactions biotiques sur la base des modéles colts-avantages (cost—
benefit models) connus, ou chaque interaction est représentée par une pente isocline (isocline
slope). Les associations réciproques conduisent soit a un bénéfice mutuel (double-pouce vers
le haut) des deux partenaires, avantage relatif, ou préjudice relatif (simple pouce vers le bas) a
un seul partenaire au détriment de 1’autre, ou des dommages aux deux partenaires
d’interaction (double-pouce vers le bas). Ces interactions révélent que les deux partenaires

sont plus prospéres par des avantages mutuels que lorsqu’ils sont sans aide.
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Figure 3 : Représentation schématique d'un «marché écologique» « ecological market
place » a I'interface plante-microorganisme (Kusari et al., 2014).
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2 4. Les champignons endophytes : Une usine a I’intérieur d’une

plante

Les champignons endophytes représentent une ressource importante de composés
bioactifs naturels avec leurs applications potentielles dans 1’agriculture, la médecine et
I’industrie alimentaire (Tan et Zou, 2001). Owen et Hundley (2004) ont proposé que les
endophytes sont des «synthétiseurs chimiques a I’intérieur des plantes». Actuellement,
beaucoup de composés bioactifs synthétisés avec des activités antimicrobiennes, insecticides,

cytotoxiques et anti-cancéreuses ont été découverts.

Au cours de la longue période de la co-évolution, une relation bénéficiaire a été
formée entre les endophytes et leurs plantes hotes. Quelques endophytes ont la capacité de
produire les mémes métabolites secondaires ou des métabolites analogues que leurs plantes
hotes. Cette aptitude est due au fait que les endophytes s’adaptent progressivement a leurs
microenvironnements par des variations génétiques, y compris l’insertion des fragments
d'ADN de I’hote dans leurs propres génomes, aussi bien que 1’insertion de leur ADN dans le

génome de la plante héte (Zhang et al., 2006).

La production des composes bioactifs par les endophytes et leur plantes hétes avec

leurs applications potentielles est montrée dans la Figure 4.

Les recherches biochimiques révélent qu'une vaste variété de produits naturels peut
étre obtenue a partir des endophytes (Schulz et al., 2002 et Strobel et Daisy, 2003). Les
produits naturels synthétisés par les champignons endophytes inhibent lesorganismes
pathogenes y compris les bactéries, les champignons, les virus et les protozoaires (Al-Mahi et
al., 2013).

En raison de la coévolution héte-endophyte, quelques plantes qui produisent des
métabolites secondaires se sont associées aux endophytes synthétisant les mémes produits
bioactifs. Il s’avere que la production a grande échelle de composés bioactifs est plus facile et

plus économique a partir des sources microbiennes (Tan et Zou, 2001).

17



Champignons
endophytes

Plante héte

Co- évolution

Champignons
phytopathogénes

Métabolites
secondaires

Applications dans I'agriculture, la médecine et
I'industrie alimentaire

Génie
génétique
Processus

chimique

Fermentation
microbienne

Figure 4: La production de composés bioactifs par les endophytes et leur plantes hotes

avec leurs applications potentielles (Zhao et al., 2010).
2.5. Importance et réles des champignons endophytes

Les endophytes fongiques peuvent fournir plusieurs bénéfices aux plantes tels que la
protection contre les maladies (Redman et al., 1999, 2001), la production de métabolites
secondaires efficaces contre les agents pathogénes de 1’héte (Liu 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).

Il a été rapporté également que les endophytes ont une action sur la stimulation de la
croissance végétale (Ernst et al., 2003). De ce fait, quelques endophytes peuvent améliorer
I’absorption du phosphore par I’hote (Sieber, 2002), augmenter ’efficacité photosynthétique
(Obledo et al., 2003) ou augmenter la tolérance de 1’hote aux stress abiotiques, tels que la
sécheresse (Bacon et Hill, 1996), les métaux lourds (Languereau-Leman, 2002), les

températures élevées (Redman et al., 2002) et les sels (Rodriguez et Redman, 2008).
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2.5.1. ROle physiologique

Lors de I’association bénéfique entre une plante et un endophyte, divers mécanismes
directs et/ou indirects sont impliqués dans la protection et la stimulation de la croissance de la

plante.

Les mécanismes directs se manifestent lors de la fixation de I’azote atmosphérique, la
solubilisation des minéraux tel 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) . Des
travaux ont rapporté également un effet direct par la production d’HCN, de sidérophores et

des enzymes de lyse cellulaire (Farrar et al., 2014).

Les mécanismes indirects peuvent se produire par le biais d’un effet de
mycoparasitisme, d’une sécrétion d’inhibiteurs allélochimiques (Sturz et Christie, 2003) et/ou
d’un phénoméne de compétition avec les microorganismes pour I’espace et les nutriments

(Whipps, 2001 et Howell, 2003).

Ces microorganismes peuvent également stimuler les défenses des plantes, ce qui
provoque leur résistance contre les agents pathogénes (Bent, 2006). Des travaux ont montré
que suite a I’inoculation de la plante avec un endophyte, des barriéres structurales avec des
appositions pariétales peuvent notamment se mettre en place par sécrétion de phytoalexines

ainsi que de protéines PR (Harman et al., 2006).

Certaines plantes colonisées par les endophytes interagissent directement ou
indirectement par I’absorption des nutriments minéraux pour réduire ou prévenir le stress
physiologique (Vazquez-De-Aldana et al., 1999). Chez les especes tolérantes a la sécheresse,
les champignons endophytes exercent leur action non seulement lors du stockage des hydrates
de carbone mais aussi dans la modification des caractéristiques foliaires, ce qui réduit les

pertes liées a la transpiration (Elmi et al., 2000).

Sous des conditions de stress causé par une accumulation de métaux lourds, les
microorganismes endophytes peuvent protéger les plantes hotes en limitant leur transport ainsi
que leur accumulation dans les tissus des végétaux (Languereau-Leman, 2002).
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2.5.1.1. Solubilisation du phosphore

Le phosphore est un élément indispensable et irremplacable pour les besoins vitaux des
plantes. Il joue un réle essentiel dans le transfert de 1’énergie nécessaire a la croissance et a

I’amélioration de la production des plantes.

La concentration du phosphore dans le sol, varie de 0,02 a 0,5% (Lindsay, 1979).
Cependant, une grande partie du phosphate inorganique soluble appliqué au sol comme
engrais chimique, est immobilisée rapidement et devient non disponible pour les plantes.
L’enrichissement du sol en phosphore suite a des applications de fertilisants, dépend des
caracteristiques physico-chimiques de chaque sol. Dans les sols acides, les oxydes libres et les
hydroxydes d'aluminium et de fer fixent le phosphore, tandis que dans les sols alcalins, il est
fixé par le calcium, ce qui rend le fertilisant peu efficace. Dans les sols agricoles, la
solubilisation des phosphates inorganiques est étroitement liée a [’activité des micro-

organismes du sol (Stein, 1986).

La distribution de la population de microorganismes solubilisant le phosphore au sein
de la microflore totale, varie d’un sol a un autre. Des résultats de travaux de Zoysa et al.
(1998) ont révélé qu’il existe une grande corrélation entre le nombre de champignons totaux,
ceux qui solubilisent les phosphates et la teneur en phosphates totaux du sol. Les
champignons solubilisent plus efficacement les phosphates que les bactéries, de plus, une
grande partie de champignons conservent cette propriété tandis que la majorité des bactéries
la perdent apres plusieurs repiquages successifs (Kucey et al., 1989).

Plusieurs champignons promoteurs de la croissance tels que, Aspergillus et
Penicillium ont été décrits comme solubilisateurs du phosphore naturel (Reddy et al., 2002).
L’inoculation avec ces microorganismes améliore les propriétés physicochimiques et
biologiques des sols assurant de ce fait, une disponibilité plus élevée en phosphore, une
meilleure stabilité structurale des agrégats du sol et des niveaux du carbone dans le sol plus

élevés (Kucey et al., 1989).

Les microorganismes ont la capacité de rendre le phosphore insoluble, disponible, par
les processus de solubilisation et de minéralisation. Ce processus aboutit & une baisse du pH
du milieu et la production d’acides organiques qui dissolvent directement les phosphates
minéraux ou par la chélation des cations du sol libérant ainsi les phosphates naturels
(Coutinho et al., 2011).
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2.5.1. 2. Production de phytohormones
La promotion de la croissance végétale par les champignons endophytes est
partiellement due a leur production de phytohormones telles que les auxines (AlA), les

cytokinines, les gibbérellines et d’autres substances de croissance.

La sécrétion de gibbérellines par les champignons endophytes a été mise en évidence
par de nombreuses recherches qui montrent I’importance de ces métabolites produits par les
endophytes dans la promotion et le développement des plantes et spécialement lors des
conditions de stress nutritionnels (Waqas et al., 2014). Des résultats de travaux révélent
I’efficacité de I’application des cultures de Phoma glomerata LWL2 et de Penicillium sp.
LWL3 dans la promotion de la croissance du concombre en présence de stress salin a travers
la synthése de gibbérellines et d’acide indole acétique (Waqas et al., 2012). Les gibbérellines
possédent un réle prépondérant dans la production végétale, la reproduction, le métabolisme
et la réponse a différentes conditions de stress environnemental (Rodriguez et al., 2012 et
Khan et al., 2013).

Les champignons endophytes ont la capacité de produire des auxines qui sont des
hormones végétales impliquées dans plusieurs aspects de la croissance et du développement
des plantes. Elles controlent d’importants processus physiologiques comprenant 1’¢longation,
la division cellulaire et la différenciation des tissus (Davies, 2004). La concentration de
I’acide indole acétique (AIA), la principale auxine produite au niveau des apex, est la clé de la

régulation de la croissance et du développement de la plante (Muller, 2003).

La production d’AIA et de ces dérivés a été rapportée chez plusieurs champignons
endophytes (Costacurta et Vanderleyden, 1995 et Khan et al., 2016). Des especes appartenant
aux genres Colletotrichum sp. et Penicillium sp. sont réputées pour la production d’AIA
(Chague et al., 2009), ainsi que les especes des genres Neotyphodium sp.et Balansia sp.
(De Battista et al., 1990 et Yue et al., 2000). L’ AIA microbien peut jouer un rdle clé dans les
différentes interactions plantes-microorganismes du fait qu’il est utilisé en tant qu’élément
indispensable pour la stratégie de colonisation. D’autre part, I’ AIA intervient dans 1’induction
des mécanismes de défense chez les plantes en les rendent plus résistantes aux stress oxydatif
(Subbarayan et al., 2010).
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2.5.1.3. Production de sidérophores

Les sidérophores sont des molécules produites par les microorganismes ayant des
capacités de fixation du fer. Ces molécules peuvent stimuler d’une fagon directe la croissance
des plantes, par I’augmentation de la disponibilit¢ du fer soluble autour des racines ou
indirectement par 1’inhibition de la croissance des pathogénes quant au phénomene de

compétition pour le fer (Marek-Kozaczuk et al., 1996).

La plupart des espéces de champignons endophytes du genre Aspergillus sont connues
pour leur production de plusieurs types de sidérophores. De nombreuses études ont permis de
caractériser les sidérophores et d’élucider leur implication dans les interactions plantes-

endophytes (Dube et al., 2000 et Machuca et Milagres, 2003).

2.5.1.4. Production de I’acide cyanhydrique

Les cyanides produits directement a partir de la glycine ou a partir des glycosides
cyanogenes sont des métabolites secondaires secrétés par plusieurs micro-organismes.
L'action bénéfique de ces composés est liée a la lutte biologique, soit par induction des

mécanismes de défense des plantes ou par antagonisme direct (Bakker et Schippers, 1987).

Les endophytes sont réputés pour la production de métabolites diffusibles et volatils et
leur présence dans les tissus de la plante peut influencer la production de ces métabolites
volatils par la plante (Rini et Sulochana, 2007 et Baysal et al., 2008). Des études ont
clairement demontré I'efficacité relative des endophytes dans la production des métabolites
comme I’HCN, qui sont impliqués dans la promotion de la croissance des plantes et la
résistance systémique induite (Nandhini et al., 2012). D’aprés Potshangbam et al. (2017),
plusieurs champignons endophytes, Penicillium simplicissimum, Acremonium sp.,
Saracladium strictum et Aspergillus ustus peuvent produire plusieurs métabolites parmi eux
I’HCN.

2.5.2. Role écologique

Les microorganismes endophytes jouent un rdle important dans les systemes
écologiques en fagonnant les communautés végétales et en médiatisant les interactions

écologiques (Zhang et al., 2006).

Il est intéressant de noter que la tolérance au stress conférée par certains endophytes,
implique des adaptations fongiques spécifiques a I'habitat. Dans les sols géothermiques du

parc national de Yellowstone (Etats Unis), une espéce végétale (Dichanthelium lanuginosum)
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est colonisée naturellement par un endophyte dominant (Curvularia protuberata). Ce
champignon confére une tolérance a la chaleur a la plante hote et ni le champignon ni la
plante ne peuvent survivre séparément lorsqu'ils sont exposés a un stress thermique ou une
température supérieure a 38 °C (Redman et al., 2002). Une étude comparative des isolats de
C. protuberata provenant de plantes géothermiques et non géothermiques a révélé que sa
capacité a conférer la tolérance a la chaleur était spécifique aux isolats provenant des plantes
vivant dans les conditions géothermiques. Il en ressort que I'aptitude a conférer la tolérance a

la chaleur est un phénomene adapté a I'habitat (Rodriguez et al., 2008).

Un autre exemple d'adaptation fongique propre a I'habitat concerne une graminée des
dunes (Leymus mollis) abondante sur les plages cétiéres de Puget Sound, (Seattle, Etats Unis),
colonisée naturellement par un endophyte fongique dominant (Fusarium culmorum). Cet
endophyte confére une tolérance au sel a la plante héte qui ne peut survivre dans les habitats
cotiers sans I'endophyte adapté a I'habitat. Une évaluation comparative des isolats de F.
culmorum de L. mollis et d'une plante non cétiere a révélé que la capacité de conférer une
tolérance au sel était spécifique aux isolats des plantes cotiéres, ce qui indique que la

tolérance au sel est un phénomeéne adapté a I'habitat (Rodriguez et al., 2008).

Des isolats de C. protuberata, F. culmorum et C. magna favorisent davantage
I'adaptation spécifique des habitats des endophytes. Ainsi, C. protuberata confere la
résistance a la chaleur mais pas la tolérance aux maladies ou a la salinité. Cependant, F.
culmorum permet la tolérance au sel, mais pas a la chaleur ou a la tolérance a la maladie et C.
magna confere la tolérance a la maladie mais pas a la chaleur ou a la salinité (Rodriguez et
al., 2008). Ces tolérances de stress conférant une symbiose, sont conformes aux dynamiques
évolutives qui doivent se produire dans les différents habitats. Les champignons endophytes
s'adaptant de ce fait au stress propre a I'habitat et procurent ainsi une tolérance a la plante qui

les héberge (Rodriguez et Redman, 2008).

Cette adaptation spécifique a I'habitat est définie a travers le concept de symbiose HA
(Habitat-Adapted), qui soutient I'nypothése que la plante et 1’endophyte établissent une
interaction de symbiose permettant a la plante de survivre dans des habitats de conditions
extrémes (Peter Singh et al., 2011) (Tableau 3).
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Tableau 3: Quelques exemples d’endophytes fongiques qui conférent aux plantes la

tolérance aux stress abiotiques (Singh et al., 2011).

Endophytes fongiques/ Stress abiotique Plantes hotes/ Références
especes/souches
C. magna L2.5 Sécheresse L. esculentum Redman et al. (2001)
C. gloeosporioides 95-41A Sécheresse L. esculentum Redman et al. (2001)
Fusarium culmorum Fc18 Sécheresse Leymus mollis Rodriguez et al. (2008)
Oryza sativa
L. esculentum
F. culmorum FcRed1 Salinité L. mollis Rodriguez et al. (2008)
Oryza sativa
L. esculentum
D. lanuginosum
Fusarium sp. Alternaria sp. Chaleur, L. esculentum Rodriguez et Redman
Sécheresse (2008)
Piriformospora indica Salinité Hordeum vulgare ~ Waller et al. (2005)
Trichoderma hamatum Sécheresse Theobroma cacao Bae et al. (2009)
Neotyphodium sp. Sécheresse Festuca pratensis ~ Malinowski et al. (1997)

N. coenophialum

Sécheresse /Stresse

Festuca elatior

Belesky et al. (1989) et

hydrique De Battista et al. (1990)
Acremonium sp. Sécheresse Festuca elatior White et al. (1992)
Curvularia protuberate Chaleur D. lanuginosum Redman et al. (2002a)
C. protuberata Chaleur L. esculentum Rodriguez et al. (2008)

Curvularia sp.

Chaleur/Sécheresse

L. esculentum

Rodriguez et Redman

(2008)

L: Lycopersicon. D: Dichanthelium .

Les endophytes peuvent influencer la biodiversité des communautés et les interactions
microbiennes sont donc des déterminants importants de la biodiversité des plantes (Ernst et
al., 2003).

Chez les graminées et autres plantes herbacées, les endophytes dominants sont connus
pour produire des alcaloides toxiques qui dissuadent ou empoisonnent les herbivores (Braun
et al., 2003). Comme exemple, les espéces du genre Neotyphodium qui se développent en
symbiose avec de nombreuses graminées et produisent des mycotoxines de type alcaloides
présentant des propriétés insecticides et nématicides. Cependant, il a été rapporté qu’ils sont a
I’origine de toxicités graves chez les animaux des paturages tels que les ovins et les bovins

(Repussard et al., 2013).
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2.5.3. Réle chimique

Les micro-organismes endophytes constituent un réservoir important de la diversité
génétique et une source importante pour la découverte de nouveaux métabolites secondaires
bioactifs. Les endophytes sont une source riche de produits naturels présentant un large
spectre d’activités biologiques (Tan et Zou, 2001 et Strobel et al., 2004).

En régle générale, une seule souche endophyte est capable de produire plusieurs
molécules bioactives (Kusari et al., 2012). Les produits naturels signalés chez les endophytes
comprennent, les antibiotiques, les antipathogénes, les immunosuppresseurs, les composés
anticancéreux, les agents antioxydants et d'autres substances biologiquement actives (Zhang
et al., 2006 et Kusari et al., 2014).

2.5.3.1. Les biomacromolécules

Les endophytes fongiques sont rarement rapportés pour produire des polysaccharides,

des enzymes ou des protéines, contrairement aux autres endophytes (Zhang et al., 2006).

Une lipase associée a un mycélium isolée de Rhizopus oryzae, un endophyte de la
plante méditerranéenne Foeniculum vulgare (fenouil), s'est montrée active sur une gamme de
pH allant de 3 a 8 et était thermostable, avec une activité maximale a une température de 60°C
(Toress et al., 2003).

Une molécule de Glycoamylase avec une forte activité d’hydrolyse de 1'amylopectine
a été trouvée dans le filtrat de culture de I’endophyte Acremonium sp. et cette enzyme

présente une stabilité biologique pour un pH compris entre 3 et 7 et aussi jusqu’a une

température de 60 °C (Marlida et al., 2000).

Les genres Acremonium sp., Trichoderma sp., Aspergillus sp. et Penicillium sp.
peuvent produire entre autres, des enzymes hydrolytiques (Potshangbam et al., 2017).

2.5.3.2. Les métabolites secondaires

Le nombre de métabolites secondaires produits par les endophytes fongiques est
supérieur a celui de toute autre classe de microorganismes endophytes. Cela peut bien sir étre
une conséquence de la fréquence élevée d’isolement des endophytes fongiques (Zhang et al.,

2006). Les produits naturels des endophytes fongiques ont un large spectre d’activité
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biologique et peuvent étre regroupés en plusieurs catégories : alcaloides, stéroides,
terpénoides, isocoumarines, quinones, phénylpropanoides et lignanes, phénols et acides
phenoliques, métabolites aliphatiques et lactones (Zhang et al., 2006 ; Elfita et al., 2012 ; Lee
et al., 2014 et Shukla et al., 2014).

2.6. Méthodes d’étude des champignons endophytes, dépistage et criblage

des endophytes a effets bénéfiques

Les endophytes fongiques constituent une source précieuse de metabolites secondaires
ayant un potentiel pharmacologique et d’utilisation agricole (Pelaez et al., 1998). La grande
diversité et les spectres taxonomiques de ce groupe de mycetes et leur isolement relativement
facile, les rendent particulierement intéressants dans les programmes de recherche pour les

produits actifs naturels (Pelaez et al., 1998).

Des corrélations positives entre 1’activité biologique des métabolites et le biotope ou
les microorganismes producteurs ont €té trouvés (sol, rhizosphere, ou bien a I’intérieur de la
plante). Schulz et al. (2002), ont observé qu’un plus grand nombre d’endophytes fongiques en
comparaison de ceux isolés du sol ou de la rhizosphere, ont inhibé au moins un des
organismes testés pour la recherche des activités anti-algales et herbicides. Cette comparaison
entre la production de métabolites par les endophytes et les isolats du sol montre également
une production considérablement plus élevée de substances nouvelles par les endophytes. Ce
qui explique que les champignons endophytes ont toujours au moins un effet benéfique.

Les métabolites secrétés par les endophytes ont fréqguemment des structures chimiques
nouvelles et inconnues auparavant (Schulz et al., 2002). D’un autre co6té, les interactions
métaboliques des endophytes avec leurs plantes hétes favorisent la synthése des métabolites
secondaires biologiquement actifs, ce qui explique que les métabolites secondaires qu’un
mycete synthétise peuvent correspondre a sa niche écologique respective (Gloer, 1997). Les

interactions metaboliques peuvent augmenter ainsi, la production des metabolites secondaires.

Des apergus pour I’isolement fongique devraient donc étre exécutés sur des biotopes
non ¢étudiés précédemment et ou les interactions métaboliques avec 1’environnement sont

specifiques (Schulz et al., 2002).

Le criblage a toujours été la voie essentielle pour parvenir a de nouvelles molécules

qui nécessitent de diversifier les sources de microorganismes en faisant appel a des
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échantillonnages provenant des habitats des milieux extrémes et en mettant au point des

méthodes de sélection qui favorisent 1’isolement des espéces rares.
2.6.1. Isolement des endophytes

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

détection de nouvelles especes.

L’isolement est la premiéere étape dans le criblage des champignons endophytes. Les
problemes liés a cette premiere étape de criblage revient a la méthode de désinfection, le
choix du milieu de culture et a la présence des endophytes incultivables (Macia Vicente,
2008c).

La procédure la plus utilisée pour détecter la présence des champignons endophytes
dans les tissus internes des plantes est essentiellement basée sur la désinfection de la surface
des échantillons apparemment sains pour éliminer les microorganismes épiphytes (Bills,
1996). Les échantillons préalablement désinfectés sont ensuite placés dans des milieux de
culture synthétiques et quand les hyphes fongiques émergent des tissus du végetal et
commencent a se développer, 1’isolement peut étre réalisé. Cette technique ne permet pas
d’isoler les microorganismes biotrophes et les champignons qui ne se développent pas d’une
maniere adéquate dans le milieu de culture choisi. En conséquence, le nombre réel des

champignons endophytes dans un échantillon peut étre sous-estimé (Zhang et al., 2006).

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

végétaux ont été développées (Duong et al., 2006).

Murphy et al. (2015) ont cherché a trouver un milieu idéal pour I’isolement et la
culture d’un groupe particulier d’endophytes, surtout ceux qui sont incultivables sur un milieu
de culture habituel. lls ont déterminé également les milieux de culture qui ont le meilleur
rendement pour I’isolement initial et la croissance des endophytes et établi comment les

isolats existants et qui sont maintenus in vitro croitront sur des milieux différents. Les
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résultats relatifs & ces travaux ont permis de constater qu’en optimisant les conditions
culturales en fonction de I'émergence des endophytes, une plus grande gamme d'endophytes
peut-étre méme des endophytes précédemment incultivables et qui sont trés utiles, pourraient

étre isolés.

2.6.2. Criblage et sélection in vitro et in vivo

L’utilisation des analyses in vitro d’activités antagonistes peut promouvoir un
dépistage massif, pas cher et standardisé de candidats appropriés par rapport aux analyses en
plein champ. Autrement dit, les essais en plein champ ne sont pas pratiques et sont onéreux et
peuvent fausser ceux obtenus in vitro (Andrews, 1992). Par conséquent, le choix d’un
protocole approprié de criblage peut inclure les deux procédures, combinant leurs avantages et

inconvenients respectifs.

Un premier criblage rapide et reproductible par une grande collection d’isolats devrait
servir a choisir ceux d’une meilleure capacité antagoniste dans des conditions spécifiques,
bien que beaucoup d’autres peuvent étre rejetés. Ensuite, des essais plus méticuleusement
programmés devraient étre employés pour dépister secondairement parmi les premiéres
souches, celles qui ont des capacités fiables pour contréler les pathogenes et améliorer la
croissance des plantes dans des conditions semblables en plein champ, ou leur application est

prévue (Macia Vicente, 2008c).

2.7. Les champignons endophytes du palmier dattier

Les endophytes ont été isolés a partir de plusieurs plantes appartenant a plusieurs
familles botaniques localisées dans des environnements tempérés, tropicaux ou subtropicaux,

incluant des espéces spontanées ou cultivées (Marquez et al., 2012).

Actuellement, les plantes qui s’adaptent aux conditions extrémes ont attiré 1’attention
de plusieurs chercheurs. Les zones arides et semi-arides constituant des milieux pratiquement
extrémes, semblent étre des environnements promoteurs pour isoler des mycétes endophytes
producteurs de substances bénéfiques (Lopez Llorca et Macia Vicente, 2009). Le palmier
dattier, une plante endémique de ses endroits, constitue un modeéle pour isoler des souches
fongiques endophytes productrices de métabolites secondaires stables et a diverses utilités

biologiques.
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Peu de travaux ont été réalisés sur les endophytes du palmier dattier. En Espagne,
Gomez-Vidal et al. (2006), ont éetudié la colonisation endophytique des feuilles de palmiers
dattiers par les champignons entomopathogeénes. Plus tard, Gomez-Vidal et al. (2009), ont
concentré leur étude sur les réponses de I’analyse protéomique du palmier dattier a la
colonisation endophytique par les champignons entomopathogénes des especes de Beauveria
bassiana, Lecanicillium dimorphum et Lecanicillium psalliotae, classées comme des

endophytes du palmier dattier.

En Tunisie, Ben Chobba et al. (2013), ont étudié les endophytes des racines et des
feuilles de palmiers dattiers sains et ont axé leurs travaux sur la caractérisation des

champignons avec des effets potentiels PGPF (Plant Growth Promoting Fungi).

En Egypte, El Deeb et Arabe (2013), ont isolé et identifié des champignons
endophytes des feuilles et des racines de palmiers dattiers sains. Parmi ceux-ci, un isolat
d'Acremonium sp. a montré un effet antagoniste a la fois in vitro et in situ contre une souche

algérienne de F.o.a.

Les études n’ont pas concerné que les champignons endophytes puisque, Yaich et al.
(2015), ont pu isoler et caractériser des bacteries endophytes endémiques de palmiers dattiers
d’Oman et ont détecté certains mécanismes que ces bactéries peuvent utiliser pour faciliter la
croissance du palmier dattier dans les environnements salins. Ces bactéries produisent
plusieurs métabolites incriminés dans la promotion de la croissance des plantules du palmier

dattier.

Récemment, Siala et al. (2016), ont concentré leur travail sur la diversité de la
microflore bactérienne endophyte cultivable des racines et des feuilles de palmiers dattiers
tunisiens. Ces mémes auteurs ont caractérisé les activités biologiques potentielles des

bactéries isolées.
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CHAPITRE Il



Chapitre I1. Analyse de la diversité des champignons endophytes racinaires
du palmier dattier

1.Introduction

Les endophytes colonisent les tissus des plantes vivantes sans causer de symptomes
(Wilson, 1995). Dans la plupart des cas, ils protegent les plantes contre les différents types de
stress abiotique et biotique et améliorent leurs croissance (Omacini et al., 2001 ; Marquez et
al., 2007 et Rodriguez et al., 2008). Les champignons colonisant les racines se trouvent dans
la plupart des espéces de plantes terrestres, vivant comme des commensaux et contrdlant les
maladies des racines tels que, le flétrissement vasculaire et la pourriture des racines
(Abdellatif et al., 2009).

La connaissance des préférences écologiques, la distribution et la diversité des
communautés d’endophytes est loin d’étre compléte bien que nous ayons déja des données
suffisantes sur leurs prédominances et leurs applications dans des buts bien précis (Pelaez et
al., 1998 et Vandenkoornhuyse et al., 2002). Les travaux de recherches se sont intéressés aux
endophytes fongiques des plantes importantes en agriculture et provenant des régions
tempérées ou tropicales. Les zones arides et semi-arides constituant des milieux pratiqguement
extrémes semblent étre des environnements promoteurs pour isoler des champignons

endophytes producteurs de substances bénéfiques (Macia Vicente, 2008c)

Le palmier dattier, une plante endémique de ces contrées, constitue un modele pour
isoler des souches fongiques endophytes productrices de metabolites secondaires stables et a
utilités biologiques. L’analyse des résultats révélés par les recherches de Gomez-Vidal et al.
(2006 ; 2009) ; Ben Chobba et al. (2013) ; El Deeb et Arabe (2013) ; Yaich et al. (2015) et
Siala et al. (2016), entreprises sur les endophytes du palmier dattier, met en évidence la
présence d’une biodiversité d’endophytes fongiques et bactériens importante et intéressante,

pouvant étre exploitée dans divers domaines biotechnologiques.

Pour aborder ce travail de thése, la premiére étape consiste a collecter des isolats
endophytes a travers une analyse de la biodiversité des champignons endophytes associés aux
racines des palmiers dattiers d’Espagne et d’Algérie. Trois dunes cétiéres de sable de la
province d’ Alicante (Sud-est d’Espagne) représentent les régions de prélévement. La présence

de quelques palmiers dattiers (Phoenix dactylifera L.) dans les dunes de I’écosystéme
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méditerranéen d’El Carabassi, de Guardamar et de San Juan a attiré notre attention. Selon
I’hypothése proposée par Rodriguez et al. (2008), les plantes cétieres peuvent developper des
symbioses avec les endophytes qui pourraient améliorer leur tolérance au stress. Une étude de
Macia Vicente et al. (2008a) réalisée dans ces mémes conditions, a montré une grande
diversité des endophytes fongiques des racines de la végétation naturelle de ces dunes. Dans
une étude complémentaire, Macia Vicente et al. (2008b) ont montré que ces endophytes
peuvent également coloniser les plantes non hétes sans causer de symptomes et peuvent

méme les aider a se protéger contre les pathogenes telluriques.

La collection touche également les champignons endophytes du palmier dattier
d’Algérie. En effet, les palmeraies de la région d’Adrar (Sud d’Algérie), ont été choisies pour
échantillonner les racines de palmiers. Cette région est caractérisée par des températures
élevées et des sols salins. Nous avons concentré notre travail sur la collection de souches par
I’isolement et ’identification des champignons endophytes des racines de palmiers prélevés
de trois palmeraies. La premiére est influencée par le stress abiotique qui se caractérise par
une forte concentration de sel 4,63 a 18,37 g/l (Daddi Bouhoun et al., 2013). La seconde est
soumise a un stress biotique, signalée comme attaquée par la maladie du Bayoud, causé par
Fusarium oxysporum fsp. albedinis et la troisiéme est une palmeraie d’apparence saine. Les

souches collectées ont été utilisées dans la suite des travaux de cette these.

2. Matériel et Méthodes

2.1. Echantillonnage des racines

En 2009, les palmiers dattiers qui poussaient sur les dunes de sable de trois régions
cotieres Guardamar, San Juan et El Carabassi dans la province d'Alicante, (SE d’Espagne) ont
été sélectionnés pour 1’échantillonnage des racines (Figure 5). Cette région a été caractérisée
par De la Torre Garcia et Alias Pérez (1996) et Alvarez Rogel (1997) comme une région
appartenant a 1’étage semi-aride. Elle possede un climat avec une sécheresse estivale
prolongée suivie par des pluies torrentielles, une distribution irréguliére des précipitations et
des températures élevées. Le sol est sablonneux avec des pourcentages d’argiles, de limons et
de sables de (0,1, 3 et 97), respectivement. La teneur en matiere organique est de 1 g/kg et la

concentration en sel est de 0,14 g/l.

La disponibilité et la dispersion irréguliere des palmiers dattiers sur ces sites a été le
motif de notre choix d’échantillonnage. Neuf palmiers d’une hauteur moyenne de 1,5 m et

5 m de circonférence ont été échantillonnés. L’analyse des communautés d’endophytes
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fongiques a été réalisée a raison d’un échantillon de racines par plante pour les cinq palmiers
de Guardamar, les trois palmiers de San Juan et trois échantillons de racines de la méme
plante d’un palmier d’El Carabassi. Chaque échantillon de base est composé de fragments de

15 cm de long, pris aseptiquement a partir d’une racine saine a une profondeur de 20-40 cm
(Tableau 4).

N 4 \ w\ :

i/ A\

Figure 5: Zones de préléevements des racines de quelques plants de palmiers dattiers

situés au niveau des dunes de Guardamar (A) et d’El Carabassi (B).

En 2010, trois palmeraies situées dans la wilaya d’Adrar ont été choisies pour
I’échantillonnage des racines de palmiers dattiers (Figure 6). Le climat est de type saharien
avec un hiver tempéré et une grande aridité. Parmi les trois palmeraies étudiées, deux sont
situées dans le centre d’Adrar (Bouda), dont 1’'une est infectée par la maladie de Bayoud (El
Mansour) (0°25'26,32" W, 27°57' 21,01" N, 234 m d’altitude) et ’autre d’apparence saine
(Bendraou) (0° 25' 18,56" W, 28°0022,85" N, 239 m d’altitude). La troisiéme palmeraie est
localisée a Tamentit (0° 16' 18,68" W, 27°45'43,70" N, 237 m d’altitude) caractérisée par la

remontée des sels a la surface du sol (Figures 6 ¢ et ¢’).
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Dix-huit échantillons ont été prélevés sur six palmiers. Deux palmiers au niveau de
chaque palmeraie ont été sélectionnés d’une maniere aléatoire pour prélever trois échantillons
de racines par palmier. Des échantillons des plus jeunes racines secondaires ont été pris
aseptiquement a une profondeur de 20 a 40 cm. Jusqu’a leurs utilisations, les racines ont été
stockées avec le sol rhizosphérique dans des sacs en plastique & une température de 4 °C afin

d’éviter leur dessiccation.
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Figure 6 : Zones de prélevements des racines de palmiers dattiers dans les trois

palmeraies d’Adrar.
A et B : palmier bayoudé de la palmeraie d’El Mansour. C : palmier de Tamentit, C* : précipitation de sel & la

surface du sol. D : Palmier sain de la palmeraie Bendraou.

2.2. Isolement des endophytes fongiques a partir des racines du palmier
dattier

Les échantillons de racines des palmiers dattiers ont été lavés a I’eau du robinet pour
enlever les débris du sol, puis rincés plusieurs fois avec de 1’eau distillée stérile (EDS). Ils ont
ensuite subi une désinfection dans du NaOCl a 3% (v/v) avec du Tween 20 a 0,02% (v/v)
(Sigma, St Louis, MO, USA) pendant 3 min. Cette derniére opération est suivie de trois
rincages successifs dans I'EDS pendant 3, 2 et 1 min, respectivement (Macia Vicente et al.,
2008a).
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Les échantillons de racines ont été transférés et déposés a sec sur du papier filtre
stérilisé pour ensuite étre découpés en segments de 0,5 a 1 cm de long. Pour les racines de
palmier d’Espagne, 630 segments de racines ont été coupés, a raison d’un nombre n par
échantillon ; n=30 pour Guardamar, n=100 pour San Juan et n=60 pour El Carabassi (Tableau
4).

Pour les palmiers d’Adrar, 1800 segments de racines ont été obtenus a partir de 600
fragments pour chacune des palmeraies prospectées (Tableau 6). Ces segments racinaires ont
été déposés dans des boites de Pétri contenant un milieu gélosé a base d’extrait de malt
(MEA, Scharlau, Barcelone, Espagne), additionné de Chloramphénicol (Sigma) a 1 pg/ml et
de Triton X-100 (Sigma) a 1 pg/ml puis incubés a 1’obscurité a 25 °C pendant dix jours.

L’efficacité de la stérilisation en surface des racines a été testée en déposant les
fragments d’échantillons dans le milieu MEA avant leurs dépdts pour I’isolement, c’est la
méthode dite méthode « des empreintes». En absence de développement des colonies a partir
des empreintes profondes, le protocole de stérilisation de surface a été considéré comme

correct pour 1’isolement des endophytes.

La fréquence d'isolement (FI) de chaque endophyte ou bien le taux de colonisation
(TC), a été calculée en utilisant la formule de Huang et al, (2008).
FI ou TC (%) = Ni / Nt x 100 ou Ni est le nombre de segments colonisés par I’endophyte et
Nt est le nombre total de segments. Le taux de colonisation le plus élevé indique la dominance

de I’endophyte.

En fonction de leur vitesse de croissance, les colonies fongiques développées a partir
des fragments de racines ont été repiquées individuellement des leur apparition sur le milieu

PDA (Oxoid, Hampshire, Royaume-Uni) pour 1’étape de la purification.

Tous les isolats obtenus ont été conservés soit par dép6t de quelques fragments de
mycélium dans des tubes eppendorfs stériles, soit par 1’utilisation de la méthode de Macia
Vicente et al., (2008) qui consiste a cultiver chaque isolat dans le milieu PDA en présence de
bouts de papier filtre. Aprés croissance des champignons sur le papier filtre, ce dernier est

prélevé et déposé dans des enveloppes transparentes stériles.

La conservation des eppendorfs et des enveloppes est realise a — 20 °C dans le
laboratoire de phytopathologie de I'Université d'Alicante (Espagne) et dans le laboratoire de

phytopathologie du département de biotechnologie de 1’Université de Blida 1 (Algérie).
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2.3. Identification des endophytes fongiques des racines

Les champignons ont été identifies a partir des colonies qui se developpent sur le
milieu PDA. Les cultures ont été examinées périodiquement et regroupées en morphotypes
selon ’aspect général de la colonie et les structures de reproduction ; la couleur, le diamétre

de la croissance et le type de fructification.

L’identification préliminaire a été réalisée sous la direction du Professeur Lopez-
Llorca et Docteur Macia Vicenté, en suivant le guide d’identification morphologique du
laboratoire de phytopathologie, du département de Biologie Appliquée de I’Université
d’Alicante (Espagne), pour les isolats d’Espagne et suivant deux clés décrites par Watanabe,

(1994) et Ellis et al., (2007) pour les isolats d’ Algérie.

Les cultures qui ont échoué a sporuler dans les milieux PDA et MEA au bout de

plusieurs mois ont été considérées comme des mycéliums stériles.

Trente-neuf isolats des palmiers dattiers d’Espagne identifiés morphologiquement
représentant les groupes les plus fréquents ont été sélectionnés et traités pour la caractérisation
moléculaire. Parmi les isolats choisis pour cette méthode, nous avons inclus également un

mycélium stérile qui se montrait le plus dominant sur les boites d’isolement.

2.3.1. Identification moléculaire de quelques isolats endophytes

Les échantillons ont subi une extraction, une purification et une quantification de L’ADN.
2.3.1.1. Extraction de ’ADN

L’ADN génomique a été extrait des 39 isolats suivant le protocole décrit par Abdullah
et al. (2005). Trois fragments de chaque isolat (5 x 5 mm) ont été récupérés a partir du bord
d'une colonie et déposés dans 100 ml de milieu liquide (Potato-Dextrose-Broth). L’incubation
a été réalisée pendant 3 a 4 jours a la température ambiante sur un agitateur rotatif (120 tours
par minute). Le mycélium obtenu a été recueilli par filtration sous vide sur du papier filtre
stérilisé. Le mycélium lyophilisé a été déposé dans des Eppendorfs stériles et soumis a un
choc thermique dans de I’azote liquide. Ce mycélium lyophilisé a été transféré dans des
eppendorfs de 1,5 ml contenant des microsphéres en verre stériles, puis un volume de 600 pl
de tampon d’extraction d’ADN [Tris-HCI pH 8,4 a 100 mM, de NaCl a 1,4 M, de I’acide
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éthyléne-diamine-tétra-acétique a 25 mM (EDTA), de bromure d’hexa-décyl-triméthyl-

ammonium (CTAB) a 2%] a été ajoute.

Les eppendorfs sont agités manuellement pendant 5 minutes et placés ensuite dans un
bain Marie a 65 °C pendant 1 heure et mélangés de temps a autre. Le surnagent est transféré
dans un autre eppendorf auquel un volume de phénol: chloroforme (300 pl : 300 ul) a été
ajouté, puis centrifugé pendant 5 min a 5000 rpm pour assurer la purification de ’ADN. Le
surnagent est séparé du culot et un volume de 600 pl de chloroforme est ajouté, puis

centrifugé a 5000 rpm pendant 5 minutes.

Pour faire précipiter ’ADN, un volume de 600 pl d’isopropanol glacé centrifugé a
10000 rpm pendant 10 min a été ajouté. Les culots d’ADN ont été lavés deux fois dans
I’éthanol a 70%. Les éppendorfs sont ouverts sous la hotte pour une évaporation compléte de
I’é¢thanol. L’étape finale consiste a récupérer les culots d’’ADN pour les remettre en

suspension dans le tampon TE (Tris-HCla 10 mM , pH 7,5et EDTA a 1 mM).

L'ADN a été quantifié en utilisant le bis-benzimide Fluorochrome (Hoechst) avec
I’ADN de thymus de veau, selon Ausubel et al. (1992). La quantité d’ADN extraite a été
évaluée par la mesure de la Densit¢ Optique (DO) a une longueur d’onde de 260 nm en
utilisant un spectrophotomeétre du type Nano Drop (ND-1000). Afin de déterminer la pureté
de I’ADN, une autre mesure de la DO a été effectuée a une longueur d’onde de 280 nm. Ainsi,
le rapport entre la DO260 / DO280 constitue un moyen évaluatif numérique permettant
d’apprécier la qualité de I’ADN extrait. Ce dernier est considéré pur lorsque le rapport est
compris entre 1,8 et 2. L’ADN purifi¢ et quantifié est par la suite stocké a 4 °C jusqu’a son

utilisation.

2.3.1.2. Amplification et séquencage

Les Amorces ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) et ITS1-F (5-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") (Gardes et Bruns, 1993) ont été utilisées pour
I’amplification par la méthode PCR (Polymerase Chain Reaction) des régions transcrites
internes (ITS1 et ITS2). Ces deux régions encadrent un fragment d’une taille de 600 pb.
L’amplification a été réalisée dans un volume final de 20 pl, contenant 1 x tampon de
réaction, les dNTP a 0,2 mM (Sigma-Aldrich, St. Louise, MO, USA), de MgCl,a 2 mM, la
Go-Tag DNA polymerase a 0,5 U (Promega, France ), 0,3 uM de chaque amorce et 20 ul de
matrice d’ADN.
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Les réactions PCR ont été réalisées dans un thermo-cycleur PTC100 (Perkin-Elmer,
USA) et le programme d’amplification consiste en une étape de dénaturation initiale a 95 °C
pendant 8 minutes et 35 cycles de 30 secondes de dénaturation a 95 °C, 20 secondes
d'hybridation a 55 °C et 60 secondes d’extension a 72 °C.

Apres amplification, 1 pl de chaque produit PCR additionné avec 1 ul de tampon
chargé contenant du glycérol, 8 ul de tampon TE (Tris-HCI a 10 mM , pH 7,5, EDTA a
1 mM) ont été séparés sur un gel d’agarose a 2% coloré avec du SYBR Green a 2,5 pl et
visualisés sous une lumiere ultraviolette. La taille des fragments d’ADN générés est
déterminée par comparaison avec la gamme de concentrations d’ADN standard de taille

moléculaire connue (100 pb) “Gene Ruler DNA Ladder”.

Les séquences nucléotidiques amplifiées par PCR sont purifiées en utilisant le kit
commercial (GE Heathcare), selon les instructions du fabricant. Les produits amplifiés ont été
séquenceés par Macrogen Inc. (Séoul, Corée) en utilisant les mémes amorces. Les séquences
ont été corrigées avec le logiciel phred, assemblés et taillés pour des positions de haute qualité
et regroupes en OTU a une similarité de séquence de 97% en utilisant Mothur v 1.7.2 (Schloss
et al., 2009). Les séquences ont été comparées avec toutes les séquences dans la banque de
genes GenBank au moyen de recherches BLAST afin d’évaluer I’appartenance taxonomique

des souches (Altschul et al., 1990).

Les isolats restants qui ne sont pas séquencés ont été regroupés en taxons en fonction
de leurs caracteres morphologiques. Les trente-neuf séquences ITS obtenues dans ce travail

ont été déposées dans GenBank sous les numéros d’accession de KP006331 a KP006369.
2.3.1.3. Analyse phylogénétique

Plusieurs arbres phylogénétiques ont été construits dans cette étude sur la base des
séquences nucléotidiques des ITS. Nous avons utilisé le programme BLAST pour récupérer
les 135 séquences ITS fongiques Gen Bank présentant la plus grande ressemblance avec les
39 souches de cette étude (Altschul et al., 1990). Nous avons harmonisé toutes les séquences
en utilisant Mafft v7.123b (Katoh et Standley, 2013) avec le G-INS-i algorithme, pour le
lissage des régions mal alignées dans ’alignement multiple, en utilisant Gblocks v0.91b
(Castresana, 2000). Avant de poursuivre 1’analyse, deux méthodes de construction d’arbres
phylogénétiques Neighbor-Joining (NJ); méthode du plus proche voisin basée sur la

ressemblance globale entre les séquences et la méthode de package ape v3.2 R v3.0.2 (Paradis
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et al., 2004 et R Core Team, 2013) ont été appliquées en utilisant le modéle a deux parametres
Kimura et 1000 répliques bootstrap. Un Maximum de vraisemblance (Likelihood) (ML)
phylogénique a été obtenu avec RAXML v7.2.8 (Stamatakis, 2006), en utilisant un modéle
GTRGAMMA de substitution nucléotidique et 1000 répliques bootstrap. La construction de
ces arbres phylogénétiques est réalisée contre un groupe externe (outgroup) pour chaque
arbre. Le choix de I’outgroup est important, il doit étre une séquence primitive au groupe
¢tudié¢ et ne doit étre ni trop proche (afin d’augmenter la résolution de 1’analyse), ni trop

éloigné des autres séquences.

Les séquences de Mycena cahaya ACL134 (GenBank KF537248.1, Chew et al.,
2013), Harpophora oryzae R5—6—1 (GenBank EU636699.1, Yuan et al., 2010), Talaromyces
purpureus CBS 475.71 (GenBank JN899328.1, Samson et al., 2011), Thielavia arenaria CBS
507.74 (GenBank JN709489.1, Li et al., 2011), Valsaria neotropica VJM (GenBank
KP687874.1, Jaklitsch et al., 2015) ont été utilisées comme ‘outgroups’ dans les arbres

phylogéniques obtenus.

2.4. Analyse des données

Les données d’isolement a travers les trois sites d’Espagne ont été comparées par
I’analyse de la variance (ANOVA) ou par le test de Kruskal-Wallis. Des différences
significatives entre les zones ont été déterminees a partir de la différence significative du test

de Tukey Honest pour des comparaisons multiples.

L’indice de la diversité des indicateurs de Shannon (H') et I’indice d’Evenness
Pielou’s (J) ou d’équitabilité, ont été calculés pour les trois sites ainsi que les trois palmeraies.
La similitude d’OTUs et de taxons des communautés fongiques est déterminée parmi toutes

les paires d’emplacements en utilisant le coefficient de Jaccard.

La comparaison des champignons les plus répandus par zone a été effectuée en

utilisant le test y* sur la base des nombres d’isolats dans les trois régions d’Espagne.
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3. Résultats et discussion

3.1. Résultats de I’étude sur les champignons endophytes associés aux
racines du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) des dunes cétiéres du
Sud-Est de ’Espagne

A partir des onze échantillons des racines de palmiers dattiers collectés et des 630
fragments de racines utilisés pour I’isolement, nous avons obtenu 485 isolats d’endophytes
fongiques. Ainsi, plus d’un isolat a été détecté dans certains échantillons de racines. Dans les
échantillons des dunes de San Juan, 304 isolats ont été obtenus, avec un pourcentage de
colonisation de 95,7%; a El Carabassi, 153 isolats ont été obtenus avec 43,9% colonisation et

95 isolats affichant une colonisation de 80% dans les échantillons de Guardamar (Figure 7).

Figure 7 : Champignons endophytes colonisant les fragments de racines du palmier

dattier d’Espagne.

La caractérisation moléculaire a porté sur 39 isolats les plus dominants et qui ont été
identifiés d’'une maniére préliminaire par 1’utilisation de méthodes phénotypiques. Nous avons
d’abord réalisé une évaluation de la diversité génétique présente au sein des isolats, complétée

par un séquencage et une analyse phylogenétique.

L’amplification a généré certaines bandes d’empreintes génomiques qui sont similaires
et d’autres qui sont différentes, avec des intensités différentes qui varient selon les isolats.
Une bande située a 551 pb qui correspond a la souche C3552, une autre de taille avoisinant
607 pb spécifique a la souche G538 et une derniere qui correspond a C239 présentant un
poids moléculaire de 939 pb. Cependant, certains isolats n’ont pas été clairement discriminés

montrant une absence de signal comparés au témoin négatif (EDS) (Figure 8).
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La combinaison de I’analyse numérique du poids moléculaire des séquences des
isolats testés avec une comparaison visuelle des différentes bandes a permis de dégager 17
groupes englobant 7 clusters et 10 singletons. Le premier est formé de 10 isolats dont 4
provenant de Sun Juan, 4 isolés de Guardamar et seulement 2 isolats d’El Carabassi. Le
deuxiéme totalise 6 isolats de Guardamar. Le troisieme réunit 4 isolats de Sun Juan et un
isolat d’El Carabassi. Les groupes 4, 5, 6 et 7 sont formés chacun par deux isolats qui
proviennent d’El Carabassi, Guardamar et El Carabassi, Sun Juan et El Carabassi et
Guardamar respectivement. Les groupes restants comprennent un seul isolat pour chacun,
répartis dans les groupes 8, 9, 10 et 11, isolés des palmiers d’El Carabassi. Parallelement, les

groupes 12 a 17 sont originaires des palmiers de Sun Juan.

Sn 27811 Sn319112 Sal43111 SalS1022 Sn267 Snl631 Sn3210 Cc23
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Figure 8 : Profils de séparation éléctrophoretique des fragments amplifiés par PCR des
39 isolats endophytes fongiques étudiés sur gel d’agarose a 2%.
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Tous les endophytes isolés ont été assignés a 30 OTUs et taxons. Dix-sept OTUs de
champignons identifiés par les deux méthodes morphologiques et moléculaires ont été évalués

a I’aide de ’analyse phylogénétique (Tableau 4 et 5) (Figure 9 a 18).

Les isolats restants ont été regroupés dans onze taxons homogenes selon les caractéres
morphologiques macro et microscopiques. Les deux derniers taxons étaient représentés par
des isolats qui ont échoué a sporuler (mycélium stérile) et ne pouvaient donc pas étre

identifiés, ils ont été affiliés aux taxons 12 et 13.

L’analyse de la distribution, la fréquence et 1’abondance des OTUs et des taxons, a
montré des différences entre les communautés fongiques et les trois sites d’Espagne (Tableau
4). L’indice de Shannon H’ est un indicateur de la biodiversité, il égal a zéro lorsque la
population est représentée par une seule espéce et il est maximal lorsque la population est
répartie de maniére homogeéne entre toutes les especes. Les valeurs obtenues dans notre étude
sont de 3,26, 2,90 et 2,77 pour les régions de San Juan, El Carabassi et Guardamar,
respectivement, montrant une biodiversité plus élevée & San Juan par rapport aux autres
régions. L’indice d’Evenness ou d’équitabilité J est une mesure de la répartition des espéces
d’endophytes. Il varie entre 0 et 1, il tend vers 0 quand la quasi totalité des effectifs est
concentrée sur une seule espece; il tend vers 1 lorsque toutes les espéces ont une méme
abondance. Les valeurs obtenues dans notre travail sont de 0,77, 0,75 et 0,70 pour les régions
de Guardamar, San Juan et El Carabassi, respectivement, expliquant ainsi 1’équitabilité de

I’abondance des especes étudiées dans le site d’Espagne.

Le plus grand nombre d’isolats provient des palmiers de San Juan (95,7% des
segments colonisés). En revanche, les racines d’El Carabassi ont été colonisées a 56,1% par

les champignons ; le pourcentage restant correspond a des bactéries.

La composition en OTUs et taxons différait entre les trois sites. Six OTUs a savoir, 12,
13, 14, 15, 16, 17 et les taxons 6 et 11 ont été trouvés seulement & San Juan. Cing OTUs (4, 8,
9, 10, 11) et le taxon 8 ont été¢ isolés a partir d’El Carabassi. Alors que la région de
Guardamar est représentée par deux OTU (2, 7) et par le taxon 2. Trois OTUs (3, 6, 24) et le
taxon 9 ont été isolés exclusivement a partir des sites de San Juan et El Carabassi. L’OTUS
figure a la fois & Guardamar et a El Carabassi. L’OTU 1 et les taxons (1, 4, 5, 10, 12 et 13) ont

été partagés entre les trois sites.
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La répartition des champignons endophytes dominants par zone d’échantillonnage
comparée par le test x° a montré des différences significatives entre les sites avec les
moyennes les plus élevées a San Juan et le plus bas & Guardamar. Cette différence concerne le
taxon 1 (x* = 30,65, p <0,001), ’OTU1 (¥* = 39,06, p <0,001) et le taxon 13 (y3* = 13,40,

p =0,001). Il n’y avait pas de différences évidentes pour le taxon 12 (XZ =2,73, p =0,255).

Tableau 4 : Caractéristiques des sites d’échantillonnages et de la diversité des

champignons endophytes racinaires des palmiers dattiers d’Alicante (Espagne).

Sites San Juan El Carabassi Guardamar
Cordonnées - 38,37793 N 38,22623 N 38,10356 N
0,40830 W 0,50906 W 0,64266 W
Nombre de plants échantillonés 9 3 1 5
Nombre des racines incubées 630 300 180 150
Nombre d’isolats 552 304 153 95
Nombre des OTUs et des Taxons 30 20 19 12
Indice de diversité de Shannon (H’) Overall H’ 3,26 2,90 2,77
Indice d’abondance relative Overall J 0,75 0,70 0,77

d’équitabilité¢ Evenness (J)

Les champignons isolés étaient principalement des Ascomycota (15 OTUs et 10
taxons), avec une abondance relativement élevée de Sordariomycetes (11 OTUs et cing
taxons), suivie par les Eurotiomycetes (trois OTU et quatre taxons) et les Dothideomycetes
(un OTU et un taxon).

Les isolats appartenant aux Sordariomycetes ont été assignés a deux ordres a savoir les
Hypocréales (sept OTU et quatre taxons) et les Diaporthales (quatre OTU). Les membres de

la classe des Eurotiomycetes ont été affectés principalement a 1’ordre des Eurotiales.

Tous les isolats des Dothideomycetes ont ¢té¢ rassemblés dans le taxon 10 de I’ordre
des Pleosporales avec neuf isolats. L’identification morphologique place ces isolats dans le

genre Alternaria.

L'ordre des Hypocréales regroupe tous les taxons dominants (OTU1, OTU2, OTU3,
OTU6, OTU11, OTU12, OTU16 et le taxon 1). Le genre le plus dominant est représenté par
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Fusarium sp. (taxonl) avec un total de 179 isolats. Vient par la suite, le second groupe OTU1
représenté par 79 isolats, étroitement lié a Clonostachys sp. Les 28 isolats restants au sein de

I’OTUI12 pourraient étre affiliés a I’ordre des Hypocreales.

Un autre groupe fréqguemment retrouvé parmi les isolats identifiés comme
Chaetomium sp., est le taxon 7 avec 27 isolats. Enfin, dix isolats regroupés dans le taxon 9

étaient liés @ Acremonium sp.

Plusieurs isolats pourraient étre attribués au genre Aspergillus, a savoir le taxon 5 avec
14 isolats et les OTU13, OTUS, ainsi que le taxon 6 avec respectivement trois, deux et un
isolat. Dans le méme ordre des Eurotiales, dix isolats du taxon 3 étaient les plus proches de

Paecilomyces sp. Le taxon 4 regroupe six isolats liés au genre Penicillium sp.

L’OTUI11 cumulant neuf isolats était similaire dans sa séquence ITS a llyonectria sp.
Les cinq isolats de ’OTU6 pourraient étre liés avec une similitude de séquence de 100% au

champignon entomopathogene Beauveria bassiana.

Les Basidiomycota et le groupe au sein des «Early diverging fungal lineages» (appelé
anciennement Zygomycota) étaient faiblement représentés avec seulement deux OTUs et un
taxon. Cette division représentée par les Agaricomycetes et 1’ordre des Agaricales pour
I’OTU7 et ’OTUI1S et la famille des Mortierellaceae, regroupe seulement un seul isolat
affilié au genre Mortierella (taxon 11). Les taxons restants Alternaria sp., Trichoderma sp.

étaient faiblement représentés.

Les séquences des 39 isolats combinés et alignés avec 135 isolats de référence
récupérés de GenBank ont abouti a la construction de cing arbres phylogénétiques basés sur
leurs affiliations aux différents ordres des Agaricales, Hypocreales, Eurothiales, Diaporthales
et des Pleosporales. Ces arbres phylogénétiques sont montrés dans les figures 10, 14, 16, 17 et
18.
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Tableau 5 : Récapitulatif des résultats d’identification des champignons endophytes colonisant les

racines des palmiers dattiers en unités taxonomiques opérationnelles (Operational Taxonomic Units)

(OTUs) et en taxons morphologiques isolés des trois dunes d’Alicante (SE d’Espagne).

Numéro d’accession

Ressemblance des espéces

Classification

Nombre d’isolats

oTU/ Méthode dans GenBank des selon (BLASTN) et Selon le taxon le dans les sites
Taxons identification isolats séquencés /Site pourcentage de d’échantillonnages
d’échantillonnage ressemblance (%) plus proche S.
Juan EIC. G. total
KP006352, KP006351,
OTU 1 Morphologique KP006350, KP006348 Clonostachys rosea A'S, 52 18 9 79
et moléculaire (San Juan) (KJ158182.1) Hypocreales
KP006349, KP006356, 574/568 (99%) Clonostachys sp.
KP006357, KP006355
(Guardamar)
KP006353, KP006354
(El Carabassi)
OTU 2 Morphologique ~ KP006338, KP006339, Fusarium equiseti A, S, 0 0 11 11
et moléculaire KP006337, KP006336, (JQ936180.1) Hypocreales
KP006340, KP006335 553/553 (100%) Fusarium sp.
(Guardamar)
OTU 3 Morphologique KP006342, KP006341, Fusarium solani A'S, 10 1 0 11
et moléculaire KP006334, KP006343 (KC254048.1) Hypocreales
(San Juan) 580/580 (100%) Fusarium sp.
KP006333 (El
Carabassi)
OoTU 4 Morphologique ~ KP006332, KP006331 Penicillium commune A E, 0 6 0 6
et moléculaire (El Carabassi) (KC009833.1) Eurotiales
593/593(100%) Penicillium sp.
OTU 5 Morphologique KP006346 (Guardamar) Aspergillus tubingensis A, E, Eurotiales 0 1 1 2
et moléculaire KP006368 (El (EF621571.1) Aspergillus sp.
Carabassi) 607/607 (100%)
OTU 6 Morphologique KP006359 (San Juan) Beauveria bassiana A, S, Hypocreales 4 1 0 5
et moléculaire KP006358 (El (AJ560666.1) Beauveria
Carabassi) 576/576 (100%) bassiana
oTuU 7 Morphologique KP006345, KP006344 Campanella olivaceonigra B, Ag, Agaricales 0 0 2 2
et moleculaire (Guardamar) (JX444167.1) 451/513 Agaricales sp.
(87%)
OoTU 8 Morphologique KP006365 Phomopsis lagerstroemiae A, S, Diaporthales 0 5 0 5
et moléculaire (El Carabassi) (AY622994) 299/346 Diaporthales sp.
(86%)
OTU 9 Morphologique KP006361 Phomopsis lagerstroemiae A, S, Diaporthales 0 1 0 1
et moléculaire (El Carabassi) (AY622994) 159/162 Phomopsis sp.
(98%)
OTU 10 Morphologique KP006366 Corynespora cassiicola A, D, Pleosporales 0 2 0 2
et moléculaire (El Carabassi) (EU822309.1) Pleosporales sp.
230/244 (94%)
OTU 11 Morphologique KP006367 llyonectria radicicola A, S, Hypocreales 0 9 0 9
et moléculaire (El Carabassi) (AF220968.1) Ilyonectria sp.
551/545 (99%)
OTU 12 Morphologique KP006369 Clonostachys sp. A, S, Hypocreales 28 0 0 28
et moléculaire (San Juan) (AJ890438.1) Hypocreales sp.
131/142 (92%)
OTU 13 Morphologique KP006347 Aspergillus sclerotiorum A, E, Eurotiales 3 0 0 3
et moléculaire (San Juan) (KC478519.1) Aspergillus sp.
620/626 (99%)
OTU 14 Morphologique KP006360 Phomopsis asparagi A, S, Diaporthales 5 0 0 5
et moléculaire (San Juan) (KC590096.1) Phomopsis sp.
565/581 (97%)
OTU 15 Morphologique KP006362 Marasmiellus candidus B, Ag, Agaricales 6 0 0 6
et moléculaire (San Juan) (HM240532.1) Marasmiaceae
661/717 (92%)
OTU 16 Morphologique KP006363 Myrothecium verrucaria A, S, Hypocreales 2 0 0 2
et moléculaire (San Juan) (AJ302003.1) Myrothecium sp.
588/588 (100%)
OTU 17 Morphologique ~ KP006364 Diaporthe hongkongensis A, S, Diaporthales 1 0 0 1
et moléculaire (San Juan) (NR111848.1) 583/530 Diaporthales sp.

(91%)

44



Taxon 1

Taxon 2

Taxon 3

Taxon 4

Taxon 5

Taxon 6

Taxon 7

Taxon 8

Taxon 9

Taxon 10

Taxon 11

Taxon 12

Taxon 13

Morphologique

Morphologique

Morphologique

Morphologique

Morphologique

Morphologique

Morphologique

Morphologique

Morphologique

Morphologique

Morphologique

Morphologique

Morphologique

A, S, Hypocreales
Fusarium sp

A, S, Hypocreales
F. oxysporum

A, E, Eurotiales
Paecilomyces sp.

A, E, Eurotiales
Penicillium sp.

A, E, Eurotiales
Aspergillus sp.

A, E, Eurotiales
Aspergillus niger

A, S, Sordariales
Chaetomium sp.

A, S, Hypocreales
Trichoderma sp.

A, S,Hypocreales
Acremonium sp.

A, D, Pleosporales
Alternaria sp.

Z,Mortierellaceae
Mortierella sp.

Sterile mycelium

Morphospecies

94

11

16

30

24

48

11

22

10

37

19

179

10

14

27

10

71

40

A= Ascomycota, B= Basidiomycota, Z= formerly called Zygomycota, S= Sordariomycota, E= Eurotiomycota, D=Dothideomycota,

Ag= Agaricomycota, S. Juan San Juan, El C.: El Carabassi, G.: Guardamar
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Figure 9 : Colonie de Marasmiaceae agée de 15 jours sur milieu PDA (a). Filaments mycéliens
(b) (GX40).

EF1758516.1 Marasmiellus candidus
B3| EF175514.1 Marasmiallus candidus
Hkt240532 1 Marasmiellus candidus

EF175513.1 Marasmiellus candidus
EF175550.1 Tafrapyrgos subcinaraa
KP006345 Agaricales sp. (3116

100

KPonG344 Agaricales sp. G111
KPD06352 Marasmiacaas sp. Sn32i0
D450088.1 Marasmiellus candidus

mE/f— KROSE7T81.1 Tremella graphidis AM35T type
73 NR 111182.1 Bullera formosensis CBS 9812 type

L/ /— KF036503.1 Cryptococcus marinus strain CBS5235 type
/ /—MNR 119714.1 Amanita rimosa HKAS 40675 type
//— KROO5677.1 Fulvifomes imbricatus LWZ 2014072816 type
KT222655.1 Gymnopus talisias URM 87730 type
KJ416243.1 Gymnopus micromphalecides TFB14282 type
AY263425.1 Gymnopus melanopus AWWS4 type
g JX424038.1 Marasmius conchiformis JO11T type
4[,111:“411 Marasmius conchiformis var. lenipileatus JO287 type

KF53T248.1 Mycena cahaya ACL134 type

—0.05

Figure 10 : Arbre phylogénique des Agaricales obtenu par la méthode Neighbor-Joining
(NJ) et la méthode de package ape v3.2 R v3.0.2.

Les souches de cette étude sont indiquées en rouge. Outgroup est représenté par Mycena cahaya ACL134 type

(GenBank KF537248.1, Chew et al., 2013).
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Figure 11 : Colonie de Fusarium sp. agée de 15 jours sur milieu PDA (a). Micro-conidies

(b). Macro-conidies (c). Chlamydospores (d). Filaments mycéliens (e) (GX32).

Figure 12: Colonie de Clonostachys sp. agée de 17 jours (a) sur milieu PDA.
Conidiophores primaires (b). Conidiophors secondaires (c). Phialides (d). Conidies (e)
(GX40).

Figure 13 : Colonie de Beauveria bassiana. agée de 15 jours sur milieu PDA (a).
Filament mycélien (b). Conidies (c). Conidiogénese (d) (GX40).
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Figure 14 : Arbre phylogénique de I’ordre des Hypocreales obtenu par la méthode
Neighbor-Joining (NJ) et la méthode de package ape v3.2 R v3.0.2.

Les souches de cette étude sont indiquées en rouge. Outgroup est représenté par Thielavia arenaria CBS 507.74

(GenBank JN709489.1, Li et al., 2011).
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Figure 15 : Colonie d’Aspergillus sp. agée de 10 jours sur milieu PDA (a). Sporange

jeune (b). Sporange mur (c). Sporange agé (d). Spores (e) (GX40).

HJ433562 1 Aspergillus niger
JE£e2319.1 Aspergillus niger
MR 103604.1 Aspengillus costaricensis GBS 115574 type

MR 077 191.1 Aspergillus piperis CBS 112811 type
KFa24772.1 Aspergillus tubingenses
" KPooE34E Aspergillus sp. G538
1 HR 1354481 A.n-pang_lhnluul_‘nmmi? KACC 46772 type
MR 131293.1 Asperngillus tubingensis NRAL 4875 type
AM0ETE14.1 Aspergillus swamori ATCC 16877T type
MR 111348.1 Aspergillus niger ATCC 18888 type
— MR 112514.1 Aspergillus ibericus IMIl 381429 type
MR 135386.1 Aspergillus bridgeri MRRL 13000 typs
80 HA 131284.1 Aspergillus sclerotiorum MBAL 415 type
HA 135385.1 Aspergillus subramanianii HRRL 6161 type
HNA 1354551 Aspergillus sawaensis CBS 136172 type
KC478520.1 Aspergillus sclerotiorum
100 | KC478519.1 Asperpillus sclerotiorum
KPODE347 Aspergillus sp. Sn1E31
KC47E521.1 Asparngillus sclenoborum
KCooaazae.1 Penicilium commune
HCO09833.1 Penicilium commune
#Po0E3sz2 Penicillium sp. E223
MR 077 153.1 Penicillium crustosum FRA 1869 type
KC183255 1 Penicilium crustosum

*PO0E331 Penicillium =p. G196
HA 1184596.1 Penicillium viridicatum FRR 263 typea

HA 1184585.1 Penicillium vermucosum FRA 965 type
ABa79311.1 Penicillium paneum CBS 46585 type
HA 119484.1 Penicillium solitum FRR 837 ype

HA 111143.1 Penicillium commune GBS 311.48 type

HR 103694 Penicillium nalgicwense GBS 352.48 type
AB4Te320.1 Penicillium molle CBS 456.72 type
HOo2e745.1 Penicilliom chrysogenum ATCC 10106 type

ABaTaiia.1 Penicillivm egyptiscum CBS 244.32 type
HA 121317.1 Penicillium clavigerum NRREL 1003 type

DOzsesss.1 Penicillium gladioli MRAL 839 type
DE338567.1 Penicillium sclerotigenum NRAL 3461 type

JHE8932E.1 Talaromy ces purpureus strain CES 47571 type

—0.05
Figure 16 : Arbre phylogénique des Eurotiales obtenu par la méthode Neighbor-Joining

(NJ) et la méthode de package ape v3.2 R v3.0.2.
Les souches de cette étude sont indiquées en rouge. Outgroup est représenté par Talaromyces purpureus CBS

475.71 (GenBank JN899328.1, Samson et al., 2011).
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100 y NR 120157.1 Diaporthe eucalyptorum CBS 132525 type
JX089862.1 Diaporthe eucalyptorum

KC153104.1 Phomopsis lithocarpus CGMCC 3.15175 type
NR 111845.1 Diaporthe caulivora CBS 127268 type
MR 111859.1 Diaporthe pseudophoenicicola CBS 462.69 type
NR 111848.1 Diaporthe hongkongensis CBS 115448 type
KC590096.1 Phomopsis asparagi

9y JAB19531.1 Phomopsis asparagi

JQ619532.1 Phomopsis asparagi

KJ801805.1 Phomopsis asparagi

KJ801806.1 Phomopsis asparagi

JQ619528.1 Phomopsis asparagi
100 - KP0OO0G365 Diaporthales sp. G141

100 L KP008351 Phomopsis sp. G186

KP00E364 Diaporthales sp. Sn347
KP0O08380 Phomopsis sp. Sn248
JX049385.1 Phomopsis asparagi

|_ KC343172.1 Diaporthe perjuncta CBS 1098745 type
KC843311.1 Diaporthe citri AR3405 type
EU636699.1 Harpophora oryzae R5-6-1 type

—0.05

Figure 17 : Arbre phylogénique des Diaporthales obtenu par la méthode Neighbor-

Joining (NJ) et la méthode de package ape v3.2 R v3.0.2.
Les souches de cette étude sont indiquées en rouge. Outgroup est représenté par Harpophora oryzae R5—6-1

type (GenBank EU636699.1, Yuan et al., 2010)

KF777154.1 Corynespora torulosa CPC 15989 type
KF777154.1 Corynespora forulosa
991 FJ890317.1 Corynespora cassiicola

(GQ407100.1 Corynespora cassiicola
KP004469.1 Roussoella acaciae CBS 138873 type

B— NR 120213.1 Lindgomyces angustiascus ILL 41201 type
74 L KT207818.1 Lindgomyces madisonensis isolate G416a type

J0Q435790.2 Hongkongmyces pedis HKU35 type
KT305997.1 Floricola viticola IT-2178 type

— NR 130697.1 Medicopsis romeroi CBS 252.60 type
|://_ — KP006366 Pleosporales sp. C239

L HQ696660.1 Spiroplana centripeta KACC 42611 type
/ /— KP687874.1 Valsaria neotropica VJM type

—0.05

Figure 18 : Arbre phylogénique des Pleosporales obtenu par la méthode Neighbor-

Joining (NJ) et la méthode de package ape v3.2 R v3.0.2.
Les souches de cette étude sont indiquées en rouge. Outgroup est représenté par Valsaria neotropica VIM

(GenBank KP687874.1, Jaklitsch et al., 2015).
50



3.2. Résultats de I’étude de la diversité des champignons endophytes

racinaires du palmier dattier d’Adrar.

A partir des dix-huit échantillons de racines de palmier dattier prélevées pour
I'isolement des champignons endophytes et sur les 1800 fragments incubés, un total de 460
champignons endophytes ont été isolés (Figure 19). Parmi ces isolats endophytes, 235 ont été
obtenus a partir des racines de palmiers de Tamentit, 155 des racines de palmiers infectés par
la maladie du Bayoud et 70 champignons endophytes ont été isolés a partir des racines des
palmiers sains (Tableau 6).

Figure 19 : Champignons endophytes colonisant les fragments des racines de palmier
dattier bayoudé d’El Mansour (a), de Tamentit (b) et palmier sain de Bendraou (c¢) sur

des boites de Pétri contenant le milieu MEA apreés 10 jours d’incubation.

Sur la base des caractéristiques macro et microscopiques (Figures 20 a 25), les
champignons isolés sont affiliés a dix taxons (Tableau 6). La plupart des champignons
endophytes eétaient affiliés aux Ascomycota (6 taxons) avec une abondance de
Sordariomycetes (3 taxons), suivie par les Eurotiomycetes (2 taxons) et les Dothideomycetes
(1 taxon).

Les isolats des Sordariomycetes ont été regroupés dans deux ordres : les Hypocraales
avec 2 taxons et les Sordariales avec un taxon. Les Eurotiomycetes étaient représentés par
I'ordre des Eurotiales, alors que I'ordre des Botryosphaeriales représente les Dothideomycetes
dont, 14 isolats liés aux Botryosphaeriaceae.

L’ordre des Hypocréales est dominé par les taxons 2 et 3 ou I’espéce Fusarium
oxysporum cumule 142 isolats. Le deuxiéme taxon dominant est le taxon 1 apparenté

morphologiquement a 1’espéce Aspergillus terreus avec 71 isolats affiliés a l'ordre des
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Eurotiales, suivi par 56 isolats du taxon 6 représentant un Cheatomium sp.like et liés a l'ordre

des Sordariales et enfin le genre Penicillium sp. représenté par 23 isolats du taxon 4.

En outre, selon le Tableau 6, les divisions Oomycota, Basidiomycota et Zygomycota
semblent étre peu représentées. Les Oomycota totalisent 45 isolats du taxon 5 de I’ordre des
Pythiales, tandis que les Basidiomycota sont représentés par les Agaricomycetes et 1’ordre des
Agaricales pour le taxon 7 avec 5 isolats. Les Zygomycota représentés par le taxon 9 avec 2

isolats de la famille des Mortierellaceae et notamment le genre Mortierella sp.

Enfin, le taxon 10 regroupe 85 isolats qui ne pouvaient pas étre identifiés ni classés

selon leurs caractéristiques morphologiques.

Figure 20 : Colonie de Fusarium sp. agée de 15 jours sur milieu PDA (a). Micro-conidies
(b). Macro-conidies (c). Chlamydospores (d) (GX32).

Figure 21 : Colonie d’Aspergillus terreus. &gée de 12 jours sur milieu PDA (a).
Conidiophores (b). Vésicule (c). Conidies (d) (GX32).
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Figure 22 : Colonie de Marasmiaceae. agée de 15 jours sur milieu PDA (a). Filaments
myceéliens (b). Spore (¢) (GX32).

Figure 23 : Colonie de Penicillium sp. agée de 16 jours sur milieu PDA (a). Phialides (b).
Branches (c). Conidiophores (d). Conidies (e) (GX32).

Figure 24 : Colonie Botryosphaeriaceae. agée de 15 jours sur milieu PDA (a). Conidies
agees septées (b). Filaments mycéliens (c) (GX32).
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Figure 25 : Colonie de Pythium sp. agée de 15 jours sur milieu PDA (a). Sporange vidé
de spores (b). Spores (¢) (GX32).

L'analyse de la distribution, la fréquence et I'abondance des taxons montre qu’il n’y a
pas ou peu de différences, dans les niveaux de communautés des champignons des racines
entre les trois palmeraies de la région d'Adrar.

Les données relatives a l'indice de Shannon (H') étaient de 2,51, 2,51 et 1,70 alors que
I’indice d’équitabilité¢ (J) était de 0,85, 0,84 et 0,79 pour la palmeraie saine Bendraou, la
palmeraie bayoudée a d’El Mansour et la palmeraie de Tamentit, respectivement. Ce qui
signifie une distribution homogéne des endophytes dans les trois palmeraies et une

¢quitabilité d’abondance des espéces au sein de chaque palmeraie.

Le nombre le plus important de champignons endophytes provient de la palmeraie de
Tamentit (9 taxons) et le plus bas (4 taxons) provient de la palmeraie saine Bendraou alors

que la palmeraie d’El Mansour infectée par le Bayoud contenait 8 taxons.

Quatre taxons (1, 2, 4 et 10) ont été isolés a partir des trois palmeraies. Trois taxons
(5, 6 et 7) proviennent des palmiers infectés par le Bayoud d’El Mansour et celle sous
conditions de salinité de Tamentit. Les taxons 3 et 9 sont originaires du palmier dattier de
Tamentit, alors que le taxon 8 a été seulement isolé a partir des palmiers infectés par le
Bayoud d’El Mansour.
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Tableau 6: Résultats totaux de I’isolement et I’identification des champignons

endophytes racinaires des palmiers dattiers d’Adrar.

Taxon Classification Affiliation Nombre d’isolats Total
taxonomique - - -
Palmeraie palmeraie Palmeraie sous
infectée par  saine le stress salin
le Bayoud Bendraou Tamentit
El Mansour
1 Ascomycota, Aspergillus terreus 9 38 24 71
Eurotiomycetes
Eurotiales
2 Ascomycota, Fusarium oxysporum 62 14 66 142
Sordariomycetes
Hypocreales
Nectriaceae
3 Ascomycota, Fusarium sp. 0 0 13 13
Sordariomycetes
Hypocreales
Nectriaceae
4 Ascomycota, Penicillium sp. 13 9 1 23
Eurotiomycetes
Eurotiales
5 Oomycota, Pythium sp. 30 0 19 49
Pythiales
Pythiaceae
6 Ascomycota, Cheatomium sp. 12 0 44 56
Sordariomycetes
Sordariales
7 Basidiomycota, Marasmiaceae 2 0 3 5
Agaricomycetes,
Agaricales
8 Ascomycota, Botryosphaeriaceae 14 0 0 14
Dothideomycetes
Botryosphaerials
9 Zygomycota, Mortierella sp. 0 0 2 2
Mortierellaceae
10 ND ND 13 9 63 85
Total 155 70 235 460
Indice de diversité 251 1.70 251 6.72
de Shannon ( H)
Indice d’abondance 0.84 0.85 0.79 2.48

relative d’équitabilité
Evenness (J)

ND: Non déterminée
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3.3. Discussion des résultats de la diversité des champignons endophytes du

palmier dattier d’Espagne et d’Algérie

Dans cette étude préliminaire, nous avons évalué la diversité des champignons
endophytes cultivables associés aux racines de palmiers dattiers de trois régions cotieres des
dunes de sable situées dans le Sud-est de I’Espagne et ceux de trois palmeraies situées dans le
Sud Algérien. Le palmier dattier, une plante endémique de ces régions, s’adapte aux
conditions arides et abrite une population intéressante d’endophytes qui pourraient étre en

partie, a I’origine de cette adaptation.

L’¢tude des endophytes des dunes cotieres d’Espagne a permis de montrer que la
fréquence des endophytes a San Juan était plus élevée que dans les deux autres régions, ce qui
représente plus de 55,5% du nombre total d’isolats. Cela peut étre dii au plus grand nombre de
fragments de racines déposés dans le milieu de culture, soit, 300 pieces par rapport aux autres
sites. Parallelement, la fréquence était plus élevée (58,75%) dans la palmeraie de Tamentit par
rapport aux deux autres palmeraies en dépit du fait que ce dernier site est soumis a des

conditions de stress salin.

Ces résultats sont confirmés par I’indice de diversit¢é de Shannon H’ et I’indice
d’abondance relative d’équitabilité Evenness J qui montrent une biodiversité significative
dans les régions et les palmeraies étudiées. Ces régions sont similaires d’un point de vue
plante, climat et sol. De méme, ces résultats sont en accord avec ceux de Macia-Vicente et al.
(2008a) qui ont démontré que certains endophytes ont une spécificité liée a la plante, alors

que d’autres sont nettement liés au sol.

L’abondance des bactéries (65,43%) dans les autres palmeraies de Bendraou et d’El
Mansour a influencé la possibilité d’isolement des champignons, alors que dans la palmeraie
de Tamentit, la présence de sels a probablement favoris¢ 1’abondance de certains
champignons halotolérants adaptés aux environnements salins. Comme décrit par Daddi
Bouhoun (2013), les racines du palmier dattier de Tamentit souffrent de probléemes hydro-
édaphiques, de remontées des eaux phréatiques salines des croutes gypseuses et de
salinisation des sols irrigués, tout en sachant que la concentration en sels est liée a
I’évaporation potentielle de 1’air et a I'insuffisance des précipitations (Schoeller, 1959). En
effet, ’environnement naturel de la région est trés fragile en raison des contraintes de facteurs

du climat et des actions anthropiques qui entravent une production potentiellement tres faible
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de dattes, causant des dommages irréversibles sur la plante et engendrant des pourritures et
des changements dans I’architecture des racines (Daddi Bouhoun, 2010). D’autre part, la
nappe phréatique aggrave davantage la situation, car la zone racinaire est appauvrie en
oxygene, ce qui produit I’asphyxie et la pourriture des racines (Daddi Bouhoun et al., 2013).
En plus du stress salin et comme noté sur le terrain, I’infection par 1’agent du Bayoud ;

Fusarium oxysporum f.sp. albedinis a aboutit également au flétrissement du palmier.

Le palmier d’Alicante souffre de stress salin, a cause de sa proximité de la mer, celui
de Tamentit est influencé par les précipitations de sel, par conséquent, les endophytes
colonisant les racines de ces palmiers seraient plus adaptés a I’environnement salin de ces

régions.

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

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

Des travaux réalisés dans les zones dites environnements extrémes telles que ; les
mangroves, 1’eau de mer et les lacs salés, ont permis I’isolement des champignons halophiles.
L’identification de ces champignons a recense des membres de la classe des Ascomycota
(Moubasher et al., 1990 ; Kohlmeyer et Volkmann-Kohlmeyer, 1991; Domsch et al., 1980 ;
Newell, 1996 et Abdul Hafeez et al., 2014). Dans une autre étude menée en Espagne sur les
champignons du sol, Abdullah et al. (2010) ont identifié 67 genres isolés a partir du sol des
plantations de palmiers dattiers a Elche, Sud-est de 1’Espagne et ont conclu 1’absence de

mycobiota du sol spécifiquement associé a des plantations de palmiers dattiers.

Les premiers travaux de recherche réalisés sur les endophytes associés aux especes
végétales halophytes ont mentionné I’absence de champignons endophytes en raison de la
contrainte énorme de leur tolérance a la concentration élevée de sel, la haute température et la
sécheresse (Gunde-Cimerman et al., 2009). Plus tard, cette constatation a été levée par
I’isolement et I’identification de nombreux groupes de champignons endophytes associés aux

plantes marines (Venkatachalam et al., 2015).

Les résultats de la présente étude basée sur 1’isolement, 1’identification morphologique

et moléculaire des champignons endophytes, ont montré que la diversité fongique totale était
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relativement élevée par rapport aux travaux de Ben Chobba et al. (2013) et El Deeb et Arabe
(2013). L’étude menée par Ben Chobba et al. (2013) sur la diversité des mycobiota
endophytes cultivables et non cultivables isolés des racines et des feuilles de palmiers dattiers
tunisiens a révélé un total de treize isolats apparentés a la classe des Ascomycota, en
particulier au sein de la famille des Nectriaceae et des Pleosporaceae. Dans une étude des
champignons endophytes associés au palmier dattier asymptomatique égyptiens, El Deeb et
Arabe (2013) ont recense 30 morphotaxons dans un total de 250 champignons endophytes
isolés. La plupart des isolats étaient des Ascomycota représentant les genres Acremonium,
Aspergillus, Penicillium et Chaetomium. Les résultats de notre étude corroborent avec ces

travaux du fait que ces mémes genres ont été retrouvés dans la gamme des endophytes isolés.

L’identification morphologique et moléculaire des endophytes fongiques de la
présente étude a permis d’inventorier trente OTUs et taxons a partir des racines de palmier
dattier d’Alicante et dix taxons d’Adrar. Ces OTUs et taxons sont affiliés principalement aux
Ascomycota, suivis par les Oomycota, Basidiomycota et Zygomycota. Ces résultats sont
cohérents avec les travaux des études antérieures sur d’autres hotes dans lesquelles une
prédominance des Ascomycetes a été rapportée comme une caractéristique des communautes
endophytes des racines et des feuilles comme rapportés par les travaux de Petrini (1986) ;
Sanchez Marquez et al., 2008 et 2010 ; Angelini et al., 2012 et de Macia-Vicente et al.,
2008a et 2012. Comme indiqué précédemment, la prédominance des endophytes classés
parmi les Ascomycota a été rapportée sur diverses especes appartenant a différentes familles
botaniques, mais également dans le cas du palmier dattier, avec une prédominance des
Nectriaceae (Ben Chobba et al., 2013 et El Deeb et Arabe, 2013).

La famille des Ascomycota comprend des especes de champignons présentant
différents types d’interactions avec les plantes, allant de la pathogénicité a la symbiose. Ces
propriétés sont le résultat de la sécrétion de molécules trés variées tels que les mycotoxines et
les antibiotiques (Rossman, 1996). Chez les membres de cette classe, la dispersion facile des
spores dans 1’environnement explique la présence et la prédominance des especes aéroportées

ubiquitaires (Angelini et al., 2012).

Selon le classement général proposé par Rodriguez et al. (2009), les espéces de
champignons endophytes de notre étude correspondent aux classes des endophytes 2-4 des
Non Clavicipitacées. Ces classes ont été signalées comme des membres présentant un réle
significatif dans la survie de certaines plantes dans des environnements fortement stressés
(Rodriguez et al., 2004).
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Les travaux de Macia-Vicente et al. (2008a) menés dans les dunes d’Alicante sur les
communautés des endophytes fongiques hébergés par les racines de la végétation naturelle de
24 especes de plantes ont révélé un niveau de diversité des endophytes fongiques supérieur a
celui obtenu lors des isolements racinaires du palmier dattier de la présente étude. Concernant
la composition en espéces identifiées, nous avons pu constater la présence de certains genres
tels que Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Acremonium et Chaetomium hébergés

a la fois par la végétation naturelle et le palmier dattier.

Dans une autre étude en Espagne réalisée par Asensio et al. (2007) en utilisant
plusieurs techniques d’analyse du mycobiota endophyte des feuilles de palmier dattier, il a été
noté 1’abondance des champignons sporulants tels que Penicillium spp. et Cladosporium spp.
développés essentiellement dans les fragments foliaires. Ces mémes travaux mentionnent la
prévalence de Fusarium oxysporum, qui était particulierement abondant dans les feuilles

infestées par I’araignée rouge Phoenicococcus marlatti Cockerell.

Les groupes les plus abondants et les plus fréquemment détectés dans les racines des
palmiers d’Algérie et d’Espagne sont le taxon 1 affili¢é a Fusarium sp. des trois régions a
savoir, San Juan, El Carabassi et Guardamar (Tableau 4) et le taxon 2 représenté par
Fusarium oxysporum pour les trois palmeraies algériennes étudiées (Tableau 5).

Les espéces de Fusarium sont omniprésentes et sont adaptées a plusieurs sites
géographiques, a diverses conditions climatiques et habitats écologiques. Ce genre, se
retrouve en interaction avec diverses plantes hotes, appartenant aux gymnospermes et aux
angiospermes monocotylédones et dicotylédones (Kuldau et Yates, 2000 et Charles et Bacon,
2006). Les interactions de Fusarium avec les plantes peuvent étre d’ordre pathologique ou
mutualistique, les plus vulnérables, causent des pourritures des racines, des tiges et des fruits
de nombreuses cultures importantes (Picco et al., 2011). Sur le palmier dattier, F. oxysporum
f.sp. albedinis provoque la maladie du Bayoud, il cause des dommages d’importance
économique considérable. Certaines especes de F. oxysporum isolées lors de cette étude,
pourraient étre des Foa notamment celles de la palmeraie de Tamentit et celle infectée par la
maladie de Bayoud d’El Mansour. L’identification de la forma specialis albedinis nécessite
un test de pathogéneicité sur des plantules de palmiers dattiers pour confirmer cette affiliation.
Cependant, certaines souches de ’espéce Fusarium sont rapportées comme bénéfiques et
peuvent de ce fait, protéger les plantes contre les bactéries phytopathogénes, les champignons

et les virus (Edel-Hermann et al., 2011).
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L’OTU3 affilié¢ taxonomiquement a Fusarium solani, est isolé du palmier dattier des
régions de San Juan et El Carabassi. Cette méme espece a déja été un membre de la
composante des communautés fongiques recensées sur d’autres plantes hotes par Macia-
Vicente et al., (2008a). L’OTU2 apparenté taxonomiquement a F. equiseti, le taxon 2 de F.
oxysporum ont été obtenus seulement dans les échantillons de palmiers des dunes de
Guardamar et les isolats du taxon 3 affiliés a Fusarium sp. sont originaires de Tamentit. La
collection des Fusaria endophytes algériens et espagnoles nécessite des tests d’identification

supplémentaires au rang d’espéce et forma specialis pour affirmer leurs appartenances.

Les isolats endophytes du palmier d’Espagne les plus fréquemment rencontrés dans le
deuxiéme groupe lors de cette étude concernent 1’espéce Clonostachys rosea de I’ordre des
Hypocreales. Cette espece existe comme endophyte de palmiers sains dans les trois régions
échantillonnées, elle semble étre un bon candidat pour d’autres études grace a son potentiel
comme agent de lutte biologique contre les maladies plus spécialement la maladie du Bayoud.
Cette espéce (syn. Gliocladium roseum, Schroers et al., 1999), se retrouve couramment dans
plusieurs environnements terrestres et d’eau douce, les sols des zones cotiéres, en particulier
ceux a pH neutre a alcalin ainsi que dans les régions tempérees tropicales subarctiques et les
déserts du monde (Sutton et al., 1997). Par ailleurs, C. rosea a été démontré pour contréler
avec succeés une grande diversité d’agents pathogenes des plantes dans des conditions
contrdlées et en plein champ. La gamme d’organismes phytopathogenes telluriques sensibles
a cet agent de lutte biologique concerne la forma specialis pisi de Fusarium oxysporum et F.
solani, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum et Pythium spp. ainsi que Mycosphaerella
pinodes (Xue, 2003).

Des travaux ont rapporté 1’action d’antagonisme de ce champignon mycoparasite sur
les insectes et les nématodes phytopathogenes (Yang et al., 2000). Par ailleurs C. rosea a été
cité comme un organisme agissant en améliorant la résistance de I’hdte, par stimulation des
activités défensives enzymatiques, dans une étude en interaction avec B. cinerea (Mouekouba
et al., 2013). Ceci, constitue le premier travail décrivant cette espéce comme un endophyte du

palmier dattier.

Pour les isolats endophytes algériens, le second taxon le plus fréquent est le taxon 1
(Aspergillus terreus), trouvé pour la premiére fois comme endophyte du palmier dattier dans
les trois palmeraies et il est particulierement abondant a Tamentit malgré la présence de sels.
Une étude réalisée par Abdullah et al. (2010), a permis d’isoler de nombreuses espéces parmi

elles, Aspergillus terreus. Ce champignon est tres commun dans les sols chauds arables,
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cultivés et méme en forét. D’aprés la littérature, ce champignon est un endophyte des plantes
marines (Venkatachalam et al., 2015) en particulier la mangrove en mer de Chine méridionale
(Mein Deng et al., 2013), les algues (Suja et al., 2014) et oliban (Boswellia sacra) (EI-
Nagerabi et al., 2013). Les endophytes de plantes terrestres et les champignons endophytes de
plantes marines peuvent produire de nombreux nouveaux métabolites bioactifs et parfois
seulement dans des conditions extrémes (Li et al., 2012 ; Suja et al., 2013 ; Suja et al., 2014 et
Venkatachalam et al., 2015). En dépit du fait que ce champignon est un excellent producteur
de biomolécules, il est pathogéne pour I’homme puisqu’il est responsable de nombreuses
maladies comme 1’onychomycose (Onsberg et al., 1978), les abcés sous-cutanés
(Sukroongreung et Thakerngpol, 1985), la kératite (Rosa et al., 1994), I’aspergillome (Khan et
al., 2000) et la maladie de la cavité auditive (Egami et al., 2003).

Les isolats de mycéliums stériles étaient remarquablement communs dans cette étude
ils représentent un total de 71, soit un pourcentage de 12,86% par rapport a la flore fongique
totale d’Espagne. Moricca et al. (2012) ont enregistré la présence de mycélium stérile dans un
certain nombre d’échantillons de chénes méditerranéens, mais leur fréquence d’isolement n'a
jamais dépassé 5%. Ces isolats ont été obtenus a partir de tissus photosynthétiques et non
photosynthétiques (feuilles et brindilles) de Quercus cerris et Quercus pubescens. A I’inverse,
Jumpponen et Trappe (1998), Addy et al. (2005) et Macia-Vicente et al. (2008a) ont rapporté
que les isolats a mycélium stérile, représentaient plus de la moitié du total des isolats trouveés
dans les racines de nombreuses espéces de plantes. Dans d’autres études réalisées plus tard et
en I’occurrence sur le palmier dattier, soixante isolats représentant trois morphotaxons de

mycéliums stériles ont été également isolés par El Deeb et Arabe (2013).

L’OTU15 de cette étude échouant a sporuler dans le milieu de culture, a été affilié a la
famille des Marasmiaceae. Il s’agit de la premiére espece de Marasmiaceae endophyte isolée
de cette plante hote. Concernant les isolats endophytes algériens, ce méme taxon (taxon7) a
pu sporuler sur le milieu PDA. 1l est par conséquent difficile de se prononcer pour affirmer
s’ils sont naturellement stériles, ou bien nécessitent des conditions spécifiques ou encore s’ils

ont simplement perdu la capacité de sporulation en culture.

Un OTU lié au champignon entomopathogéne Beauveria bassiana (OTU6) a été
trouvé comme un champignon endophyte dans les palmiers dattiers des dunes de San Juan et
des dunes d’El Carabassi seulement. Cette espece a été rapportée comme un endophyte dans

le mais (Arnold et Lewis, 2005), chez cacaoyer (Theobroma gileri) (Evans et al., 2003), dans
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I’écorce de charme de caroline Carpinus caroliniana (Bills et Polishook, 1991), dans les
graines et les aiguilles de Pinus monticola (Ganley et Newcombe, 2006) et le pavot a opium
(Quesada-Moraga et al., 2009). Les especes du Beauveria spp. sont utilisees comme agents de
lutte biologique contre les pathogenes et les ravageurs du sol et ont prouvé leur efficacité de
lutte a 1’égard des insectes phylloplanes nuisibles tels que les aleurodes, les thrips ou les

lepidoptéres (Asensio et al., 2007).

Dans certaines régions du monde, les palmiers dattiers souffrent de graves infestations
par le charangon rouge (Rhynchophorus ferrugineus) (Mukhtar et al., 2011). B. bassiana
epizootie naturel de R. ferruginus a été trouvée dans les zones proches de nos sites étudiés en
Espagne et a été sur la méme, expérimenté dans le cadre d’une lutte biologique (Guerri
Agullo et al., 2010). Par conséquent, la présence de ce champignon comme endophyte naturel
des racines de palmier dattier est d’une grande importance. Notons au passage que ce méme

champignon est absent de la composante des endophytes du palmier dattier algérien.

Le taxon 6 affilié a Cheatomium sp. était remarquablement commun dans cette étude
représentant a lui seul 56 isolats, il est abondant & Tamentit avec 44 isolats, absent dans la
palmeraie saine et présent dans le palmier d’Espagne (taxon 7 avec 27 isolats). Le genre
Cheatomium est un membre des mycobiota du sol des plantations du palmier dattier a Elche
(Abdullah et al., 2010). Les especes de Chaetomium sont signalées comme largement
répandues dans les débris du sol et des plantes, ou elles sont des agents importants de
dégradation de la cellulose (Carlile et al., 2001). Plusieurs souches endophytes de
Chaetomium ont été déja étudiées comme inhibitrices de la croissance des bactéries et des
champignons a travers les phénomenes de la compétition directe, le mycoparasitisme et
I’antibiose (Park et al., 2005). De plus, les especes de Chaetomium sont connues comme
productrices de composés bioactifs (Marwah et al., 2007). L’espéce C. globosum a prouvé son
action de stimulation de la croissance sur le poivron ou elle a révélé une croissance
significativement importante des tiges, de la surface foliaire et une teneur élevée en
chlorophylle (Khan et al., 2012).

L’activit¢ phytotoxique des composés cheatomugilin D et cheatomugilin J de
Chaetomium globosum contre la germination des graines de laitue est également décrite

comme antifongique, antimicrobienne et cytotoxique (Nelum et al., 2015).

Le taxon 5 affilié a Pythium sp. avec 49 isolats est parmi les especes les plus

importantes de cette étude du palmier d’Algéric. Ben Chobba et al. (2013) détectent
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également la présence de Pythium sp. dans les racines, mais pas dans les feuilles de palmiers
dattiers de la Tunisie. Les membres de ce genre agissent comme des agents pathogénes envers
une gamme de plantes (Saunders et al., 1988) et méme I’homme (de Cock et al., 1987).
Certaines especes du ce genre peuvent, cependant, étre bénéfiques fonctionnant comme agents
de lutte biologique contre les champignons pathogenes (Abdelghani et al., 2004). Les especes,
telles que Pythium mycoparasiticum (Jones et Deacon, 1995), Pythium contiguanum (Paul,
2004) et Pythium paroecandrum (Abdelghani et al., 2004), ont été signalées a se comporter

comme des mycoparasites.

Concernant le taxon 4 appartenant a Penicillium sp., 23 isolats issus du palmier dattier
d’Algérie ont été retrouvés, des recherches similaires réalisées par Asensio et al. (2007) et El
Deeb et Arabes (2013) ont recensé des isolats de Penicillium sp. parmi le mycobiota

endophyte du palmier dattier.

Les espéces de Botryosphaeriaceae représentées par le taxon 8 avec 14 isolats
provenant du palmier dattier d’Algérie ont été¢ également isolées. Les membres de cette
famille, en particulier le genre Botryosphaeria se trouve dans de nombreux environnements
marins et terrestres. Cette plasticité génétique les rend capable de produire de nombreux
composés intéressants, possédant diverses activités biologiques (Bara et al., 2013).

Les especes du genre Botryosphaeria ont été rapportées comme des champignons
épiphytes sur la mangrove Sonneratia apetalla (Xu et al., 2011), comme des endophytes sur
le cacao (Theobroma cacao L.) (Rubini et al., 2005) et comme endosymbionts sur 1’éponge
Tetra auratium (Wiese et al., 2011). Les exemples de métabolites excrétés par le genre
Botryosphaeria et les genres apparentés comprennent, la primine (Pongcharoen et al., 2007),
le 4-hydroxymelleine (Venkatasubbaiah et al., 1991) et la lasiodiploine (Yang et al., 2006).
D'autres especes de la famille des Botryosphaeriaceae sont des pathogenes importants de
plusieurs especes de plantes tropicales et subtropicales, en particulier, les especes de genre
Lasiodiplodia (Domsch et al., 1980). Ce champignon a été rapporté comme un agent causal
de plusieurs maladies sur différentes parties du palmier dattier, y compris le rachis, la
pourriture de la base des feuilles et la pourriture des inflorescences (EI-Morsy, 1999 et Al-
Sadi et al., 2013).

L'isolement et 1’identification des champignons endophytes racinaires du palmier
dattier cultivé dans les oasis d’Adrar constitue la premiére étude concernant les endophytes de
cette plante. Les résultats de cette étude ouvrent la possibilité de recherches sur les espéces
fongiques spécifiques avec un potentiel de biocontréle, afin de détecter de nouveaux
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antagonistes tels que les mycoparasites comme le cas de 1’isolat Clonostachys rosea, ou
producteurs de métabolites secondaires utiles comme Aspergillus terreus, Penicillium sp.,
Chaetomium sp. et Beauveria bassiana qui pourraient limiter les dommages causes par les

pathogenes du palmier dattier, comme le Bayoud ou des parasites tel que le charangon rouge.
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CHAPITRE Il



Chapitre Ill. Analyse de Dactivité de quelques isolats d’endophytes

fongiques du palmier dattier en présence de stress biotique et abiotique

3.1. Antagonisme in vitro des champignons endophytes a I’égard des
champignons phytopathogenes telluriques

3.1.1. 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 allant de la symbiose, au parasitisme, ou encore a la compétition. Ces
interactions sont trés importantes et remarquables surtout au niveau du sol rhizosphérique ou
elles influencent directement ou indirectement la croissance et la santé des plantes, en
favorisant positivement leur développement. Ce type d’interaction est notamment soutenu par
les mycorhizes et les rhizobactéries bénéfiques. Au contraire, d’autres microorganismes
agissent negativement sur la viabilité de la plante comme les agents pathogenes responsables

de nombreuses maladies dites maladies d’origine tellurique (Macia Vicente et al., 2008b).

Parmi ces maladies d’origine tellurique, les fusarioses vasculaires provoquées par
I’espéce Fusarium oxysporum, sont tres redoutables sur de nombreuses espéces végétales et
sont responsables de pourritures racinaires et de trachéomycoses. Le pathogene responsable
de ces maladies causant des flétrissements aussi bien sur des plantes herbacées que sur les
ligneuses est représenté par une multitude de formes spéciales reconnues par leur
pathogénicité spécifique en interaction avec des hotes déterminés (Conrath, 2002). Des
exemples de ces agents pathogenes responsables de ces affections sont nombreux ; c’est le cas
du Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici dont I’hote privilégié¢ est la tomate et du Fusarium

oxysporum f.sp albedinis, responsable de la fusariose du palmier dattier (Bayoud).

Le piétin échaudage est également une maladie redoutable, elle est causée par le
champignon tellurique Gaeumannomyces graminis, qui attaque plusieurs especes de la famille

des Poacées, ou I’agent causal est Gaeumannomyces graminis var. tritici (Walker, 1972).

Pendant de nombreuses années, la lutte contre ces organismes pathogénes d’origine

tellurique a fait appel a plusieurs méthodes préventives et curatives, comme 1’emploi de
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molécules chimiques actuellement interdites, telles que le bromure de méthyle extrémement

dangereux pour ’homme et I’environnement.

L’utilisation des techniques de lutte biologique reposant sur I’exploitation des
potentialités antagonistes entre les microorganismes, devient une alternative réelle pour le
biocontrdle de ces maladies (Alabouvette, 2009). Dans ce méme ordre d’idées, I’application
de certains microorganismes non pathogenes en tant que biopesticides contre les pathogénes
du sol constitut une technologie émergente et écologiquement compatible et est considérée

comme une alternative prometteuse aux pesticides de synthése.

Globalement, 1’effet protecteur conféré par ces agents de lutte biologique est bas¢ sur
la compétition pour les nutriments essentiels, sur 1’activité antagoniste vis-a-vis de la
croissance des pathogénes via la production d’antibiotiques ou d’enzymes et/ou sur leur

capacité a stimuler des systémes de défense chez I’héte végétal (Jourdan et al., 2008).

Durant ces derniéres années, le développement et les acquis de la recherche sur les
microorganismes endophytes, spécialement les champignons endophytes racinaires, ont
permis d’ouvrir la voie de leur utilisation en remplacement des fertilisants chimiques et des
pesticides. La capacité de ces microorganismes eucaryotes de coloniser les tissus des plantes
vivantes sans causer de symptdmes de maladies rapporte leurs potentiels a les protéger quand
elles sont exposées a des conditions de stress abiotique et biotique, ainsi que la promotion de
leur croissance (Omacini et al., 2001 ; Narisawa et al., 2004 ; Marquez et al., 2007 et
Rodriguez et al., 2008). Ces champignons qui colonisent les racines sont hébergés chez la
majorité des especes de plantes terrestres ou ils peuvent vivre en association de mutualisme
grace a leurs capacités de mycovitalité et de mycohétérotrophie, par conséquent, ils peuvent
influencer positivement le contréle de plusieurs maladies d’origine racinaire (Abdellatif et al.,
2009).

Plusieurs chercheurs parmi eux Campanile et al., 2007 ; Macia Vicenteé et al. 2008b et
El Deeb et Arab, 2013 ont réalisé des essais en boites de Pétri traditionnellement employées
dans la recherche des effets inhibiteurs potentiels des endophytes contre les agents
phytopathogenes. Campanile et al. (2007) ont examiné des endophytes du chéne pour
contréler Diplodia corticola, agent causal du dépérissement de cet arbre, par la double culture
et ont confirmé 1'inhibition causée par quelques isolats dans 1’essai in planta. Aussi Macia
Vicenté et al. (2008b) ont testé in vitro I’activité antifongique de plusieurs endophytes en

utilisant le test de double culture contre Gaeumannomyces graminis var. tritici. De méme, El
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Deeb et Arab (2013) ont examiné des souches d’Acremonium pour choisir I’antagoniste le

plus efficace contre un isolat pathogene algérien le Fusarium oxysporum f.sp. albedinis.

L’objectif de ce chapitre, est d’examiner quelques endophytes obtenus précédemment,
pour I’étude de leurs activités antagonistes effectuées en boites de Pétri en double culture
contre trois importants champignons pathogénes telluriques a savoir, Fusarium oxysporum
f.sp albedinis, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici et Gaeumannomyces graminis var.
tritici. Apres lecture des résultats de 1’essai d’antagonisme in vitro des souches endophytes a
I’égard des pathogénes cités, nous avons caractéris¢ et classé les différents types

d’antagonismes obtenus.

3.1.2. Matériel et Méthodes
3.1.2.1. Matériel fongique

Les champignons endophytes étudiés sont originaires des racines de palmier dattier
qui ont été identifiés auparavant. Un total de 35 souches ont été isolées a partir des racines du
palmier d’Adrar et 35 souches proviennent des racines du palmier des dunes d’Alicante. Ces
souches endophytes appartiennent aux différents genres et espéces fongiques tels que :
Penicillium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. Beauveria bassiana, Aspergillus terreus,
Clonostachys sp., Chaetomium sp.......et d’autres identifiées seulement comme morpho-

species selon les caractéres macro et micromorphologiques (Tableau 7).

Chaque souche est confrontée individuellement contre les souches pathogenes
telluriques de Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (F.0.a.) (une souche locale (SL) et une
souche de réference (G1)), Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (F.0.l) (G2) et
Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt). La souche F.o.a (SL) est isolée du palmier
dattier qui provient de la collection du laboratoire de phytopathologie, département de
Biotechnologie, Faculté SNV (Blida 1). La souche F.o.a. (G1) est isolée également du palmier
dattier, la souche F.o.l. (G2) est isolée de la tomate. Ces deux derniéres souches nous ont été
gracieusement communiquées par le laboratoire de phytopathologie relevant de I’université de
Belgique. La souche Ggt est isolée du blé, elle fait partie de la collection du laboratoire de

phytopathologie de ’université d’Alicante (Tableau 8).
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Tableau 7 : Souches d’endophytes fongiques testées pour le test d’antagonisme in vitro.

Palmier dattier d’Alicante (Espagne)

Palmier dattier d’ Adrar (Algérie)

Code
d’isolement

Nom scientifique

Code
d’isolement

Nom scientifique

C285
Sn274
Sn319112
C318
Sn182
Sn1631
Sn3210

C198
Sn181022

Sn27811
C3552
C239
C186
Sn267
Cl41
Sn335
Sn3101
Sn352
C233
E223
E2110
E216
G111
G116
G133
G138
G338
G538
G539
G3310
G5182
G5311
Sn342
Sn347
Sn143111

Clonostachys sp.
Fusarium sp.
Clonostachys sp.

Clonostachys sp.
Beauveria bassiana

Aspergillus sp.
Marasmiaceae
Penicillium sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Ilyonectria sp.
Pleosporales sp.
Phomopsis sp
Fusarium solani
Phomopsis sp
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Penicillium sp.
Aspergillus sp.
Beauveria bassiana
Agaricales sp.
Agaricales sp.
Clonostachys sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Aspergillus sp.
Clonostachys sp.
Fusarium sp.
Clonostachys sp.
Fusarium sp.
Myrothecium sp.
Diaporthales sp
Hypocreales sp

B211102
T1192
B11210
B1334
B2394
B2329
T1172

T111021
S11312

S1136
B2367
B1123
T1219
B1363
B1283
B1169
B1351
B21131
B13910
T111082
B2398
T2383
B2198
B1192
T2257
B21410
T1162
T1168
T22109
S2371
B1142
T2285
B12862
B2172
B2348

Pythium sp.
Penicillium sp.
Botryosphaeriacae
Marasmiaceae
Pythium sp.
Penicillium sp.
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Botryosphaeriacae
Cheatomium sp.
Marasmiaceae
Aspergillus terreus.
Pythium sp.
Morpho-espece Blanc
Morpho-espece Blanc
Aspergillus terreus
Pythium sp.
Aspergillus terreus
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus.
Aspergillus terreus
Marasmiaceae
Marasmiaceae
Fusarium oxysporum
Fusarium sp.
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum

Sn: San Juan, G :Guardamar, E et C: Carabassi, B: palmier Bayoudé d’El Mansour, T : Tamentit,

S: Palmier Sain de Bendraou.
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Tableau 8: Origine des souches pathogenes utilisées.

Souche Origine végétale Provenance

F.0.a(SL) Palmier dattier Laboratoire de phytopathologie d’université de Blida 1 (Algérie)
F.0.a(G1) Palmier dattier Laboratoire de phytopathologie (Belgique)

F.0.1(G2) Tomate Laboratoire de phytopathologie (Belgique)

Ggt Blé Laboratoire de phytopathologie Alicante (Espagne)

3.1.2.2. Test d’antagonisme in vitro par double culture ou coculture

L’utilisation des essais en boites de Pétri peut étre intéressante pour un criblage
préliminaire rapide et pour le choix des isolats antagonistes putatifs, selon leurs inhibition de
la croissance des colonies et la production de métabolites inhibiteurs de croissance des hyphes

des pathogénes fongiques.

Les endophytes et les pathogenes ont été cultivés séparément dans des boites de Pétri
contenant le milieu PDA aprés plusieurs repiquages, afin d’obtenir des cultures pures. Apres
trois jours d’incubation, les rayons de croissance mycélienne ont été mesurés a 1’aide d’une
regle graduée afin de comparer la rapidité de la croissance mycélienne des isolats endophytes
(Royse et Ries, 1978). L’essai de double culture a été réalisé¢ sur des disques de cinq
millimétres de diametre de chaque endophyte placé dans la périphérie des boites de Pétri et le
disque du pathogene de méme diametre est déposé a 4,5 cm plus loin (Figure 26). Le disque
du pathogene a été placé simultanément avec les isolats a croissance rapide et apres 48 heures

pour les isolats a croissance lente, et chaque interaction a subi trois répétitions.

3.1.2.3. Lecture des résultats

La croissance mycélienne et la zone d’inhibition ont été mesurées a 1’aide d’une regle
graduée. Le taux d'inhibition de la croissance radiale du pathogéne et la zone d'inhibition ont
été enregistrés apres 10 jours. Ces résultats ont été contrdlés un mois et méme trois mois apres

le depodt des disques mycéliens.
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3.1.2.4. Analyses des données
Pour déterminer le pouvoir antifongique, les trois répétitions ont été résumées par le
calcul de la moyenne dans le programme Excel. Le taux d’inhibition de la croissance des

pathogeénes dans ’essai de double culture est calculé selon la formule de Worth (2002).

[ Taux d’inhibition(%)= (r1-r2)/r1x100 }

rp : rayon de la colonie de I’agent pathogéne dans la direction opposée du potentiel de
I’antagoniste (cm). r : rayon de la colonie de pathogene dans la direction vers le potentiel de

I’antagonisme (cm) (Figure 26).

Endophyte

Figure 26 : Diagramme du mode de dépdt des endophytes et des agents pathogénes dans

la boite de Pétri (méthode de double culture).

Z1: zone d'inhibition; r; : rayon de la colonie de 1’agent pathogéne dans la direction opposée du
potentiel de I’antagoniste. r, : rayon de la colonie de pathogéne dans la direction vers le potentiel de
I’antagonisme (Worth, 2002).

Afin de Vérifier une éventuelle efficacité des isolats endophytes vis-a-vis des souches
pathogenes testées, nous avons utilisé le logiciel SYSTAT, ver. 12, SPSS (2009), en
déterminant la variance a ’aide d’ANOVA, les différences ont été considérées significatives a
P<0,05%. Ces analyses sont réalisées sur les différentes souches a 1’égard des quatre souches

pathogenes testées, ou le taux d’inhibition dépend étroitement de ces variables.
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Les corrélations existantes entre les différents isolats endophytes et les pathogénes
sont mises en évidence par une Analyse en Composantes Principales (ACP). Dans ce type de
test, les isolats endophytes et les pathogénes ont des coordonnées comprises entre -1 et +1 et
appartiennent a un cercle de corrélation. L’interprétation de I’ACP a été faite a partir de
I’examen du cercle de corrélation et de la position du statut des variables sur les axes

factoriels (Philippeau, 1989).

L’hypothése de I’efficacité antifongique des endophytes est testée par le modele de la
distance euclidienne a un facteur contr6lé par le logiciel PAST (Paleontological STatistics,
ver. 1.81) (Hammer et al., 2001).

3.1.3. Résultats

3.1.3.1. Effets de compétition

Apreés 10 jours d’incubation, les résultats obtenus montrent que la croissance
mycélienne des souches pathogénes témoins est plus importante par rapport a celle observée
lors des différentes confrontations (pathogene - antagoniste) (Figure 27). Les isolats
endophytes exercent des effets antagonistes vis-a-vis des agents pathogénes (Fusarium
oxysporum f.sp albedinis G1 et SL, Fusarium oxysporum f.sp lycopersici G2 et
Gaeumannomyces graminis var. tritici Ggt) a des degrés divers allant de 39% a 88,61% du
taux d’inhibition. Cette variation dépend non seulement des espéces antagonistes utilisées,
mais aussi, des agents pathogénes étudiés. Le taux d’inhibition maximum a été enregistré Vis-
a-vis de Ggt en présence de Penicillium sp. E223 (88,51%) et T1192 (80,63%), tandis que le
taux le plus faible est enregistré en présence de la morpho-espéce blanc B1351 vis-a-vis de SL

(Figure 27 a, b, ¢ et d ainsi que le Tableau 9).
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Agaricales/G2

N\

Pythium sp./G2

Tarasmiaceae/GZ i Penicillium sp./G2 Agaricales s;ICZ Heaputiadasdanalis

Figure 27a : Effet de quelques endophytes fongiques sur la croissance de Fusarium

oxysporum f.sp lycopersici (G2) par rapport au témoin.

Phomopsis sp/SL

Penicillium sp./SL

Figure 27b : Effet de quelques endophytes fongiques sur la croissance de Fusarium

oxysporum f.sp albedinis (SL) par rapport au témoin.
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PeniciﬂiumspJGf Pythium sp./G1 Aspergillus spJG1 - MarasmiaceaelG1 Marasmiaceae/G1 Phomopsis sp/G1

Figure 27c : Effet de quelques endophytes fongiques sur la croissance de Fusarium

oxysporum f.sp albedinis G1 par rapport au témoin.

Beauveria bassiana/Ggt Pleosporales sp./Ggt : R ; oy T e
Diaporthales sp.Ggt  Penicillium sp./Ggt
Figure 27d : Effet de quelques endophytes fongiques sur la croissance de

Gaeumannomyces graminis var. tritici par rapport au témoin.
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Tableau 9: Taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne des agents pathogénes

étudiés a I’égard des souches endophytes testées.

Souches de palmier dattier d’ Adrar Souches de palmier dattier d’Alicante

Endophytes Gl G2 SL Ggt Endophytes Gl G2 SL Ggt

B211102 68,89 59,39 62,26 55,74 Sn274 63,89 49,70 52,20 56,90
T1192 74,44 66,05 61,00 80,63 C285 56,67 52,12 4528 52,87
B11210 61,11 55,75 6352 59,76 Sn352 66,67 63,03 6352 69,54
B1334 63,33 53,32 60,37 60,34 G3310 52,22 64,24 5597 67,24
B2394 72,77 59,39 54,71 62,06 G5182 53,89 67,27 42,77 63,22
B2329 68,33 66,05 66,03 80,45 Sn1631 63,33 69,09 5849 67,24
T1172 72,22 5393 57,23 57,46 Sn181022 48,89 56,36 45,28 61,49
T111021 65,55 63,63 64,15 62,63 E223 66,67 80,00 66,04 88,51
S11312 69,44 67,87 7295 64,93 E2110 67,78 7091 69,18 76,44
S1136 7722 6727 62,26 68,96 G538 72,22 72,12 64,78 77,01
B2367 63,89 67,26 64,77 74,13 Sn347 69,44 58,18 59,12 68,97
B1123 68,89 60,60 54,71 61,49 Sn3101 64,44 58,79 60,38 68,39
T1219 45,00 39,39 39,62 49,99 C198 72,78 7515 7296 62,07
B1363 62,78 50,29 56,60 65,51 G138 67,78 64,24 66,04 68,97
B1283 62,78 59,99 5157 59,76 G5311 65,00 63,03 6541 64,37
B1169 66,67 66,05 5911 53,44 Cl41 52,22 49,70 42,14 51,15
B1351 54,44 38,78 3522 54,59 G111 62,78 61,21 59,75 67,24
B21131 54,44 42,42 4339 54,01 G116 67,22 63,03 64,78 66,09
B13910 68,33 52,11 57,86 66,66 Sn342 55,00 50,91 48,43 5517
T111082 56,66 52,11 50,31 56,31 C233 62,22 58,18 54,72 56,32
B2398 70,55 62,99 62,26 54,59 G338 63,33 61,21 5597 63,79
T2383 63,33 56,36 60,37 60,34 C318 66,67 61,82 6541 62,07
B2198 62,22 58,17 58,49 64,36 G133 67,22 58,18 52,20 62,64
B1192 56,11 55,75 54,09 54,01 C3552 56,11 52,73 62,26 56,90
T2257 65,00 58,17 52,83 55,74 Sn267 58,33 48,48 57,86 66,67
B21410 55,55 54,54 49,05 59,76 C186 57,78 55,15 49,69 67,24
T1162 58,89 52,72 5534 60,34 Sn182 58,89 56,97 4843 71,26
T1168 58,89 49,69 54,08 60,34 C239 72,78 76,97 70,44 7931
T22109 56,11 54,54 54,71 56,89 E216 60,00 50,91 52,20 61,49
S2371 57,78 48,48 54,08 56,31 G539 63,89 55,76 54,09 64,37
B1142 58,89 50,30 52,20 56,89 Sn3210 56,67 53,94 54,09 64,37
T2285 52,78 44,84 49,68 55,74 Sn27811 50,00 52,12 46,54 58,05
B12862 59,44 46,66 53,46 59,19 Sn319112 49,44 53,33 46,54 55,75
B2172 57,22 49,08 47,16 57,47 Sn335 64,44 61,21 50,94 66,67
B2348 56,66 49,08 48,42 56,31 Sn143211 59,44 5152 4717 53,45

G1 (Fusarium oxysporum f.sp albedinis), G2 (Fusarium oxysporum f.sp lycopersici),

SL (Fusarium oxysporum f.sp albedinis), Ggt (Gaeumannomyces graminis var. tritici).

Les resultats des analyses de la variance montrent des valeurs significatives du taux
d’inhibition de la croissance des souches pathogenes en présence des endophytes fongiques
du palmier d’Adrar et d’Alicante (p=0.00) (Tableau 10 en annexe).
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Le pic le plus important a été observé chez les souches de Pleosporales sp. C239,
E223, B2329 et Penicillium sp. T1192, qui se sont avérées les plus inhibitrices vis-a-vis des
quatre pathogenes testés (Figure 28 Annexe). Les souches de Ggt et G1 apparaissent comme
les plus sensibles au pouvoir antifongique des champignons endophytes des palmiers

d’Alicante et d’ Adrar respectivement (Figure 29 en annexe).

Les graphiques de I’inhibition en fonction de 1’ensemble des souches, nous ont permis
de constater la nécessit¢ de 1’utilisation d’un deuxiéme logiciel qui est le «Past» pour

effectuer I’analyse de ce paramétre.

L’étude des corrélations a été réalisée sur les plans 1 et 2 (Figure 30 en annexe) parce
qu’ils représentent une forte contribution a 1’identification des nuages de points avec des taux
respectivement de 76,293% et 12,712% pour les souches du palmier d’Adrar et 75,871% et
13,382% pour les endophytes du palmier d’Alicante.

Pour les souches endophytes du palmier d’Alicante, 1’axe 1 est représenté par les
souches endophytes les plus actives qui représentent une forte contribution, a 1’opposé de cet
axe, les faibles contributions sont représentées par les antagonistes les moins actifs. L’axe 2
représente les endophytes qui présentent une action variable du taux d’inhibition de la

croissance des agents fongiques.

L’axe 1 des souches endophytes du palmier d’Adrar est représenté par les souches
endophytes qui ont pu développer des taux d’inhibition de la croissance importants.
Cependant, les souches antagonistes donnant des taux d’inhibition de la croissance moins

importants que les autres sont distribuées sur 1’axe 2.

La classification ascendante hiérarchique (CAH) (Figure 31) et D’analyse en
composantes principales (ACP) (Figure 32), montrent la présence de quatre et cing groupes de
statuts comportementaux pour les souches des palmiers dattiers d’Adrar et d’Alicante,
respectivement. Les groupes d’endophytes du palmier d’Adrar englobent, le groupe 1 qui
renferme les isolats : S11312, S1136. Ce groupe est corrélé positivement avec les différents
vecteurs, il affiche un pouvoir antifongique trés fort contre les souches pathogénes étudiées

avec un taux d’inhibition de la croissance qui varie de 64,93% a 77,22%.

Les différents antagonistes qui constituent le groupe 2 sont : B1363, B13910,
T111021, B2198, B1334, B1123, T1172, B1169, B2389 et B211102. Ce dernier groupe est
corrélé positivement avec les vecteurs, il est caractérisé par un pouvoir antifongique moyen
dont les taux d’inhibition varient de 50,29% a 70,55%.
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Les souches du groupe 3 représentées par, T111082, B2172, B2348, S2371, B1142,
T22109, B21410, T1162, T1168 et B12862 sont corrélées negativement avec les vecteurs.
Ces souches sont caractérisées par leurs faibles actions antifongiques, les taux d’inhibition

varient de 46,66% a 58,89%.

Le groupe 4 regroupe quatre souches : T1219, B1351, B21131 et T2285. Ces souches
sont corrélées négativement avec les vecteurs et sont caractérisées par une tres faible action

antifongique pour un taux d’inhibition variant de 35,22 a 55,74%.

Le groupe 1 des souches du palmier dattier d’Alicante renferme trois souches
endophytes : E2110, G538 et C239. Ce groupe est corrélé positivement avec les vecteurs,
c'est-a-dire les souches pathogénes, il est caractérisé par sa tres forte action antifongique vis-
a-vis des souches pathogeénes testées et par conséquent le taux d’inhibition de la croissance

varie de 64,78% a 88,51%.

Le groupe 2 renferme neuf endophytes fongiques qui sont : Sn1631, Sn352, G138,
Gbh311, G116, C318, Sn347, Sn3101 et G111. Ce groupe est corrélé positivement avec les
vecteurs, il présente un effet antifongique fort avec les pathogénes, donc le taux d’inhibition
de la croissance varie de 58,18% a 69,54%.

Le groupe 3 regroupe deux souches: G233 et G5182. Ce groupe est correlé
négativement avec les vecteurs, il est caractérisé par son action antifongique moyenne de

taux d’inhibition de la croissance varie de 42,77% a 67,27%.

Le groupe 4 renferme : C233, Sn274, G338, Sn331, G133, G539, Sn267, E216,
Sn3210, C186, C3552 et Sn182. Ce groupe est corrélé négativement avec les vecteurs, il est
caracterisé par une action antifongique plus au moins réduite que le groupe précédent, le taux

d’inhibition de la croissance qui varie de 48,48% a 66,67%.

Le dernier groupe englobe sept souches endophytes qui sont : Sn18022, Sn27811,
Sn319112, C285, Sn143211, Sn342 et C141. La corrélation de ce groupe avec les vecteurs est
négative, il posséde un faible pouvoir antifongique et par conséquent un taux d’inhibition

variant de 45,28% a 61,49%.

Tous les vecteurs testés sont corrélés positivement entre eux parce que 1’angle
maximal entre tous les vecteurs est inférieur a 90°, ce qui suggére que I’ensemble des agents

pathogeénes testés sont sensibles aux souches endophytes.
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Figure 31 : Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) des endophytes fongiques des
racines des palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante (B).

Axe2

Figure 32 : Analyse en composantes principales (ACP) des endophytes fongiques des

racines des palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante (B).

Pour les souches du palmier d’Adrar, les vecteurs G2, Gl et SL sont corrélés
positivement aux axex 1 et 2, avec un angle entre eux inférieur a 45°, ce qui signifie que les
deux souches de Fusarium oxysporum f.sp. albedinis et la souche de Fusarium oxysporum f.

sp. lycopersici agissent de la méme maniere aux différents isolats endophytes.

77



3.1.3.2. Effets d’antibiose

Selon les résultats obtenus, nous avons remarqué que parmi les souches endophytes
inhibitrices de la croissance mycélienne, certaines ont enregistré 1’apparition d’une zone
d’inhibition en présence des champignons pathogénes. Nous avons constaté qu’il y a une
variabilité des zones d’inhibition observées. Cette variation dépend des especes antagonistes

utilisées et aussi des agents fongiques étudiés (Figure 33).

Nous avons remarqué que parmi les 70 souches testées, 41 souches appartenant
principalement aux genres Penicillium, Aspergillus, Fusarium oxysporum, Beauveria,
Phomopsis, Clonostachys, ont empéché la croissance des pathogénes avec ’apparition d’une

zone d’inhibition.

Nous avons noté que les souches d’Aspergillus sp. ont enregistré les meilleures zones
d’inhibition qui peuvent atteindre 6,67 mm et méme 7 mm vis-a-vis de Gaeumannomyces
graminis var. tritici (Tableau 11).

[ Beauveria bassiana (SN182) /SL ] [ Clonostachys sp.(SN352) /G1 ]
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[ Pythium sp. (T111082/Ggt ] [ llyonectria sp. (C3552)/G2 ]

Figure 33a: Les zones d’inhibition les plus importantes exercées par les champignons

endophytes a ’encontre des pathogénes.

G1 (Fusarium oxysporum f.sp albedinis), G2 (Fusarium oxysporum f.sp lycopersici),

SL (Fusarium oxysporum f.sp albedinis), Ggt (Gaeumannomyces graminis var. tritici).
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[ Penicillium sp.(T1192)/SI ] Penicillium sp.(T1192)/Ggt

Figure 33b: Les zones d’inhibition les plus importantes exercées par les champignons

endophytes a ’encontre des pathogénes.

G1 (Fusarium oxysporum f.sp albedinis), G2 (Fusarium oxysporum f.sp lycopersici),

SL (Fusarium oxysporum f.sp albedinis), Ggt (Gaeumannomyces graminis var. tritici).
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Tableau 11 : Zones d’inhibition (mm) exercées par les endophytes contre les agents

pathogenes testés (en gras les valeurs entre 3 et 7 mm).

Souches de palmier d’Adrar Souches de palmier d’ Alicante
souches Gl G2 SL GGT souches Gl G2 SL Ggt
B211102 2,67 2,00 1,67 2,33 Sn274 0,00 0,00 0,00 0,00
T1192 0,67 1,00 4,33 3,67 C285 0,00 0,00 0,00 0,00
B11210 1,67 1,00 2,00 2,67 Sn352 5,00 0,00 0,00 4,00
B1334 0,00 0,00 0,00 0,00 G3310 0,00 0,00 0,00 0,00
B2394 0,00 1,00 3,00 1,67 G5182 0,00 0,00 0,00 0,00
B2329 0,33 0,67 1,67 1,00 Snl631 0,00 0,00 0,00 5,00
T1172 0,67 0,67 3,00 1,67 Snl181022 0,00 0,00 0,00 0,00
T111021 1,33 1,33 2,33 2,33 E223 0,00 0,00 0,00 0,00
S$11312 2,67 3,67 0,67 2,67 E2110 3,00 0,00 1,00 6,67
S1136 0,33 1,33 0,67 3,33 G538 0,00 1,67 0,00 7,00
B2367 1,00 1,67 1,33 2,33 Sn347 0,00 4,33 0,00 0,00
B1123 0,67 0,67 1,00 0,67 Sn3101 0,00 0,00 0,00 1,33
T1219 0,67 0,67 1,00 0,67 C198 1,00 1,00 1,00 1,00
B1363 0,00 0,00 0,00 0,00 G138 0,00 0,00 0,00 0,00
B1283 2,00 2,00 1,67 2,67 Gbh311 0,00 0,00 0,00 0,00
B1169 1,33 1,33 1,33 0,50 Cl41 0,00 0,00 0,00 0,00
B1351 1,67 1,00 1,33 1,33 G111 0,00 0,00 0,00 2,00
B21131 1,00 0,67 1,33 1,00 G116 2,00 0,00 0,00 2,67
B13910 0,67 1,67 1,67 1,33 Sn342 0,00 0,00 0,00 0,00
T111082 0,33 1,33 0,67 1,00 C233 1,00 1,00 1,00 1,00
B2398 0,33 0,33 1,67 1,33 G338 0,00 0,00 0,00 2,67
T2383 0,67 1,00 0,67 1,33 C318 0,00 0,00 0,00 0,00
B2198 0,00 0,00 0,00 0,00 G133 0,00 0,00 0,00 0,00
B1192 1,67 1,33 1,67 3,00 C3552 1,33 1,00 1,00 1,33
T2257 0,83 1,33 1,00 1,33 Sn267 0,00 0,00 0,00 0,00
B21410 1,00 1,33 1,83 2,00 C186 1,00 1,00 2,33 2,33
T1162 0,00 0,00 0,00 0,00 Sn182 0,00 1,00 1,33 1,67
T1168 0,00 0,00 0,00 0,00 C239 1,33 1,00 1,67 3,00
T22109 0,00 0,00 0,00 0,00 E216 1,00 1,00 1,00 1,67
52371 3,33 0,00 2,80 4,83 G539 0,00 0,00 0,00 0,00
B1142 0,00 2,67 0,00 1,33 Sn3210 0,00 0,00 0,00 0,00
T2285 2,33 0,00 0,00 3,00 Sn27811 0,00 0,00 0,00 0,00
B12862 2,33 3,67 0,00 2,33 Sn319112 0,00 0,00 0,00 0,00
B2172 1,33 4,33 0,33 6,33 Sn335 0,00 0,00 0,00 2,67

G1 (Fusarium oxysporum f.sp albedinis), G2 (Fusarium oxysporum f.sp lycopersici),

SL (Fusarium oxysporum f.sp albedinis), Ggt (Gaeumannomyces graminis var. tritici).

Selon I’analyse réalisée par le logiciel statistique « Systat », la variation des zones
d’inhibitions dépend étroitement des antagonistes et des pathogénes étudiés (Tableau 12 en

annexe).
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Nous avons obtenu des résultats significatifs concernant les analyses de la variance des
zones d’inhibition exercées par les antagonistes a 1’encontre des pathogenes testés. Les
souches endophytes du palmier d’Adrar B2172, S2372 et celle du palmier dattier d’Alicante
E2110 montrent le pic le plus important, qui correspond aux souches les plus inhibitrices
(Figure 34 Annexe).

D’aprés les résultats obtenus dans la Figure 35 (en annexe), le champignon
Gaeumannomyces graminis var tritici apparait comme le plus sensible quelque soit la souche

endophyte de palmier d’ Adrar ou d’Alicante.

L’analyse en composantes principales ACP a été utilisée pour analyser les résultats des

zones d’inhibitions obtenues (Figure 36 en annexe).

Les analyses de corrélation qui ont été réalisees sur les axes 1 et 2, montrent une
homogénéité de la distribution des points. Sur I’axe 1 sont distribuées les souches du palmier
d’Adrar et qui ont pu développer un effet inhibiteur important avec une forte contribution. Par

contre sur I’axe 2 sont distribuées les souches qui ont une zone d’inhibition variable.

L’axe 1 est représenté par les souches de palmier d’Alicante, qui sont les plus actives
et présentant une forte contribution, alors que, sur I’axe 2 les souches les moins actives sont

représentées avec une faible contribution.

La classification ascendante hiérarchiqgue (CAH) (Figure 37) et les calculs des
distances euclidiennes sur la base de similarité ACP (Figure 38) ont montré la présence de
trois groupes de souches endophytes du palmier d’Adrar et quatre groupes pour les souches

endophytes du palmier d’Alicante.

Le groupe 1 renferme les souches de palmier d’Adrar B1283, B1192, B11210,
T111021, B21410, B2363 et B13910. Ce dernier groupe est corrélé positivement avec les
vecteurs, il est caractérisé par une forte action antifongique avec une zone d’inhibition variant
de 0,67 a 3 mm.

Le groupe 2 englobe les souches B1123, T1219, B21131, B2329, B2398, T111082,
T2383, T2257, B1169 et B1351. Ce groupe est corrélé négativement avec les vecteurs, il est
caractérisé par un faible pouvoir antifongique dont la zone d’inhibition varie de 0,33 a 1,67

mm.
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Figure 37 : Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) des endophytes fongiques des
racines des palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante (B).
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Figure 38 : Analyse en composantes principales (ACP) des endophytes fongiques des

racines des palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante (B).
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Le groupe 3 incl(t les souches B2198, B5434, B1363, T1162, T1168 et T22109. Ce
groupe est corrélé négativement avec les vecteurs, il est caractérisé par une absence de

I’action antifongique et une zone d’inhibition nulle.

Les souches Sn1631, G538, Sn352 et E2110, du palmier d’Alicante du groupe 1, qui
sont corrélées positivement avec les vecteurs et sont caractérisées par leurs forte action
antifongique mais avec un ou deux pathogenes qui sont Ggt ou G1, dont la zone d’inhibition

peut aller jusqu’a 7 mm.

Le groupe 2 englobe les souches C198, C233, E216, Sn182, C3552, C186 et C239.
Ce groupe est corrélé positivement avec les vecteurs, il est caractérisé par un pouvoir

antifongique moyen avec tous les pathogeénes et par conséquent une zone d’inhibition allant

de 142,33 mm.

Le groupe 3 renferme les souches Sn3101, G111, G338, Sn335, G116 et G116. La
corrélation de ce groupe avec les vecteurs est négative, il est caractérisé par sa faible action

antifongique et une zone d’inhibition variant de 0 & 2,67 mm.

Le dernier groupe englobe 19 souches qui sont: Sn347, Sn181022, G3310, C285,
SN274, G5182, E223, G138, G5311, C141, G133, G318, Sn342, Sn267, G539, Sn3210,
Sn27811, Sn319112 et Sn143211, est corrélé négativement avec les vecteurs, il est caractérisé

par une absence de la zone d’inhibition.

3.1.3.3. Effet de Mycoparasitisme

Lors du suivi continu des interactions d’antagonisme en boites de Pétri et deux jours
apres le repiquage des champignons dans le milieu PDA, une croissance vigoureuse a été
observée chez les souches de la famille des Marasmiaceae, les souches de I’ordre des
Diaporthales sp., les souches de Fusarium sp., ainsi que les souches de Clonostachys sp.
Quelques jours apres, les myceliums des quatre pathogenes ont été envahis par ces
endophytes qui ont rapidement colonisé la boite de Pétri. Au dela de cette péeriode et apres
sept jours, ces endophytes ont envahi les colonies des pathogenes et sporulent méme sur celle-
ci, changeant la couleur au niveau des zones de contact, révélant ainsi leur pouvoir hautement

mycoparasitaire (Figure 39).

L’inhibition de la croissance des pathogenes fongiques varie de 49,69% a 65,51%

selon I’endophyte et le champignon pathogéne testeé.
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[ Marasmiaceae (T1168) /Ggt ][ Marasmiaceae (Sn3210)/G1 ][ Marasmiaceae (Sn3210) /Ggt ][ Fusarium sp. (G5311) /Ggt ]

Figure 39 : Phénoméne de mycoparasitisme observé lors de I’interaction entre les

souches fongiques endophytes et les champignons phytopathogenes testés.

3.1.4. Discussion

Les résultats du test d’antagonisme ont révelé la capacité des endophytes utilisés a
inhiber la croissance mycélienne des pathogenes testés (Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici, Fusarium oxysporum f.sp. albedinis et Gaeumannomyces graminis var. tritici).
Cette inhibition de la croissance mycelienne est due principalement & la compétition entre les

endophytes et les pathogenes.

Les souches appartenant aux genres, Penicillium et Aspergillus ont montré des valeurs
¢élevées d’inhibition de la croissance mycélienne des pathogénes, ces deux genreS ont été
largement utilisés par plusieurs chercheurs pour des études in vitro (Chaudhary et Prajapati,
2004 et Mian et al., 2010). Des études réalisees sur Sclerotinia sclerotorium montrent que
I’espece Aspergillus niger a un effet inhibiteur sur la croissance mycélienne de ce
champignon et qu’il produit un grand nombre de spores ce qui le rend plus compétitif

(Dhliwayo, 2008).
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La compétition entre les microorganismes se fait également pour les nutriments et
pour la plupart des microorganismes, la prise de fer est essentielle pour la viabilité. Sous une
carence en fer, ces microorganismes excretent des chelateurs spécifiques de fer-
ferrigue nommés siderophores, pour mobiliser le fer environnemental, qui inhibe la
croissance des microorganismes pathogenes ou leurs activités métaboliques
(Machuca et Milagres, 2003). Plusieurs chercheurs ont montré que les genres
Penicillium et Aspergillus ont la capacité de synthétiser des siderophores. C’est
ainsi que Goutam (1999), a isolé des siderophores a partir d’Aspergillus niger AN 27 et a

montré que ces derniers présentent un composant de compétition pour I’acquisition du fer.

D’autres endophytes appartenant aux genres Fusarium ont été également capables
d’inhiber la croissance mycélienne des pathogenes. Ce genre comporte plusieurs especes, qui
peuvent étre pathogénes ou bénéfiques. Les souches non pathogenes ont été utilisées pour le
biocontrdle de plusieurs agents telluriques tels que Fusarium oxysporum f.sp. albedinis et

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (El Hassni et al., 2005 ).

Parmi les souches non pathogénes, 1’isolat Fo47 a été largement utilisé pour le
contrble biologique, le principal mécanisme d’action de ce champignon est la compétition
pour le carbone et le glucose (Fuchs et al., 1997 et El Hassni et al., 2005). Des recherches
precédentes sur plusieurs souches non pathogénes de Fusarium sp. ont démontré 1’importance
de la compétition pour le glucose et le carbone, comme mécanisme d’action contre les

différentes formes spéciales de Fusarium oxysporum (Couteaudier, 1992).

D’apres les résultats obtenus, I’inhibition de la croissance mycélienne des pathogenes
a été également observée chez la souche Beauveria bassiana. Ce champignon présente un
double objectif dans le contréle biologique, il est impliqué a la fois dans le biocontréle contre
les agents phytopathogénes et a 1’égard des insectes déprédateurs (Bing et Lewis, 1992).
Renwick et al. (1991) ont montré que Beauveria bassiana est parmi les 1800
microorganismes efficaces dans le biocontréle du piétin échaudage du blé. Ce champignon est
prouvé aussi comme efficace dans des études in vitro, a I’encontre de Fusarium oxysporum
(Bark et al., 1996 et Reisenzein et Tiefenbrunner, 1997), de Botrytis cinerea (Bark et al.,
1996) et de Rhizoctonia solani (Lee et al., 1999). L’activité antagoniste de cet endophyte a été
¢galement étudiée a 1’égard de Fusarium oxysporum f.sp vasinfecturn, agent causal du
flétrissement du coton. Le test de double culture montre que 1’inhibition de ce pathogéne par
Beauveria bassiana est associée a la compétition pour les nutriments et I'espace (Sheng-li et
Li., 2010).
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Une zone d'inhibition tres claire a été observée entre les champignons pathogenes et
les isolats antagonistes appartenant essentiellement aux genres : Aspergillus, Penicillium,
Phomopsis, Clonostachys, Beauveria,...etc. Ce résultat pourrait étre a 1’origine des
antibiotiques produits par ces antagonistes fongiques et qui ont provoqué l'inhibition de la
croissance mycélienne des pathogénes testés. Benitez et al. (2004) ont défini I’antibiose
comme l'inhibition ou la destruction des microorganismes par des substances telles que des
métabolites spécifiques ou non spécifiques ou par la production d'antibiotiques qui inhibent la
croissance d'un autre microorganisme. Beaucoup d'agents de contrdle biologique produisent
plusieurs types d'antibiotiques (Handelsman et Stabb, 1996). Certains antibiotiques peuvent
jouer un role dans la suppression de la maladie soit par effet fongistatique ou effet fongicide
(Benitez et al., 2004 et Haggag et Mohamed, 2007)

Dans la présente étude, le genre Aspergillus sp. s’est révélé le plus efficace dans
I'inhibition des pathogeénes avec ’apparition d’une zone d’inhibition trés claire. Adedola et
Amadi (2010) ont trouvé des résultats similaires par ['utilisation de trois souches
d’Aspergillus contre Phytophthora palmivora. Les auteurs expliquent que la présence de cette
zone est due a la production de métabolites antifongiques. Des études similaires ont montré
que I’activité antagoniste des espéces du genre Penicillium contre Rizoctonia solani est en
relation avec la production des métabolites toxiques (Nicoletti et al., 2004). Le genre
Penicillium sp. étudié pour le biocontrdle de la fusariose vasculaire de la tomate a montré une
efficacité (Mujeeber et Shahana, 2002).

D’aprés nos résultats, il apparait que Beauveria bassiana applique aussi I’antibiose
comme mécanisme d’action qui se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition claire.
Sheng-li et Li (2010) ont montré que 1’antibiose est considérée comme le mode d’action le
plus utilisé par Beauveria bassiana par rapport a la compétition. Plusieurs types
d'enzymes sont produites par le champignon lors de la dégradation de la cuticule des
insectes hotes. Ces enzymes sont impliqués dans l'infection des insectes  hotes, ils
comprennent, la chitinase, la lipase et plusieurs protéases. La souche de Beauveria bassiana
produit des  meétabolites  tres  toxiques qui  peuvent  agir comme  agents
antibacteriens, antifongiques et insecticides (Grove et Pople, 1980 ). Sheng-li et Li (2010)
dans leurs études sur le mécanisme impliqué par Beauveria bassiana vis-a-vis du Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfecturn, ont montré qu’en plus de la compétition, I’antagonisme est
également associé a des substances antibiotiques et que les analyses de la nature de ces

substances suggerent que les principales substances inhibitrices sont des polysaccharides et
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des protéines a haut poids moléculaire. Ces substances ont été libérées dans le milieu et sont

observées clairement sur le milieu de culture.

Le phénomene de mycoparasitisme a été observé en présence des espéces de
Clonostachys sp., Fusarium sp., Marasmiaceae et Diaporthales sp. a I’encontre des agents
phytopathogénes telluriques testés. Ces endophytes montrent une capacité d’envahir et de

sporuler sur les colonies des pathogenes.

Clonostachys sp. a montré un pouvoir mycoparasitaire a 1’égard des quatre pathogénes
testés. Notons que cet isolat est la forme telomorphe de Gliocladium roseum. Ce dernier a été
étudié comme agent de controle biologique appliquant le mycoparasitisme comme mode
d’action a I’encontre de plusieurs champignons pathogenes tels que Sclérotinia sclérotorium
(Ervio et al., 1994), Verticillium dahliea (Keinath et al., 1991) et des especes de Botrytis
(James et Sutton, 1996). Des études réalisées sur Botrytis cineria montrent que Gliocladium
roseum a une pénétration directe par les pointes des hyphes sans formation d’appressorium et
qu’a chaque pénétration des sites, les hyphes de Gliocladium roseum produisent une force
mécanique pour surmonter la barriére de la paroi cellulaire au cours du processus d’infection
(Li et al., 2001).

Des expériences similaires sur 1’espéce Rhizoctonia solani montrent que
les champignons endophytes Choiromyces aboriginum et Stachybotrys elegans agissent par le
phénoméne de mycoparasitisme. Ces deux endophytes produisent des enzymes capables de
dégrader la chitine et le B-1,3 glucane, deux principaux composes de la paroi cellulaire de
nombreux champignons pathogénes. En présence de la chitine au niveau de la paroi cellulaire
de I’espéce Rhizoctonia solani, les deux endophytes produisent des quantités significatives de
chitinase et de B-1,3 glucanase qui sont des enzymes lytiques clés de la lyse des parois

cellulaires des champignons (Ronghua et al., 2009).

Les tentatives demploi de microorganismes antagonistes pour lutter contre les
maladies des plantes sont trés anciennes, mais les préparations d’homologation prennent un
peu de temps. Avant de développer un produit, il est nécessaire de comprendre les
mécanismes par lesquels les microorganismes réduisent la gravité des maladies. On distingue
généralement les mécanismes de I’antagonisme direct (compétition, antibiose et parasitisme)
et les mécanismes indirects qui s’expriment a travers des modifications de la physiologie de la
plante (induction de la résistance). Ces différents modes d'action ne sont pas exclusifs l'un de
l'autre, au contraire ils coexistent souvent dans un méme organisme et s'expriment
individuellement, successivement ou en synergie et concourent a l'efficacité de I'antagoniste.
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Une méme souche microbienne n'utilise pas nécessairement les mémes meécanismes pour
limiter la gravité d'une maladie, selon la culture considérée et les conditions d'environnement
(Alabouvette, 2004).

3.2. Tolérance de quelques isolats de champignons endophytes au stress
salin

3.2.1. Introduction

Les stress environnementaux tels que la sécheresse, la température, la salinité, la
pollution atmosphérique, les métaux lourds, les pesticides et le pH du sol sont des facteurs
majeurs limitant la production des cultures parce qu’ils affectent les fonctions physiologiques

de la plante (Yaish et Kumar, 2015).

La salinisation du sol est un probleme sérieux de dégradation du sol dans les zones
arides et semi-arides, posant un probléeme majeur pour la productivité des cultures. Environ
20% des terres cultivables et d'une moindre moitié des terres irriguées autour du monde sont
séverement affectées par la salinité. Cependant, dans ces conditions, plusieurs espéces de
plantes sont adaptées avec succes et sont différentes dans leur stratégie de tolérance au sel
(Daoud et Halitim, 1994).

Le palmier dattier originaire du climat aride et semi-aride a une tolérance naturelle a la
salinité et il est affecté dans une moindre mesure a la salinité modérée. En Algérie, le palmier
dattier est cultivé dans plusieurs oasis, mais il est influencé par la remontée des nappes
phréatiques dans les sols, jusqu’a I’engorgement des racines. La nature saline de cette eau,
provoque 1’accumulation des sels dans la zone racinaire et la chute des rendements (Daddi
Bouhoum et al., 2013). Les oasis de Ouargla et de Tamentit sont les plus touchées par le
stress salin. Le palmier dattier tolere naturellement des concentrations modérées de sel et peut
abriter une population importante de champignons endophytes halophytes ou halotolérants qui

peuvent lui conférer cette adaptation.

Dans le but de compléter I’étude des endophytes fongiques isolées du palmier dattier,
un test préliminaire a été effectué dans cette partie pour vérifier leurs tolérance a quelques

concentrations de sels.
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3.2.2. Matériel et Méthodes

3.2.2.1. Souches endophytes utilisées

Dans la présente étude, quinze souches fongiques endophytes ont été utilisées pour le
test de tolérance au sel (Tableau 13). La purification des isolats a été réalisée par des
transplantations successives des disques mycéliens de chaque champignon dans des boites de
Pétri contenant le milieu (PDA, Potato Dextrose Agar) (Johnston et Booth, 1982). Trois
isolats d’Aspergillus terreus, deux isolats de Fusarium oxysporum, un isolat de Fusarium sp.
un isolat de Botryosphaeriaceae, un isolat de Pythium et sept isolats de morphospecies ont été

étudiés.

Tableau 13 : Champignons endophytes étudiés.

Code de I’isolat fongique Nom scientifique
B12s3 Aspergillus terreus
Bisa Morphospecies 1
B2172 Fusarium oxysporum
B219s Botryosphaeriaceae
Ba2ss Morphospecies 2
Baas7 Morphospecies 3
Ba1131 Morphospecies 4
B211102 Pythium sp.

Saa71 Fusarium sp.

S2381 Morphospecies 5
Ti123 Morphospecies 6
Turn Aspergillus terreus.
Toos7 Aspergillus terreus
T12122 Morphospecies 7
T22109 Fusarium oxysporum.

3.2.2.2. Test de tolérance a la salinité

Le choix de deux concentrations de sel testées a été réalise selon Kogej et al. (2005)

avec quelques modifications. Ces auteurs ont étudié le test de tolérance a la salinité en milieu
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liquide (PDB), alors que notre modification a été en utilisant un milieu solide. La tolérance a
la salinité des isolats fongiques a été étudiée dans un milieu gélosé a base de pomme de terre
(PDA) ; additionne de NaCl avec des concentrations de 0 g/l (témoin), 15 g/l et 75 g/l. Ces

concentrations ont été sélectionnées par rapport a 1’étude réalisée par Kogej et al.(2005).

Dans chaque boite de Pétri est déposé un disque mycélien de 5 mm de diametre de
I’isolat fongique testé. Les boites de Pétri sont incubées pendant 10 jours a une température de
30 °C, deux répétitions ont été effectuées pour chaque isolat. La croissance mycélienne est
déterminée par la mesure du diametre de croissance mycélienne de la colonie fongique et par

comparaison au témoin non additionné de sel.

3.2.3. Résultats

Le test de la salinité détermine la tolérance des isolats fongiques au stress salin. Pour la
premiére concentration de NaCl a 15 g/l, la plupart des souches ont enregistré une bonne
croissance, la moyenne de diametre variait de 73,5 a 85 mm par rapport au témoin. Une
exception a été enregistrée chez I’isolat Bji3; (Morphospecies 4), ou le diamétre de la
croissance mycélienne était de 38,5 mm et ne dépassait pas 45 mm méme apres 62 jours
d’incubation. Ce faible diameétre a été toujours supérieur a celui du témoin (Figure 40 et
Tableau 14). Les quatre souches, Aspergillus terreus Tas7, Fusarium oxysporum Bjiza,
morphospecies 2 B35 et morphospecies 5 Syzg; ont enregistré des diameétres faibles par

rapport aux témoins respectifs.

Pour la deuxiéme concentration de NaCl a 75 g/l, la croissance mycélienne des isolats
fongiques a été plus ou moins faible et dépend des isolats fongiques testés en comparaison
avec les témoins respectifs. La moyenne du diamétre de croissance varie de 32,5 a 83 mm,
L’isolat morphospecies 4 Byi131 n’a pas pu se développer a cette concentration, aprés 55 jours

une moyenne de 12 mm du diamétre de croissance a été relevée (Figure 40 et Tableau 14).
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Tableau 14 : Diamétre moyen (mm) de croissance des isolats fongiques sur le milieu
PDA additionné de chlorure de sodium a différentes concentrations.

Isolat fongique NaClao g/l NaCl a 15 g/l NaCla 75 g/l
(témoin)

Aspergillus terreus Biogs 76 83 83
Morphospecies 1 B3a; 60 80 435
Fusarium oxysporum By;17, 75 73,5 82,5
Botryosphaeriaceae Bjigg 78 85 32,5
Morphospecies 2 Byoss 78 74,5 75,5
Morphospecies 3 Bsg7 55 80,5 64,5
Morphospecies 4 B21131 25 38,5 00
Pythium sp.B211102 72 82,5 76,5
Fusarium sp.Sp371 80 85 62,5
Morphospecies 5 Sz3g1 80 75,5 46
Morphospecies 6 T1123 75 78,5 60
Aspergillus terreus T1172 77 79,5 80
Aspergillus terreus Tzs7 79 73,5 71,5
Morphospecies 7 T12122 75 80,5 33,5
Fusarium oxysporum T22109 80 85 75
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Figure 40 : Croissance des isolats fongiques sur le milieu PDA additionné de NaCl a
09g/l,15g/l et 75 g/l

D’aprés les résultats obtenus, la majorité des isolats ont montré une bonne croissance
en présence de NaCl a 15 g/l et une croissance plus ou moins moindre a 75 g/l. L’espece
Aspergillus terreus représentée par les trois souches (Bizgs, T1172, T2257) @ montré un bon
développement et un faible changement de la couleur des spores et un pigment de couleur
marron diffusé dans le milieu en présence des deux concentrations de NaCl par rapport a leur
croissance a 0 g/l. L’espéce Fusarium oxysporum et plus spécialement la souche (B2172) a pu
croitre d’une maniére normale dépassant méme la croissance enregistrée a 0 g/l et a 15 g/l
(Figures 41 et 42). Alors que, I’isolat By113; Morphospecies 4 a pu se développer en présence

de NaCl a 15 g/l par rapport a 0 g/l et aucune croissance n’a été notée a 75 g/l.
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Figure 41 : Croissance d’Aspergillus terreus pour une concentration de NaCl a 15 g/l (A)
et 759/l (B) par rapport au témoin.

Fusarium oxysporum

Figure 42 : Croissance de Fusarium oxysporum pour une concentration de NaCl a

15 g/l (A) et a 75 g/l (B) par rapport au témoin.
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3.2.4. Discussion

Afin de compléter le criblage des champignons endophytes isolés du palmier dattier
pour parvenir a de nouvelles biomolécules jouant un réle comme bio-pesticides, bio-fertilisant
et résistants aux conditions extrémes de 1’environnement, le test de tolérance a la salinité a été

réalisé.

Toutes les souches se sont bien développées a une concentration en NaCl a 15 g/l ce
qui explique qu’elles tolérent modérément le sel selon la classification de Galinski (1993). Cet
auteur a pu classer les champignons selon leurs adaptations a différentes concentrations de
NaCl ; ou les halophiles se développent de facon optimale a des concentrations en NaCl
variant entre 0,2 et 0,85 mol/l (2-5%) de NaCl. Les halophiles modérés se développent de
facon optimale a 0,85-3,4 mol/l (5-20%) de NaCl. Alors que, les halophiles extrémes se
développent a une concentration de 3,4-5,1 mol/l (20-30%) de NaCl. En revanche, les non
halophiles se développent a des concentrations inférieurs a 0,2 mol/l et les halotolérants
peuvent présenter une croissance optimale a une la salinité ¢levée et en I’absence d’une

concentration élevée de sels (Galinski, 1993).

Les especes d’Aspergillus terreus et Fusarium oxysporum sont des tolérants extrémes
a cause de leur croissance a une concentration supérieure a 30 g/l. Les espéces d’Aspergillus
ont été identifiées comme endophytes dans plusieurs plantes terrestres et éponges marines
(Venkatachalam et al., 2015). La présence en nombre élevé de souches isolées d’Aspergillus
terreus et Fusarium oxysporum dans la palmeraie de Tamentit est une preuve de leur
adaptation aux fortes concentrations de sels qui varient entre 4,63 a 18,37 g/l. L’adaptation de

cette population empéche le développement des autres espéces fongiques.

Gund-Cimerman et al., (2002) ont révélé la présence des mycétes dans des
environnements contenant des concentrations de NaCl variant de 15 a 332%, ou jusqu’ici
supposé, seules les bactéries qui pouvaient se développer. Par ailleurs, Kis-papo et al., (2003)
ont rapporté que des variétés de mycetes filamenteux ont été isolées a partir de la mer morte
(340 g/1 de NaCl). Pour s’adapter a ces conditions, les halophiles accumulent généralement
des concentrations ¢levées d’osmolytes ; substances dissoutes (Das Sarma et Arora, 2001).
Les souches d’Aspergillus terreus et de Fusarium oxysporum sont connues pour la production
de plusieurs métabolites secondaires ainsi que leurs actions antagonistes vis-a-vis de plusieurs
champignons phytopathogeénes.
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Les racines du palmier dattier abritent des champignons endophytes qui sont
halophiles extrémes et qui peuvent jouer un réle trés important dans le domaine agronomique,
pharmaceutique, médical et industriel. La confrontation de tous les endophytes isolés est
nécessaire afin de sélectionner toutes les souches halotolérantes ou bien halophiles. Des tests

in situ sont nécessaires sur plusieurs cultures pour confirmer leur tolérance a la salinité.

Pour résoudre le probléme de la salinisation des zones agricoles, ces champignons
halotolérants et halophiles représentent maintenant une source de génes cibles qui peuvent
étre utilisés pour transmettre leurs tolérance aux plantes et ainsi améliorer leur adaptation aux

concentrations élevées de sels des sols (Gunde-Cimerman et Zalar, 2014).
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CHAPITRE IV



Chapitre IV. Analyse de ’activité in vitro et in planta de la stimulation de la
croissance vegétale par les champignons endophytes isolés du palmier
dattier

4.1. Introduction

L’amélioration des rendements agricoles en qualité et en quantité passe
obligatoirement par 1’emploi de fertilisants d’origine chimique telles que les engrais minéraux
et les régulateurs de croissance des plantes. Méme si les résultats de 1’application de produits
chimiques témoignent leurs efficacités, leurs effets négatifs deviennent aujourd’hui une
problématique. En outre, il y a des préoccupations croissantes concernant les impacts de ces
produits sur la santé humaine et les écosystémes naturels (Murali et al., 2012).

L’utilisation de fertilisants chimiques menace la sante humaine et affecte la
biodiversité microbienne du sol, par dégradation de sa structure sans oublier la dépense
supplémentaire qu’elle constitue pour les agriculteurs et par voie de conséquence

I’augmentation des cotts de la production qu’elle engendre (Murali et al., 2012).

A T’heure actuelle, I’exploitation des microorganismes bénéfiques a gagné une
attention considérable et semble étre une alternative prometteuse a 1’utilisation des produits
chimiques. Les microorganismes endophytes colonisent les tissus internes des plantes sans
causer de symptdmes apparents, ils jouent un réle crucial dans les écosystemes naturels et
agricoles en agissant comme biofertilisants, épurateurs, éléments structurant la matrice du sol

et agents de lutte biologique (Wu et al., 2005).

La majorité des especes vegétales hebergent des champignons endophytes et leur
action directe et indirecte peut se traduire par une amélioration de la protection contre les
microorganismes phytopathogénes et les herbivores, la tolérance au stress biotique et
abiotique et la promotion de la croissance végeétale (Cheplick et Faeth, 2009 ; Rodriguez et
al., 2009 et Achatz et al., 2010). De tels effets tres spécifiques revétent a la fois un intérét

écologique et une grande importance économique.

Les endophytes sont considérés comme le second génome de la plante du fait de leurs

capacités a synthétiser des meétabolites secondaires trés divers et de constituer relativement
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une source potentielle pour des fins d’exploitation et d’application dans divers domaines
comme la médecine, I’industrie, I’environnement et 1’agriculture (Berendsen et al., 2012).
Cette perspective tres excitante fait de ces endosymbionts une ressource unique de génomes
microbiens de complexité réduite, avec des traits adaptatifs d'un grand intérét pour une grande

variété d'applications (Farrar et al., 2014).

Plusieurs champignons endophytes ont montré leur efficacité dans la stimulation de la
croissance des cultures économiquement importantes par le biais de 1’augmentation de la
disponibilit¢ des ¢éléments nutritifs, la fixation d’azote, la production de substances
essentielles de croissance en particulier les phytohormones et la production des sidérophores.
En plus, la présence de ces endophytes facilite la prolifération des poils racinaires qui
contribuent potentiellement a I'absorption des nutriments et des vitamines par la plante (Ratul
etal., 2012).

Ces dernieres années, les endophytes fongiques ont été explorés pour diverses
applications. Ceci est attribué a la vaste gamme de composés précieux produits tels que les
enzymes comme la chitinase, la lipase et la cellulase communément produites par divers
endophytes fongiques comme Beauveria, Lecanicillium, Metarhizium et Trichoderma, qui
contribuent a leur role dans le controle des ravageurs et des maladies (Fang et al., 2005 ;
2012). Ces effets bénéfiques ne se manifestent que si certaines conditions sont réunies plus
particulierement la sélection des isolats performants (Rodelas et al., 1993). Le dépistage ciblé
des endophytes des plantes provenant d'environnements extrémes (salins, déshydratés,
contamines, etc.) peut générer une multitude de nouveaux microorganismes présentant des
caracteres adaptatifs intéressants pour leur application dans les cultures économiquement
importantes (Farrar et al., 2014). En effet, la mise en ceuvre de ces microorganismes nécessite

des études finalisées dans des conditions naturelles en plein champ.

Les céréales et plus spécialement 1’orge et le bl¢, occupent a I’échelle mondiale une
place primordiale dans le systeme agricole. Elles sont considérées comme les principales
sources pour la nutrition humaine et animale (Slama et al., 2005). Le blé (Triticum durum)
occupe la premiere place dans la production mondiale et le deuxieme apres le riz, comme
source de nourriture pour les populations humaines, il assure de ce fait, 15% de ses besoins
énergétiques (Bajji, 1999). Cette importante culture a besoin de beaucoup d’intrants
biologiques pour améliorer sa production. L’orge (Hordeum vulgare L.) est une céréale a

grande importance économique en Algérie mais sa production, en qualité et en quantité, reste
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toujours limitée malgré les grands investissements mis en place pour la protection, la
préservation et I’exploitation de cette culture (Rachedi, 2003). Les études sur les endophytes
de I’orge et leurs effets bénéfiques sur la croissance de cette plante sont moins élucidées

(Murphy, 2013).

A cet effet, notre étude porte sur 1’évaluation de 1’efficacité de huit champignons
endophytes racinaires dans la promotion de la croissance. Cette activité a été conduite selon
deux étapes : la premiére consiste a apprécier, in vitro, la capacité de ces endophytes a
synthétiser quelques métabolites secondaires impliqués dans la promotion de la croissance
végétale a savoir : la production de 1’acide indole acétique (AIA); la production d’acide
cyanhydrique (HCN) et la solubilisation du phosphore. La seconde étape menée sous serre,
porte sur I’inoculation des semences de 1’orge (Hordeum vulgare L. var. Saida) et de blé
(Triticum durum var. Waha) par les champignons endophytes et la détermination de leurs
aptitudes dans la biostimulation végétale par I’étude des parameétres de croissance de 1’orge et
du blé. L’indice de vigueur ainsi que le taux de colonisation racinaire ont eté également

déterminés.

4.2. Matériel et Méthodes

4.2.1. Materiel végétal et fongique

Dans le but d’évaluer les effets bénéfiques des champignons endophytes dans la
promotion de la croissance, nous avons choisi une variété d’orge largement utilisée par les
agriculteurs ; il s’agit de la variété Saida. La variété contrastée améliorée Waha de blé dur
(Triticum durum Desf), présente un chaume et un cycle court, sensible au piétin échaudage a
¢été également choisie pour I’expérimentation in planta (Chennafi et al., 2010). Les semences
de ces especes de plante ont été fournies par I’Institut Technique des Grandes Cultures

(ITGC) de Oued EI Smar (Alger).

Les huit souches endophytes utilisées dans la présente étude ont été isolées a partir des
racines du palmier dattier, quatre provenant des dunes d’Alicante et quatre autres des

palmeraies d’Adrar et identifiées précédemment (Tableau 15 et Figure 43).
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Tableau 15 : Origine des champignons endophytes utilisés.

Souche fongique Espece Provenance

C198 Penicillium sp. Dunes d’Alicante

Sn182 Beauveria bassiana

G538 Aspergillus sp.

Sn3210 Souche de Marasmiaceae

T1222 Chaetomium sp. Palmeraies des oasis d’Adrar
B2398 Souche de Botryosphaeriaceae

T2168 Fusarium oxysporum

B21410 Aspergillus terreus

C : Carabassi, Sn : Sun Juan, G : Guardamar, T : Tamentit, B : palmier bayoudé d’El Mansour

Figure 43 : Boites de Pétri contenant les endophytes fongiques étudiés, cultivés sur le
milieu PDA :
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A: Penicillium sp. C198. B: Beauveria bassiana Sn182. C: Aspergillus sp. G538 D: Souche de la famille des
Marasmiaceae Sn3210. E: Aspergillus terreus B21410. F: Chaetomium sp. T1222. G: Souche de la famille des
Botryosphaeriaceae B2398. H: Fusarium oxysporum T2168.

4.2.2. Purification des souches

La purification des champignons endophytes a été réalisée aprés plusieurs repiquages,
par des transplantations successives des disques mycéliens dans des boites de Pétri contenant
le milieu PDA (Johnston et Booth, 1982).

4.2.3. Evaluation de la solubilisation in vitro du phosphore et de la

production de quelques metabolites secondaires

4.2.3.1 Solubilisation du phosphore (P)

Le test de solubilisation du phosphore a été effectue sur le milieu Pikovskaya PVK
bicalcique solide (Annexe 1) additionné de bleu de bromophénol (Pikovskaya, 1948). Des
disques mycéliens issus de pré-cultures fraiches sont repiqués dans des boites de Pétri
contenant le milieu PVK a raison de trois répétitions pour chagque souche fongique. Une boite
de Pétri contenant le milieu PVK sans inoculum sert comme témoin. Apres repiquage des

souches, les boites sont incubées a une température de 30 °C.

La lecture des résultats est faite aprés 7 jours par mesure du diameétre de la zone de
solubilisation (halo + colonie) et celui de la colonie fongique. La solubilisation du phosphore
est associée a une baisse du pH du milieu a cause de la sécrétion d’acides organiques et de
phosphatases. L'indice de solubilisation est calculé par le rapport: [diamétre total
(halo+colonie) / diamétre de la colonie] (Edi-Premono et al., 1996).

4.2.3.2. Production d’acide indole acétique (AIA)

Le milieu solide de Luria-Bertani enrichi avec du tryptophane (LBT) (Annexe 1) a été
utilisé pour identifier les isolats producteurs de 1’acide indole acétique (AIA) ou des
substances apparentées (Bric et al., 1991). Le milieu ainsi préparé est coulé dans des boites de
Pétri. Une membrane de nitrocellulose de 4 cm est déposée directement sur le milieu LBT.
Des disques mycéliens ont été déposes sur la méme membrane a I’aide d’une épingle stérile a

raison de trois répétitions pour chaque isolat.
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Les boites de Pétri ont été incubées a 30 °C pendant un temps nécessaire pour que les
colonies atteignent un diameétre de 2 mm lors de la lecture des résultats. La membrane de
nitrocellulose a été déposée sur le papier Whatman de 9 cm de diametre, impregné de 2,5 ml
du réactif de Salkowski (un mélange de de FeCl; (0,5 M) a 2% avec une solution d’acide
perchlorique a 35%) préalablement déposé dans une boite de Pétri en verre. Aprés 10 a 30
minutes, la synthese de I’AIA se traduit par la formation d’un halo rouge brique ou marron

autour de la colonie fongique indiquant la synthése du tryptophane.
4.2.3.3. Production d’acide cyanhydrique (HCN)

La capacité des isolats a produire 1’acide cyanhydrique a été vérifiée selon la méthode
de Bakker et Schippers (1987). Chaque isolat a éte repique sur le milieu PDA additionné de
glycine et coulé dans des boites de Pétri de 4 cm de diamétre. Un papier filtre de méme
diameétre imprégné d’une solution de couleur jaunatre contenant I’acide picrique a 0,5% et du
carbonate de calcium a 20% est dépose dans le couvercle de chaque boite de Pétri a raison de
trois répétitions pour chaque isolat. Les boites de Petri sont scellées avec du parafilm et
incubées a 30 °C en position inverse. Une vérification quotidienne des boites est réalisée afin
de déterminer les boites indiquant la synthése d’HCN, par un changement de couleur du

papier filtre de la couleur jaune a brune.

4.2.4. Evaluation de la promotion de la croissance de ’orge et du blé par
utilisation des endophytes fongiques — essai en pots.

Pour I’évaluation du test in planta, les semences de blé et d’orge ont subi une

inoculation fongique avant leur germination et a la fin de I’essai, les paramétres de croissance

ont été déterminés.

4.2.4.1. Préparation de I’inoculum fongique
Les disques mycéliens des huit champignons endophytes ont été déposés dans des
boites de Pétri contenant le milieu PDA, & raison de dix boites pour chaque traitement. Les

boites sont ensuite incubées pendant sept jours a une température de 30 °C.
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4.2.4.2. Désinfection et inoculation des semences par les champignons endophytes

Pour la désinfection des semences d’orge et de blé dur, nous avons suivi le protocole
de Macia-Vicente et al. (2008b). Les semences ont été désinfectées a 1’eau de Javel a 12°
additionné d’une goutte de Tween 20, pendant une heure en agitation continue. La
désinfection est suivie de 5 ringages successifs a 1’eau distillée stérile puis les graines sont

séchées sur du papier Whatman stérile.

Les semences d’orge et de blé¢ dur préalablement désinfectées ont été directement
placées dans les boites de Pétri contenant les champignons endophytes (Monfort et al., 2005).
Huit boites de Pétri de chaque champignon endophyte ont été utilisées et 6 a 8 graines ont été
déposées par boite. Pour le témoin négatif, les graines sont placées directement sur le milieu
PDA sans inoculum. Les boites de Pétri sont incubées a 30 °C pendant 72 heures avant leur

mise en pots. En parallele, les taux de germination des graines ont été calcules.

4.2.4.3. Mise en place de la culture et dispositif expérimental de ’essai sous serre

Le substrat utilisé dans cette expérimentation est un mélange de 2/3 de sable et 1/3 de
tourbe stérilisé au four Pasteur & 250 °C pendant une heure, dans le but de diminuer au
maximum la microflore du sol. Les semences germées sont transplantées dans des pots
contenant le substrat stérilisé précédemment, a raison de 400 g par pot. Ces pots sont ensuite

maintenus sous serre a une température ambiante (25 a 30 °C).

Les pots sont disposés sur une paillasse métallique distante de 1 m du sol pour éviter
tout type de contamination issue du sol. Cette paillasse est munie d’une mini-Serre pour mieux

protéger les plants (Figures 44 et 45).

Le dispositif expérimental de I’essai sous serre a été mené selon un bloc complet. Le
dispositif est constitué de cing traitements, le nombre de répétitions pour chaque traitement
est de 30. Le nombre total était de 160 plants pour tous les traitements testés. Pour chaque
traitement, 2 pots ont été rajoutés pour 1’évaluation ultérieure de la colonisation racinaire des
endophytes. Les plants sont arrosés régulierement avec de ’eau stérile pendant une période de

Six semaines avec une fréquence d’arrosage de deux fois par semaine.
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Figure 44 : Dispositif expérimental en bloc complet représentatif de D’essai in

planta d’inoculation de I’orge (Hordeum vulgare L.) par les champignons endophytes.
T1: Témoin négatif sans inoculum, T2 : semences germées en présence de la souche Sn3210 affiliée au
Marasmiaceae, T3 : Semences germées en présence de Penicillium sp. C198. T4 : Semences germées en

présence de Beauveria bassiana Sn182. T5 : Semences germées en présence d’Aspergillus sp. G538.

Figure 45 : Dispositif de I’essai de biostimulation de la croissance végétale du blé dur

par les champignons endophytes.
T1: Témoin négatif sans inoculum. T2: Semences germées en présence de Chaetomium sp T1222.
T3: Semences germées en présence de Fusarium sp. T2168. T4: Semences germées en présence de la souche

B2398 affiliée au Botryosphaeriaceae. T5: Semences germées en présence d’Aspergillus terreus B21410.
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4.2.4.4. Evaluation des parametres de la croissance végétale

Pour évaluer les effets de I’inoculation des champignons endophytes sur la
biostimulation de la croissance de I’orge et du blé dur, nous avons mesuré les parameétres de

croissance relatifs au développement de la partie aérienne et de la partie racinaire.

-La longueur de la partie aérienne
La longueur de la partie aérienne a été mesurée a I’aide d’un double décimeétre a partir du
collet jusqu’a D’extrémité apicale des plants puis la moyenne a été calculée pour chaque

traitement.

- La longueur de la partie racinaire
La longueur du systéme racinaire a ét¢ mesurée a partir de la fin de I’extrémité basale du

collet jusqu’a la fin de la racine principale.

-Le poids frais et sec de la partie aérienne et racinaire
Toutes les plantes ont été coupées au niveau du collet et pesées immédiatement pour éviter les
pertes en eau. Une fois le poids frais des deux parties est noté, les fragments sont mis a I’étuve
pour évaluer le poids sec des deux parties, aérienne et racinaire a une température de 105 °C

jusqu’a stabilisation du poids sec.
4.2.4.5. Calcul de ’indice de vigueur

La promotion de la croissance des plantes induite par les huit champignons endophytes
utilisés a été¢ évaluée en se basant sur 1’indice de vigueur (IV) des plantes. Cet indice est
calculé par une méthode appelée «The Standard Roll Towel Method». Les longueurs des
racines et des tiges des différents plantes préalablement mesurées ainsi que le pourcentage de
la germination des graines ont été utilisés pour calculer l'indice de vigueur, qui est déterminé

en utilisant la formule décrite par Abdul Baki et Anderson (1973) :

Indice de vigueur (IV) = (longueur moyenne des racines + longueur moyenne des tiges) X

pourcentage de germination.
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4.2.5. Evaluation du potentiel de colonisation racinaire des plantes par les
champignons endophytes testés

A la fin de D’expérimentation, nous avons jugé nécessaire d’estimer le taux de
colonisation des racines par les endophytes fongiques. Tout d’abord, un ringage avec I’eau du
robinet a été procédé pour éliminer le sol adhéré aux racines. En se basant sur la méthode
décrite par Macia-Vicente et al. (2008b), une désinfection de la surface des racines a été
réalisée en les trempant dans une solution d’hypochlorite de sodium a 1% pendant une
minute, suivie par trois ringages a 1’eau distillée stérile et un séchage a I’air libre sur du papier
filtre dans une zone stérile. Les racines sont ensuite coupées en fragments d’environ 1 cm,
puis placées sur le milieu PDA, supplémenté d’une goutte de Triton. Dix fragments de racines
ont été déposés par boite de Pétri, a raison de trois répétitions pour chaque traitement et sont
ensuite incubées a 30 °C. La colonisation racinaire a été évaluée guotidiennement et pendant
10 jours pour déterminer le taux de colonisation (TC) selon la formule suivante (Petrini et al.,
1992)

Nombre de fragments colonisés par I’endophyte

Taux de colonisation (TC) (%) = X100

Nombre total des fragments incubés

4.2.6. Analyse statistique

L'analyse de la variance des paramétres de croissance a été calculée par le modéle
G.L.M (General Linear Model) du logiciel SYSTAT version 2012 a une valeur de probabilité
P<0,05. L’indice de vigueur et le taux de la colonisation racinaire des plantes par les isolats

fongiques ont été determinés par le logiciel Excel (version 2007).

4.3. Résultats

4.3.1. Solubilisation du phosphore et production de quelques métabolites
secondaires

4.3.1.1. Solubilisation du phosphore (P)

Les sept isolats fongiques de Beauveria bassiana Sn182, Penicillium sp. C198,
Aspergillus sp. G538, la souche Sn3210 affiliée au Marasmiaceae, Chaetomium sp. T1222,
Aspergillus terreus B21410 et Fusarium sp. T2168 étaient capables de solubiliser le

phosphore inorganique sous forme bicalcique. Cette solubilisation est révelée soit par la
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présence d’un halo autour de la colonie fongique, soit par un changement de couleur du
milieu de culture. La variation du diameétre du halo montre qu'il y a une variabilité dans le
pouvoir de solubilisation du phosphore entre les isolats fongiques testés. Par contre, I’isolat
fongique B2398 affilié au Botryosphaeriaceae s’est montré incapable de solubiliser le
phosphore.

L'indice de solubilisation du phosphore de Beauveria bassiana Sn182 était de 3,6
montrant un pouvoir de solubilisation supérieur par rapport aux autres souches, par contre,
Chaetomium sp. T1222 et Penicillium sp. C198, présentent un halo clair autour de la colonie

fongique avec des indices de solubilisation de 1,62 et 1,37, respectivement.

Aspergillus sp. G538, la souche Sn3210 affiliée au Marasmiaceae , Aspergillus terreus
B21410 et Fusarium sp. T2168 montrent un changement de couleur du milieu de culture, ce

qui indique une solubilisation compléte du phosphore présent (Figure 46).
4.3.1.2. Production d’acide indole acétique (AIA)

La production qualitative de 1’acide indole acétique et/ou de ses composés apparentés
a été observée seulement chez six isolats fongiques a savoir, Aspergillus sp. G538, la souche
Sn3210 affiliée au Marasmiaceae, Fusarium sp. T2168, Aspergillus terreus B21410, la
souche B2398 affiliée au Botryosphaeriaceae et Chaetomium sp. T1222. Ces champignons
ont développé une coloration marron ou rouge brique a la suite de 1’addition du réactif de
Salkowski aprés 20 a 30 min d’incubation, la concentration de 1’AIA varie d’un isolat a un

autre (Figure 47).
4.3.1.3. Production d’acide cyanidrique (HCN)

La production d’HCN a été observée uniquement chez Chaetomium sp. T1222,
Aspergillus terreus B21410, la souche Sn3210 affiliée au Marasmiaceae et Beauveria
bassiana Sn182. Le changement de couleur du papier filtre de la couleur jaune a brune,
comparativement au témoin, indique la synthése d’HCN. L’intensité était plus élevée chez
I’isolat fongique Chaetomium sp. T1222 par rapport a Aspergillus terreus B21410 et une
diffusion de la couleur marron dans le milieu a été observée pour Beauveria bassiana Sn182
(Figure 48).
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Botryosphaeriatene

Figure 46 : Solubilisation du phosphore bicalcique par les champignons endophytes
testés.

Papier Whatman imbibé
par le réactif de Salkowski

Papier filtre

: Boite de Pétri en vemre
Témoin

Figure 47 : Production d’AIA par les champignons endophytes testés.
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Figure 48 : Production d’HCN par les endophytes fongiques étudiés.

4.3.2. Evaluation de la capacité de quelques isolats de champignons

endophytes sur la stimulation de la croissance végétale du blé et de I’orge

4.3.2.1. Effet des champignons endophytes sur la longueur de la partie aérienne et
racinaire des plants d’orge et de blé dur

Les souches de Chaetomium sp. T1222, la souche B2398 affiliece au
Botryosphaeriaceae, Beauveria bassiana Sn182, Penicillium sp. C198, ainsi qu’Aspergillus
sp. G538 ont engendré une augmentation de la longueur des parties aérienne et racinaire des
plants par rapport au témoin respectifs (Figure 49). Par contre, Fusarium sp. T2168 et
Aspergillus terreus B21410 ont enregistré une inhibition de la germination de certaines
semences du blé. La souche apparentée aux Marasmiaceae Sn3210 a engendré un effet
négatif sur 1’orge, engendrant une diminution de la longueur moyenne des parties aérienne et

racinaire par rapport au témoin.
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Figure 49 : La longueur des parties aérienne et racinaire des plantules du blé dur et

d’orge apreés six semaines d’inoculation.

L’application du modele G.L.M (General Linear Model) a permis de déduire que
I’effet de I’inoculation des semences d’orge et de blé dur par les isolats fongiques testés sur la
longueur des parties aérienne et racinaire sont trés hautement significatifs (p=0,00) (Figure
50). Sur les plantules d’orge et concernant les parties aérienne et racinaire, Penicillium sp.

C198 a enregistré des valeurs de 41,2 cm et 34,63 cm, suivie par Aspergillus sp. G538 avec
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38,8 cm et 32,11 cm ainsi que B. bassiana Sn182 avec 33,75 cm et 24,98 cm, respectivement.
Par ailleurs, le témoin a enregistré une valeur moyenne de 29 cm et 12,15 cm. Les meilleures
hauteur des parties aérienne et racinaire du blé dur ont été notées chez les plants inoculés par
I’isolat fongique affilié a la famille des Botryosphaeriaceae B2398 avec des valeurs de 23,24
cm et 23,38 cm, suivi par Chaetomium sp. T1222 avec des valeurs de 23,15 cm et 19,63 cm.
Par ailleurs, le ttmoin a enregistré une hauteur moyenne de la tige de 17,61 cm et une hauteur
de la racine de 12,93 cm. Les deux isolats fongiques Fusarium sp. T2168 et Aspergillus
terreus B21410 ont enregistré une hauteur moyenne de la partie aérienne de 9,71 cm et
12,03 cm et de 4,36 cm et 3,23 cm de la partie racinaire, respectivement.

4.3.2.2. Effet des champignons endophytes sur le poids frais et sec de la partie aérienne
des plants d’orge et de blé dur

Les plants d’orge traités par la souche fongique Penicillium sp. C198 ont enregistré
des valeurs moyennes des poids frais et sec de la partie aérienne plus élevées, qui sont de 1,35
g et 0,59 g, respectivement, par rapport aux autres traitements et par rapport au témoin (0,77 g
et 0,37 g).

Les résultats obtenus montrent une augmentation du poids frais et du poids sec de la
partie aérienne des plants du blé dur inoculés avec les isolats fongiques Chaetomium sp.
T1222 et la souche B2398 affiliée au Botryosphaeriaceae. Au contraire, une diminution des
poids frais et sec de la partie aérienne a été enregistrée chez les plantules inoculées par les
deux isolats fongiques Fusarium sp. T2168 et Aspergillus terreus B21410 par rapport au
témoin. Les meilleures valeurs moyennes des poids frais et sec de la partie aérienne ont été
enregistrées chez les plants inoculés par la souche B2398 affiliée aux Botryosphaeriaceae
avec des valeurs de 0,36 g et 0,13 g, respectivement, comparativement au témoin ou les
valeurs ¢taient de 0,19 g et 0.05 g. D’apres le model G.L.M, les résultats obtenus sont treés

hautement significatifs (p=0,00) (Figure 51).
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4.3.2 .3. Effet des champignons endophytes sur le poids frais et sec de la partie racinaire

des plants d’orge et de blé dur

Les résultats des analyses statistiques montrent une augmentation des poids frais et sec
de la partie racinaire des plants d’orge inoculés par les champignons endophytes, a
I’exception des plants traités par la souche fongique de Marasmiaceae Sn3210 pour laquelle

les poids frais et secs moyens sont inférieurs a ceux du témoin.

Les meilleurs poids frais et sec de la partie racinaire ont été enregistrés chez les plants
inoculés par Aspergillus sp. G538 avec 0,61 g et 0,42 g, suivis par Penicillium sp. C198 avec
0,51 g et 0,34 g, respectivement. Le témoin a enregistré des valeurs moyennes de 0,37 g et
0,23g. L’application du modele G.L.M, a montré des effets significatifs (p=0,019 pour le
poids frais et p=0,022 pour le poids sec), comparés au témoin.

La souche de Chaetomium sp. T1222 et la souche B2398 de Botryosphaeriaceae ont
induit une augmentation des poids frais et sec de la partie racinaire des plants de blé dur, par
contre, Fusarium sp. T2168 et Aspergillus terreus B21410 ont enregistré une diminution des

poids frais et sec de la partie racinaire.

Les meilleures valeurs des poids frais et sec des racines ont été enregistrées chez les
plants de blé dur inoculés par I’isolat fongique Chaetomium sp. T1222, avec des valeurs de
0,15 g et 0,097 g, respectivement, suivis par [’isolat fongique B2398 affili¢ aux
Botryosphaeriaceae qui a marqué les valeurs de 0,14 g et 0,096 g, respectivement, par rapport
au témoin (0,11 g et 0,068 g). L’application du modéle G.L.M a montré des effets tres
hautement significatifs (p=0,00) (Figure 52).
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Figure 52 : Effet des isolats fongiques endophytes sur les poids moyens frais et sec de la

partie racinaire de I’orge (A) et du blé dur (B) selon le modéle GLM.
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4.3.2.4. Indice de vigueur

Nous avons constaté une germination rapide des semences de 1’orge dans les trois
traitements par rapport au témoin, ou le meilleur pourcentage a été enregistré en présence de
la souche de Penicillium sp. C198 (94,82%), suivi par Aspergillus sp. G538 (86,20%) alors
que le témoin a affiché un pourcentage de 60,34%. Cependant, la souche Sn3210 de

Marasmiaceae a enregistré le taux de germination le plus bas avec 44,82%.

L’indice de vigueur le plus élevé (7190,20) a été enregistré chez la souche fongique
Penicillium sp. C198, suivie par la souche d’Aspergillus sp. G538 (6112,442), tandis que la
souche de Marasmiaceae Sn3210 a marqué un indice de vigueur inférieur a celui du témoin

non traité.

Les isolats fongiques Chaetomium sp. T1222 et la souche B2398 affiliée a
Botryosphaeriaceae ont engendré une augmentation des taux de germination de 78,89% et
71,12%) des semences du blé dur et d’indice de vigueur de 337491 et 3315,61
respectivement par rapport au témoin (70,58% et 2155). Les isolats de Fusarium sp. T2168 et
d’Aspergillus terreus B21410 ont montré des taux de germination del6,18% et 21.65% et un
indice de vigueur de 351,92 et 164,54, inférieurs a ceux du temoin (Figure 53).
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Figure 53 : Effet des champignons endophytes testés sur la germination et I’indice de
vigueur de I’orge (A) et du blé dur (B).
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4.3.3. Evaluation de la colonisation racinaire de I’orge et de blé dur par les

endophytes fongiques testes

La vérification de la présence des isolats fongiques dans les racines des plantules de
Iorge et du blé dur est démontrée par la détermination du taux de colonisation. Ce taux
exprime le pouvoir colonisateur des isolats fongiques inoculés sur les semences. Une
colonisation intense des fragments des racines de 1’orge par les endophytes testés a eté
observée, le taux dépasse 50% pour les quatre souches fongiques testées. Aspergillus sp.
G538 a enregistré le taux le plus marqué (100%), suivie par Penicillium sp. C198 (83,33%)
tandis que la souche Sn3210 affiliée a Marasmiaceae et Beauveria bassiana Sn182 ont

enregistré les taux de colonisation les plus faibles 56,66% et 53,33% respectivement.

Les isolats fongiques étudiés sur le blé dur,la souche Chaetomium sp. T1222, la
souche B2398 de Botryosphaeriaceae, la souche de Fusarium sp. T2168 et Aspergillus
terreus B21410 ont montre une bonne colonisation. Le meilleur taux de colonisation est
donné par I’isolat fongique Aspergillus terreus B21410 avec une valeur de 86,66%
comparativement avec les isolats Chaetomium sp. T1222, la souche B2398 de
Botryosphaeriaceae, Fusarium sp. T2168 avec des valeurs de 63,33%, 60% et 56,66%,
respectivement (Figure 54 et 55).

Aspergillus terreus.

Figure 54 : Colonisation des fragments de racines de ’orge et du blé dur par les

endophytes fongiques testés sur le milieu PDA.
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Figure 55 : Taux de colonisation des racines des plants d’orge (A) et de blé dur (B) par

les endophytes fongiques testés.

4.3.4. Discussion

Les champignons endophytes établissent une relation étroite avec leur plante hote et
peuvent de ce fait interagir plus longtemps (Hallmann et al., 1997). De ce fait, ils stimulent
directement la croissance des plantes en conférant une meilleure disponibilité des éléments
nutritifs du sol, en produisant des régulateurs de croissance végétale et en activant les
mécanismes de résistance induits chez les végétaux. Leur application comme biopesticides ou
biofertilisants peut constituer une approche écologique durable afin de réduire 1’utilisation des

produits chimiques synthétiques non respectueux a I’environnement (Rodelas et al., 1993).

Lors de notre étude, menée in vitro et in planta, dans le but d’évaluer une éventuelle
efficacité des huit champignons endophytes racinaires dans la promotion de la croissance de
I’orge et du blé dur, nous avons constaté que ces endophytes avaient la capacité de produire
quelques metabolites secondaires impliqués directement ou indirectement dans la stimulation

de la croissance végétale.

Les sept souches endophytes, Beauveria bassiana Sn182, Penicillium sp. C198,
Aspergillus sp. G538, la souche Sn3210 de Marasmiaceae, Chaetomium sp. T1222,
Aspergillus terreus B21410 et Fusarium sp. T2168, étaient capables de solubiliser le

phosphore a I’exception de la souche apparentée aux Botryosphaeriaceae B2398.
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Les huit souches a I’exception de Beauveria bassiana Sn182 et Penicillium sp. C198
ont synthétisé 1’acide indole acétique (AIA) et seules quatre parmi les huit endophytes c’est-a-
dire, Aspergillus terreus B21410, Chaetomium sp. T1222, Beauveria bassiana Sn182 et la

souche de Marasmiaceae Sn3210 produisent I’HCN.

La souche d’Aspergillus sp. G538, la souche de Marasmiaceae Sn3210, Chaetomium
sp. T1222 et Aspergillus terreus B21410 avaient une forte activité métabolique et ont
synthétisé plus de métabolites que les autres, Beauveria bassiana Sn182, Penicillium sp.
C198 et Fusarium sp. T2168 ont produit deux métabolites, alors que la souche B2398 de

Botryosphaeriaceae n’a produit que I’AIA.

La solubilisation du phosphore a été mise en évidence par la formation d’un halo
transparent ou encore par un changement de couleur du milieu de culture. Des études ont
affirmé la capacité des champignons endophytes a solubiliser le phosphore associant cette
solubilisation a une baisse du pH du milieu (Hinsinger, 2001). Les microorganismes
solubilisateurs de phosphore secrétent des acides organiques et des phosphatases qui
convertissent les formes insolubles de phosphates en phosphates solubles assimilables par les
plantes (Richardson, 2001). En effet, certains microorganismes libérent dans leurs milieux des
acides organiques capables d’extraire le phosphore « assimilable » en séquestrant les cations
métalliques intervenant dans 1’adsorption du phosphore (Vasquez et al., 2000). Les travaux de
Cline et al. (1982) ont montré que la production des acides organiques au niveau de la
rhizosphére est essentiellement assurée par des microorganismes rhizosphériques ou par les
racines de certaines plantes. D’autre part, les résultats d’expérimentation ont permis de
montrer que I’inoculation par des microorganismes solubilisateurs du phosphore augmente la

productivité des cultures économiquement importantes (Ratul et al., 2012).

Les résultats des réponses des souches endophytes montrent que la synthése de la
phytohormone en I’occurrence I’ AIA, est révélée par la présence d’une coloration marron ou
rouge brique dont I’intensité varie d’un isolat a un autre. Cette variation de la couleur est due

a la concentration de 1’ AIA produit.

Les phytohormones peuvent étre synthétisées non seulement par les plantes mais aussi
par les microorganismes y compris les bactéries et les champignons. L’acide-indole-3-
acétique et les gibbérellines se sont révélés étre présents chez les microorganismes
(Tudzymski et Sharon, 1994). La capacité de promouvoir la croissance des plantes est

relativement assurée par la production de phytohormones provenant des endophytes, tels que
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I’acide-indole-3-acétique (AIA) et la cytokinine (Muhammad et al., 2010). Des études ont
rapporté le role de I’AIA produit par Penicillium citrinum, Trichoderma harsianum et
Aspergillus niger dans ’augmentation des poids sec des parties aériennes et souterraines des
plantes (Janardan et al., 2011). L’AIA est impliqué aussi dans I’initiation de la division

cellulaire au niveau des racines et de leurs élargissements (Salisbury, 1994).

L’implication directe de la production de diverses phytohormones par les endophytes
dans 1’amélioration de la croissance et le développement des plantes est unanimement
reconnue (Lazarovits et Nowak, 1997). Chez les céréales, des études ont affirmé la capacité

des endophytes a induire la production de phytohormones (Lupway et al., 2004).

Les endophytes fongiques testés présentaient la capacité de libérer ’HCN dans le
milieu qui est révélé par le passage de la couleur jaune a brune et dont I’intensité varie en
fonction des isolats. D’aprés la littérature, certains endophytes produisent une gamme de
composés organiques volatiles (COVs) avec une activité de synergisme contre les bactéries et
les champignons (Mitchell et al., 2010). Les COVs produits par les champignons ont été
¢étudiés intensivement pour leur usage comme caractere d’identification pour la détection des
champignons favorisant le développement et la croissance indirecte des plantes cultivées
(Bennett et al., 2012). Ces COVs produits par plusieurs champignons endophytes ont des
propriétés a la fois antibactériennes et antifongiques (Strobel et al., 2006).

L’essai in planta de la promotion de la croissance par ’utilisation des champignons
endophytes a montré une ameélioration de la croissance végétale. L’amélioration est
significative sur la germination de la semence ainsi que sur tous les parametres de croissance
étudiés comparés au témoin non inoculé. Cette amélioration a permis une augmentation de la
biomasse végétative aérienne et racinaire des plants d’orge par les isolats de Penicillium sp.
C198, d’Aspergillus sp. G538 et des plants de blé dur par les isolats de Chaetomium sp.
T1222 et avec la souche de Botryosphaeriaceae B2398. Il semble que certaines souches sont

plus performantes que d’autres.

Contrairement aux autres endophytes fongiques, la souche de Marasmiaceae Sn3210 a
engendré un effet négatif sur 1’orge par rapport au témoin, cet effet est observé a travers
I’enrobage de la semence par son mycélium qui a favorisé 1’inhibition de sa germination. Les
autres souches concernées par I’effet d’inhibition de la germination et 1’arrét de la croissance

des semences germées de blé dur sont, Fusarium sp. T2168 et Aspergillus terreus B21410.

119



Les micro-organismes endophytes peuvent stimuler la croissance végétale par
différents mécanismes y compris la sécrétion des hormones de croissance végétale, telles que
I’acide indole acétique et les gibbérellines, la solubilisation du phosphore, la production des
sidérophores et par la fixation de 1’azote. De plus, la présence de ces endophytes facilite la
prolifération des poils racinaires qui contribuent potentiellement a I'absorption des nutriments

et des vitamines par la plante hote (Ratul et al., 2012).

Des effets de la biostimulation ont été enregistrés par les champignons endophytes sur
la germination des semences de 1’orge et de blé dur étudiés in vitro. Il s’avére que ces
endophytes ont la capacité de produire un, deux ou trois métabolites. Penicillium sp. C198 a
solubilisé le phosphore, la souche de Botryosphaeriaceae B2398 a synthétisé AlA,
Aspergillus sp. G538 a solubilisé le phosphore et a synthétisé AlA, alors que Chaetomium sp.
T1222 a solubilisé le phosphore et a produit AIA et HCN, ce qui a permis d’engendrer une

augmentation et une rapidité de la germination des graines inoculées.

De ce qui précede, nous pouvons suggerer que les endophytes fongiques testés ont
permis de réguler le taux d’éthyléne dans les racines en favorisant sa production en début de
la levée de la dormance de la graine permettant ainsi d’augmenter son taux de germination
comme rapporté par Valverde et al. (2006). Cet état de fait, est expliqué par le fait que la
synthése d’hormones, en particulier les gibbérellines déclenche des enzymes spécifiques pour
I’hydrolyse des réserves contenues dans la graine permettant d’augmenter ainsi la

disponibilité en nutriments et de favoriser la germination de la semence (Hasan, 2002).

Les résultats de 1’essai in planta obtenus par la présente étude, que ce soit pour le blé
dur ou bien pour 1’orge révelent une augmentation de la biomasse des parties aérienne et
racinaire par rapport aux témoins respectifs. En comparant les résultats obtenus pour le blé et
I’orge (partie aérienne /partie racinaire), on constate que les plantules de 1’orge ont présenté

les meilleures résultats.

Les résultats de 1’étude in planta confirment ’effet bénéfique sur la croissance
végétale du fait de I'implication des souches testées sur la production des métabolites
secondaires agissant directement sur la croissance et le développement de I’espéce végétale
(bl¢é dur ou orge). Des études menées sur 1’interaction plante/endophytes et en particulier sur
les endophytes appartenant au groupe des Clavicipitaceae sur les graminées, ont montré

I’implication des métabolites d’origine fongique de type alcaloides et d’autres molécules dans
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cette symbiose (Kuldau et Bacon, 2008 et Rodriguez et al., 2009). Ces cas d’études ont initié

I’intérét pour I'application des endophytes pour I'amélioration agricole des plantes.

L’orge et le blé sont des graminées les plus économiquement importantes, ces especes
ont été sujettes a de multiples recherches visant a mettre en évidence la relation entre la plante
et les endophytes et leurs effets sur la croissance et la santé végétale. Le champignon
endophyte modele Piriformospora indica, testé pour 1’étude de la colonisation des racines, a
été montré efficace dans la promotion de la croissance vegétale, il permet parallélement
d’augmenter la tolérance a la salinité (Waller et al., 2005 ; Baltruschat et al., 2008 et
Oelmiller et al., 2009) et la résistance contre les microorganismes phytopathogenes chez
I’orge (Waller et al., 2008 ; Felle et al., 2009 ; Rahnamaeian et al., 2009 et Achatz et al.,
2010). La colonisation racinaire par ce champignon augmente la biomasse des plants d’orge
jusqu'a 65% aprés 4 semaines d’inoculation dans des conditions contrdlées et elle peut
atteindre 10% en plein champ (Waller et al., 2005 ; Schafer et al., 2009). Chez une autre
espece apparentée P. indica, la promotion de la croissance de 1’orge a été également obtenue
suite a son inoculation, due essentiellement & son aptitude a solubiliser le phosphore et a la
fixation de 1’azote (Ngweneet al., 2013).

La souche endophyte Penicillium radicum testée pour les mémes objectifs, a permis
d’améliorer d’une facon tres significative le rendement du blé sous des conditions contrdlées
et aussi en plein champ. Cet effet de promotion de la croissance est principalement dd a la
capacité de ce champignon a solubiliser le phosphore inorganique sous ses différentes formes
(CaHPO,), (Ca3(POy),), (FePO4-4H,0) et (AIPO,) et par d’autres mécanismes de la
promotion de la croissance (Whitelaw et al., 1999).

Dans notre cas, I’inoculation de la semence d’orge par Penicillium sp. C198,
Aspergillus sp. G538 et du blé dur par Chaetomium sp. T1222 et la souche B2398 affiliée aux
Botryosphaeriaceae a induit une amélioration des biomasses aérienne et racinaire et une
augmentation de I’indice de vigueur. Nos résultats corroborent avec les résultats de plusieurs
auteurs sur différentes espéces végétales, comme le riz et le concombre, inoculés par
Penicillium sp. Cette symbiose a permis une assimilation plus élevée des minéraux essentiels
tels que le potassium, le calcium et le magnésium, ainsi que la production de 1’acide indole
acétique et des gibbérellines. Cette amélioration de la croissance des plantes méme dans les

conditions de stress hydrique et salin a été observée et expliquée par le fait que 1’interaction
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fongique module la production de I’acide abscicique, altére 1’acide jasmonique et augmente la

teneur de I’acide salicylique (Waqas et al., 2012).

Sur le soja, les résultats de 1’étude menée par El-Azouni (2008) menée sous serre
montrent une augmentation du rendement suite a I’inoculation de la semence avec deux
champignons solubilisateurs du phosphore A. niger et P. italicum. L’augmentation de la
teneur en protéines et en matiere grasse était aussi apportée et parallelement une élévation du
pourcentage d’azote et de phosphore chez cette plante. L'analyse du substrat-sol de cette
méme étude a prouvé que la disponibilité en phosphore et en carbone organique était plus
élevée dans le cas des traitements plante / endophyte par rapport au sol initial non inoculé.
Dans une autre étude réalisée sur une autre légumineuse, Mittal et al. (2008) utilisant deux
champignons solubilisateurs du phosphore (Aspergillus awamori et Penicillium citrinum) ont
montré une amélioration de la production et la croissance du pois chiche. Le traitement de la
semence par ces deux champignons a induit une augmentation de la longueur des plantes
allant jusqu’a 12% et le nombre ainsi que le poids des graines sont deux a trois fois plus

importants que chez les plantes non inoculées.

Chez la tomate, Windham et ses collaborateurs (1986) ont observé une augmentation
du taux de germination des semences et une croissance végétale plus prononcee sur la
longueur et le poids sec des parties aérienne et racinaire des plantes inoculées par
Trichoderma harzianum et Trichoderma koningii. Notons au passage que le genre
Trichoderma regroupe des especes de champignons rhizosphériques appartenant au PGPF ou

au groupe des endophytes (Bae et al., 2011).

Les résultats négatifs ayant été enregistrés lors de l’inoculation par la souche de
Marasmiaceae Sn3210 sur I’orge et par Fusarium sp. T2168 et Aspergillus terreus B21410
sur le blé dur, n’impliquent pas qu’il s’agit de microorganismes présentant une nuisance a la
plante du fait de leurs capacité de produire des métabolites secondaires en I’occurrence AlA
et HCN et leur capacité de solubilisation du phosphore. De plus, ces endophytes se sont
aveérés tres efficaces comme agents de lutte biologique du fait de 1’activité antagoniste in vitro
étudiée précédemment (chapitre 3) et prouvant leurs actions antagonistes in vitro envers les
trois champignons phytopathogenes testés.

L’application de tels traitements biologiques ne garantit pas I'établissement d'un

endophytisme bénéfique ou une amélioration du rendement. Pour cela, la colonisation
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racinaire, la spécificité de I'n6te, la promotion de la croissance doivent étre comprises et

élucidees pour réussir leurs utilisations (Sturz et Nowak, 2000).

L'inhibition de la croissance végétale est causée par des champignons phytopathogénes
cependant, des champignons hébergés par la plante et non phytopathogénes peuvent aussi
avoir des effets négatifs sur la croissance des plantes et inhiber son développement. Yuen et
Schroth (1986), rapportent que des souches d’Eupenicillium javanicum, Penicillium
janthinellim, P. citreonigrum et P. citrinum isolées des racines d’une plante appelée zinnia
causent entre 23% et 57% d’inhibition de la croissance de la méme plante. Sur des études
meneées avec des bactéries endophytes, Van Peer et al. (1990) et Ozaktan et al. (2013) ont
montré que certains isolats n‘ont aucun effet sur la germination des semences, tandis que

d'autres, une fois appliqués, causent la suppression de la germination des semences.

La biostimulation de la croissance végétale par les champignons endophytes est aussi
confirmée par l’'indice de vigueur évalué, un paramétre qui s’avere important dans la
détermination de I’efficacité des endophytes (Haddad et Krimi, 2014 et Krimi et al., 2016). Le
champignon endophyte Penicillium sp. a enregistré une valeur deux fois plus élevée (7190),
suivi par la souche Aspergillus sp. avec 6112, comparée au témoin non traité n’ayant

enregistré que 3086.

Une germination rapide des semences de [’orge a été observée en présence de la
souche de Penicillium sp. C198 et d’Aspergillus sp. G538. Les isolats fongiques Chaetomium
sp. T1222 et la souche B2398 affiliée au Botryosphaeriaceae ont engendré une augmentation
du taux de germination des graines de blé par rapport au témoin. Ces résultats positifs de
I’effet sur la germination des semences des deux plantes peuvent étre expliqués par le fait que
les endophytes régulent le taux de 1’éthyléne dans les racines en favorisant sa production au
début de la germination pour la levée de la dormance de la graine permettant ainsi
d’augmenter son taux de germination (Valverde et al., 2006). Il a été montré aussi que 1’acide
indole acétique d'origine microbienne joue un réle majeur dans la promotion de la

germination de plusieurs espéces végétales.

D’autres facteurs favorisant ’action bénéfique des champignons endophytes, sont, leur
persistance dans le sol et leur effet de colonisation. Whitelaw et al. (1999), ont décrit qu’un
grand nombre de champignons isolés a partir des racines du blé cultivé dans un sol ou la

fertilisation phosphatée n’est pas appliquée pendant plusieurs années, étaient capables de
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solubiliser le phosphore in vitro et de coloniser les racines et aissi promouvoir la croissance
du blé. 1l est notable que le systeme racinaire permet une plus grande exploration du sol, par
conséquent, une augmentation de la surface d’échange et une nutrition améliorée se traduit
aussi par un meilleur développement de la partie aérienne. 1l a été démontré que les systémes

racinaires les plus longs sont les plus adaptés a 1I’exploration du sol (Berta et al., 2002).

L’orge et le blé dur comme monocotylédones modeles semblent montrer une réaction
positive suite a la bonne colonisation racinaire par les champignons endophytes. Mayerhofer
et al. (2012) ont montré que les arbres répondent négativement a 1’inoculation par les
endophytes tandis que les herbacées ; y compris les graminées, tendent a répondre le plus
souvent positivement a I’inoculation. Dans la présente étude, 1’inoculation des graines de
I’orge et de blé dur avant le semis par les champignons endophytes racinaires a permis une
bonne colonisation des racines par les endophytes pour chaque traitement. Cette colonisation
attribue plusieurs avantages tels que, la régulation des antioxydants dans les cellules
végétales, 1’augmentation de la croissance et le développement de la plante ainsi que
I’inhibition de I’activité des microorganismes phytopathogeénes qui limitent le plus souvent la
production du végétal (Murphy, 2013). Ces endophytes entrent en compétition avec les micro-
organismes phytopathogénes pour I’espace et colonisent efficacement les tissus racinaires
(Macia- Vicente et al., 2008b).

Nos résultats apportent des données nouvelles sur 1’effet bénéfique que peut générer
I’inoculation de la semence avec des champignons endophytes isolés d’un héte différent sur la

croissance de I’orge et du bl¢ dur.

Les tentatives d’utilisation des microorganismes endophytes pour la promotion de la
croissance des cultures prennent une attention croissante. Méme s’il est admis que les
champignons endophytes exercent des effets positifs sur la croissance et la production des
végétaux et engendrent des gains appréciables, il demeure toujours que leur application sur le
terrain reste limitée et rencontre des difficultés qui concernent I’aspect formulation,

homologation et méthode d’application.
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CHAPITRE V

DISCUSSION GENERALE, CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



Chapitre V. Discussion générale, conclusion et perspectives

Dans 1’objectif de répondre a des préoccupations d’ordre pratique concernant la lutte
contre le Bayoud et la protection contre la salinité dans les régions phoenicicoles, nous avons
étudié lors de cette présente recherche en premier lieu, la biodiversité des champignons
endophytes des racines des palmiers dattiers du Sud d’Espagne et du Sud d’Algérie. En
second lieu, nous avons montré le role de ces endophytes fongiques en tant que protecteurs
potentiels contre des agents pathogénes telluriques. Leur efficacité comme agents de la
biostimulation de la croissance végétale et leurs capacités d’adaptation au stress salin ont été

aussi démontrées.

L'étude de la biodiversité dans les écosystemes non entropiques est importante pour
une meilleure compréhension de l'effet des perturbations environnementales sur la diversité
(Sieber et Griunig, 2006). Les habitats inexplorés abritant une grande diversité fongique sont
d'un intérét fondamental a la fois pour la recherche de nouveaux organismes pour leurs
utilisations dans la lutte biologique ou bien pour leurs attributs pharmaceutiques (Lopez
Llorca et Macia Vicente, 2009).

Les travaux effectués, au cours de cette theése, ont démontré que I’indice de diversité
de Shannon H’ et I’indice d’abondance relative d’équitabilité Evenness J montrent une
biodiversité significative des endophytes fongiques dans les régions et les palmeraies
étudiées. Les communautés d’endophytes fongiques sont dominées par quelques especes, la
plupart d'entre elles sont ubiquistes, comme constaté dans des travaux précédents (Abdullah et
al. 2010 ; Ben Chobba et al., 2013 et EI Deeb et Arabe 2013). Quelques exceptions ont été
constatées pour la premiere fois comme des endophytes du palmier dattier, telles que, les
especes de Beauveria bassiana et Aspergillus terreus, le genre Clonostachys sp. et la famille

des Marasmiacae.

Les résultats du chapitre 2 confirment que les conditions abiotiques jouent un role
important dans la détermination de la composition des communautés endophytes des racines
de palmiers dattiers. Ces résultats confirment 1’hypothése proposée par Rodriguez et Redman,
(2008) et Rodriguez et al. (2008) qui montrent que les endophytes pourraient améliorer la
tolérance des plantes au stress grice a la symbiose adaptée a 1’habitat (Habitat-Adapted
symbiosis). Selon le classement général proposé par Rodriguez et al. (2009), les espéces

endophytes fongiques de cette étude correspondent aux classes des endophytes 2-4 des
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Non Clavicipitacées. Les membres de ces classes sont responsables de la survie de certaines

plantes dans des environnements fortement stressés (Rodriguez et al., 2004).

La présence de sel influence la diversité de la population endophyte racinaire du
palmier dattier, d’autres facteurs biotiques tels que I’infection par le bayoud, peuvent aussi
avoir un impact sur cette communauté. Cette différence a été nettement observée pour les
isolements effectués au niveau des palmeraies d’Adrar. La population endophytique était
clairement plus importante dans les palmeraies de Tamentit par rapport aux autres palmeraies
d’El Mansour et de Bendraou. Ces champignons ont montré une bonne adaptation au sel,
avoisinant la concentration en sel (4,63 a 18,37 g/l) du sol ou le palmier dattier est cultivé.
L’infection par Fusarium oxysporum f. sp. albedinis des palmeraies bayoudées a également
concurrencé la population d’endophytes, ou une moindre dominance des especes

d’Aspergillus terreus ainsi que d’isolats de morphoespéces a été constatée.

Bien que la comparaison entre les populations endophytes d’Adrar et d’Alicante ne
figure pas dans I’objectif de cette étude, il ressort que des différences dans la diversité
d’especes d’endophytes fongiques ont €té constatées en dépit du fait qu’ils proviennent de la
méme plante héte. Ces constatations expliquent que les champignons hébergés dans les
racines de palmiers dattiers sont d’origine tellurique. Le genre Clonstachys sp. était présent
parmi les isolats dominants d’Alicante et absent a Adrar, alors qu’Aspergillus terreus était
présent en abondance dans la collection d’isolats d’Adrar. Par ailleurs, les souches de
Beauveria bassiana étaient présentes a Alicante et absentes & Adrar. D’autre part, une
dominance du Fusarium oxysporum a été constatée dans les racines des palmiers d’Adrar et
d’Alicante. Un autre résultat trés intéressant et qui mérite d’étre ré-évoqué est le fait que la
souche de Marasmiaceae a été isolée a partir des racines des palmiers des deux localités
(Adrar et Alicante), cependant, la différence a été observée par rapport a sa sporulation
puisque, celle isolée des racines du palmier d’Adrar a sporulé en boite de Pétri alors que celle

d’Alicante n’a pas produit de fructifications.

La lutte biologique se produit naturellement dans 1’environnement et elle constitue un
des facteurs de contréle des maladies des plantes. Néanmoins, dans la plupart des cas, il y a
un manque dans la compréhension des mécanismes par lesquels le contréle biologique se
produit dans la nature. Le palmier dattier comme plante modéle dans cette étude, est connu
pour sa tolérance aux stress environnemental et méme a I’infection par des champignons

parasites, cela peut étre due a la relation mutualiste qui pouvait ne pas nécessairement étre
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mycorhizienne (Sivasithamparam, 1998 ; Rodriguez et Redman, 2008). Ce qui compromet la
recherche d'applications d'antagonistes pour le contrble de certains agents pathogénes des
plantes. Si nous avons l'intention de développer la lutte biologique comme un outil utile pour
le contrdle des maladies des plantes, nous avons besoin de comprendre comment et pourquoi

il fonctionne et, plus important encore, pourquoi il échoue.

Cela nécessite une étude des interactions entre I'agent de biocontrdle et la communauté
microbienne complexe dont elle doit faire face (Nautiyal, 2000). La recherche des agents de

contréle biologique a partir des environnements désertiques constitue un nouveau concept.

Un nombre important d’endophytes isolés des racines de palmiers dattiers était
examiné pour la recherche de leurs capacités antagonistes contre quelques agents pathogénes
des plantes, comme, Gaeumannomyces graminis var. tritici, Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici et Fusarium oxysporum f.sp. albedinis. Pour ce criblage primaire, un test
d’activité antagoniste in vitro a été suivi par 1’utilisation de 1’essai en double culture. Le
dépistage initial, comme évoqué dans le chapitre 3 en utilisant 75 souches en double culture,
a abouti a la fin de cette these et d’aprés la bibliographie au criblage de souches endophytes
modeles trés intéressantes. Probablement, beaucoup d'autres souches présentant une panoplie
d’intéréts ont été rejetées pour minimiser la partie expérimentale. Ces souches sont conservées

et seront dépistées pour d’autres objectifs futurs.

L’efficacité de D’activité antagoniste des isolats endophytes vis-a-vis des souches
pathogénes testées a été évaluée par la détermination du taux et de la zone d’inhibition
exercée par les endophytes testés. Ces derniers ont entrainé des effets antagonistes vis-a-vis
des souches pathogénes testées a des degrés divers, allant de 39% a 88,61%. Cette variation
dépend non seulement des espéces antagonistes utilisées mais aussi des isolats fongiques
¢tudiés. Un total de 41 souches d’endophytes inhibe la croissance mycélienne des
champignons phytopathogenes analysés, avec 1’apparition d’une zone d’inhibition tres claire.
Cette variation est liee aux mécanismes d’action impliqués par les endophytes qui sont
principalement, la compétition pour les nutriments et 1’espace, |’antibiose et le
mycoparasitisme. Les isolats endophytes ont révélé un effet antagoniste contre ces
pathogenes, cette efficacité laisse entrevoir la possibilité d’utiliser ces microorganismes dans

la lutte contre les agents provoquant les maladies d’origine tellurique.

Lors du criblage secondaire des champignons endophytes isolés du palmier dattier afin

de parvenir a de nouvelles biomolécules jouant un réle comme bio-pesticide, bio-fertilisant et
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résistant aux conditions extrémes de 1’environnement, le test de la tolérance a la salinité a été
réalisé. Quinze isolats fongiques endophytes ont été utilisés pour le test de tolérance au sel,
trois isolats d’Aspergillus terreus, deux isolats de Fusarium oxysporum, un isolat de Fusarium
sp., un isolat de Botryosphaeriaceae, un isolat de Pythium et le reste, des isolats de

morphospecies.

Tous les champignons endophytes testés ont montré une bonne croissance a une
concentration en NaCl de 15 g/l et une croissance plus ou moins moindre & une concentration
de 75 g/l. L’espéce Aspergillus terreus a montré une croissance optimale avec un faible
changement de la couleur des spores (marron foncee), en présence des deux concentrations de
sel par rapport au témoin. Fusarium oxysporum a pu croitre d’une maniére normale a une
concentration de NaCl a 75 g/l, dépassant méme celle enregistrée a 0 g/l et 15 g/l. L’isolat
B.1131 (Morphospecies 4) a pu se développer mieux & une concentration de NaCl a 15 g/l par
rapport au témoin mais, il n’a pas pu croitre a 75 g/l. Il ressort de ces résultats que les racines
du palmier dattier hébergent des champignons endophytes qui peuvent étre classés dans la

gamme de champignons halotolérants et halophiles

L’étape de criblage final consistait en I'inoculation des endophytes sélectionnés, chez
l'orge et le blé comme plantes modéles dans des conditions axéniques de laboratoire, afin
d'étudier leurs capacités a coloniser les tissus des racines. L’évaluation de la croissance
endorhizospherique par ces champignons est d'une importance pertinente pour les hypotheses
de travail, qui incluent une bonne colonisation des racines pour la mise en place de I'agent de
biocontrole dans la nature. Les souches étudiées ont montré des taux de colonisation assez
¢levés des racines de blé et de I'orge et la confirmation de leur performance par leur ré

isolement.

Dans la partie méthodologique du chapitre 4 de cette these, quelques champignons
endophytes racinaires originaires du palmier dattier ont été testés in planta vis-a-vis de 1’orge
(Hordeum vulgare L. var. saida) et du blé dur (Triticum durum Desf. var. waha) afin d’évaluer
leurs efficacités comme agents biostimulateurs de la croissance. Ces tests in planta sont
précédés par 1’évaluation de la production in vitro de quelques métabolites secondaires
impliqués dans cette promotion de la croissance, a savoir, la synthése de I’acide indole
acétique (AlA), la solubilisation du phosphore (P) et la production de ’acide cyanhydrique
(HCN). Huit souches endophytes sélectionnées selon leurs activités antagonistes traitées dans

le chapitre 3, ont fait I’objet des essais dans cette partie.

128



Les sept souches endophytes Beauveria bassiana Sn182, Penicillium sp. C198,
Aspergillus sp. G538, la souche Sn3210 affiliée aux Marasmiaceae, Chaetomium sp. T1222,
Aspergillus terreus B21410 et Fusarium spp. T2168, étaient capables de solubiliser le
phosphore a I’exception de Botryosphaeriaceae B2398. Les huit souches a 1’exception de
Beauveria bassiana et Penicillium sp. ont synthétisé 1’acide indole acétique (AIA) et
seulement quatre parmi huit endophytes Aspergillus terreus, Chaetomium sp., Beauveria
bassiana, Marasmiaceae produisent ’HCN. Aspergillus sp., Marasmiaceae, Chaetomium
sp.et Aspergillus terreus ont synthétisé plus de métabolites que les autres, par contre,
Beauveria bassiana, Penicillium sp. et Fusarium spp. ont produit seulement deux métabolites
parmi les trois testés. En revanche la souche de Botryosphaeriaceae s’est montrée faiblement
productrice d’AlA.

L’essai in planta de la promotion de la croissance par 1’utilisation de champignons
endophytes a montré une amélioration de la croissance végétale. L’amélioration est
significative sur la germination de la semence ainsi que pour tous les parametres de croissance
étudiés, comparée au témoin non inoculé. Cette stimulation a permis une augmentation des
biomasses végétative aérienne et racinaire des plants d’orge par les isolats de Penicillium sp.
et d’Aspergillus sp. Pour les plants de blé dur inoculés par les isolats de Chaetomium sp et la
souche affiliée aux Botryosphaeriaceae, ces champignons ont stimulé la croissance végetale
avec des degrés de performance différents d’une souche a une autre. La biostimulation de la
croissance végétale par les champignons endophytes est aussi confirmée par I’indice de
vigueur, ce paramétre s’avere important dans la détermination de I’efficacité des endophytes

testés.

La souche appartenant a la famille des Marasmiaceae a engendré un effet négatif sur
I’orge par rapport au témoin, cet effet négatif s’est manifesté par un enrobage de la semence
par son mycélium, engendrant une inhibition de sa germination. Le méme effet a été remarqué
en présence d’une souche de Fusarium sp. et d’Aspergillus terreus pour certaines semences
de blé dur.

L’orge et le blé¢ dur constituant des monocotylédones modeles, semblent montrer une
réaction positive suite a la bonne colonisation racinaire par les champignons endophytes. Les
tentatives d’utilisation des microorganismes endophytes pour la promotion de la croissance
des cultures prennent une attention croissante, il est admis par conséquent que les

champignons endophytes exercent des effets positifs sur la croissance et la production des

129



végétaux et peuvent engendrer des gains appréciables de la biomasse végétale notamment la
longueur, des poids frais et sec des parties aérienne et racinaire. 1l demeure toujours que leur
application sur le terrain reste limitée et rencontre des difficultés qui concernent I’aspect

formulation, homologation et méthodes d’applications.

L’étude des champignons endophytes racinaires des zones arides montre la présence et
la diversit¢ de cette communauté ressemblant a celle trouvée dans d’autres étages
bioclimatiques. L’étude de ces communautés d’endophytes a montré qu'ils sont influencés par
des facteurs environnementaux tels que la salinité, le stress hydrique, les hautes températures
et des facteurs biotiques comme le cas de la maladie du Bayoud. Quelques différences dans la
distribution de ces endophytes ont été constatées et qui peuvent étre liées a certains facteurs
intra-spécifiques autres que la plante hote. Les endophytes fongiques racinaires du palmier
dattier constituent donc, une source potentielle de souches bénéfiques a intérét

biotechnologique certain.
Les principales conclusions obtenues dans cette these sont les suivantes :

1. L’isolement et I’identification morphologique associée a 1’analyse moléculaire de la
population endophyte des palmiers dattiers étudiés, a montré la présence d’espéces et
de genres tres intéressants et déja décrits dans la littérature comme organismes
endophytes. D’autres champignons ont été rencontrés pour la premiere fois comme
endophytes des racines de palmier dattier tels que : Clonostachys sp., Beauveria

bassiana, les Diaportales, Aspergillus terreus et des souches de Marasmiaceae.

2. Le criblage de ces souches a travers le test d’activité antagoniste in vitro a confirmé ce
qui était décrit dans la littérature. Un nombre important de souches étaient capables
d’inhiber la croissance des trois agents pathogénes redoutables de cultures
économiquement importantes a travers le test in vitro de co-culture. L’action de ces
endophytes s’est manifestée par les principaux modes d’action antagoniste connus,

soit, la compétition, 1’antibiose ou le mycoparasitisme.

3. Le test de la tolérance aux différentes concentrations de sel (0, 15 et 75 g/l) a pu
classer les endophytes racinaires du palmier dattier d’Adrar comme des champignons

halotolérants et halophiles.
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4. Le test de production de métabolites secondaires in vitro a également prouvé que ces
souches peuvent synthétiser I’AIA et solubiliser le phosphore. Cet effet s’est traduit
par une bonne colonisation racinaire ayant induit une amélioration de la croissance des

deux plantes modeles étudiées, a savoir, le blé dur et I’orge.

Pour une meilleure exploitation des résultats obtenus, il est intéressant de poursuivre ce travail

dans une optique plus fine et selon les objectifs suivants :

1. L’identification moléculaire des souches non encore caractérisées et notamment celles
appartenant au genre Fusarium spp.

2. La poursuite de [D’identification moléculaire des souches déja identifiées par
séquencage des génes de ménage et I’analyse par MLSA ou (MultiLocus Sequence
Analysis).

3. L’isolement et I’identification des champignons du sol rhizosphérique du palmier

dattier pour déterminer I’origine des endophytes fongiques isolés.

4. L’application du test d’antagonisme in planta afin de compléter le travail effectué in
vitro.

5. L’extraction et 1’identification des métabolites secondaires qui démontrent 1’activité
biologique d’antibiose, de mycoparasitisme et de la biostimulation de la croissance
végétale.

6. La confirmation du phénoméne de mycoparasitisme par une observation sous
microscope électronique.

7. La réalisation du test de tolérance au stress salin in planta afin de sélectionner plus
finement les souches halotolérantes et halophiles et la caractérisation des genes a

I’origine de cette tolérance.
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Annexe 1

Milieux de culture utilisés

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

Pomme de terre 200 g
Dextrose 209
Agar 179
Eau distillée 1L
pH=6,8

Milieu LBT (Luria Bertani enrichi du tryptophane): (Bric et al., 1991)
Tryptone 109
Extrait de levure 50
NaCl 59
L-tryptophane 1,029
Gélose 209
Eau distillée 1L
Agar 209
pH=7,5

Milieu PVK (Pikovskaya, 1948)
(NH2)2SO4 059
extrait de levure 059
phosphate bicalcique 5¢g
KCI 0,29
MgSO,, 7H,0 01g
glucose 10¢
Agar 179
MnSQO, trace
FeSO, trace
Bleu de bromophénol 4 ml/l
pH= 6.7

Milieu de production d’HCN
milieu PDA+4,4 g de glycine
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Annexe 2

Code d’isolement et affiliation taxonomique des isolats.

Code d’isolement

Affiliation taxonomique

Code d’isolement

Affiliation taxonomique

SN169
SN 1102
SN 157
SN 158
SN 164
SN 134
SN 131
SN 196
SN 11311
SN 1122
SN 1108
SN 18101
SN 1362
SN 1941
SN 1432
SN 1361
SN 14312
SN 1942
SN 143111
SN 1910
SN 1531
SN 1182
SN 154
SN 181
SN 198
SN 111031
SN 1281
SN 181022
SN 197
SN 182
SN 16322
SN 15102
SN 1631
SN 1721
SN 128
SN 116
SN 1912
SN 173
SN 1104
SN 1121
SN 1742
SN 14911
SN 151012
SN 11052
SN 1211
SN 1911

Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Beauveria bassiana
Beauveria bassiana
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
Fusarium blancncc 1
Fusarium blancncc 1
Acremonium 2
Acremonium 2
Acremonium 3
Acremonium 3
Aspergillus vert 5
Aspergillus vert 6
Aspergillus jaune beige 1
Aspergillus jaune beige 2
Aspergillus jaune beige 4
Penicillium 2
Aspergillus vert 7

SN 12101
SN 11051
SN 11062
SN 135
SN 193
SN 11061
SN 186
SN 132
SN 146
SN 151011
SN 11092
SN 129
SN 1922
SN 12322
SN 144
SN 148
SN 184
SN 145
SN 16321
SN 1741
SN 188
SN 111032
SN 11010
SN 195
SN 147
SN 192
SN 167
SN 124
SN 155
SN 1107
SN 117
SN 168
SN 1722
SN 110101
SN 110912
SN 118
SN 14912
SN 1109111
SN 125111
SN 1872
SN 1109112
SN 1981
SN 11041
SN 11042
SN 1731
SN 1732

Fusarium violet 2
Fusarium violet 10
Fusarium blanc 3
Fusarium blanc 6
Beige violet 1
Chaetomium 6
Chaetomium 7

Blanc beige 1

Marron 6

Marron 7

Blanc beige 6

Marron 10

Fusarium beige marronl
Fusarium beige blanc 1
Blanc 6

Fusarium blanc violet 3
Blanc beige 9

Fusarium blanc marron 2
Blanc 12

Blanc 15

Aspergillus jaune

Noire 4

Fusarium blanc 9
Marron 18
Chaetomium 11
Fusarium blanc violet 8
Fusarium blanc violet15
Fusarium blanc marron4
Blanc 19

Blanc beige 11

Beige 4

Fusarium blanc 11
Blanc 13

Fusarium claire 4
Fusarium violet 4
Acremonium 2

Blanc 21

Fusarium blanc viol8
Fusarium violet 16
Marron 23

Beige 20

Blanc jau 14

Marron 24

Blanc 27

Blanc beige 19
Acremonium 5
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Code d’isolement

Affiliation taxonomique

Code d’isolement

Affiliation taxonomique

SN1232
SN 165
SN 161
SN 21051
SN 21071
SN 2611
SN 2411
SN 2108
SN 244
SN 229
SN 227
SN 2210
SN 27811
SN 2410
SN 266
SN 214
SN 291011
SN 247
SN 297
SN 296
SN 273
SN 265
SN 26101
SN 267
SN 274
SN 2632
SN 21022
SN 248
SN 26102
SN 21021
SN 231
SN 2382
SN 2841
SN 3101
SN 281
SN 294
SN 295
SN 253
SN 2101
SN 2631
SN 2622
SN 285

Clonostachys sp.
Fusariumarium solani
Fusarium trans 1
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Fusarium blanc 1
Fusarium blanc 1
Fusariumarium solani
Fusariumarium solani
Fusariumarium solani
Fusariumarium solani
Fusariumarium solani
Fusariumarium sp.
Phomopsis sp
Phomopsis sp
Phomopsis sp
Phomopsis sp
Phomopsis sp
Beauveria bassiana
Beauveria bassiana
Fusariumarium solani
Fusariumarium solani
Chaetomium 5
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Chaetomium 3
Fusarium violet 1
Aspergillus vert 1
Aspergillus vert 2
Aspergillus vert 3

SN 234
SN 211
SN 283
SN217
SN2582
SN2110
SN2572
SN255
SN282
SN2571
SN2109
SN2710
SN288
SN236
SN2671
SN246
SN29102
SN216
SN222
SN239
SN2104
SN233
SN2692
SN292
SN2541
SN259
SN251
SN228
SN275
SN2612
SN215
SN284
SN2103
SN218
SN2961
SN291
SN245
SN2107
SN291012
SN286
SN2310
SN2810

Aspergillus vert 4
Fusarium violet 3
Fusarium violet 6
Fusarium violet 7
Fusarium violet 9
Fusarium claire 1
Fusarium claire 3
Fusarium claire 4
Fusarium claire 6
Fusarium blanc 5
Fusarium blanc 7
Fusarium blanc 8
Blanc gris 1
Blanc beige 3
Blanc beige 4
Blanc beige 5
Beige transparent 1
Marron 1
Marron 2

Noire 2

Noire 3
Chaetomium 10
Marron 3

Blanc gris 3
Marron 8
Marron 9

Beige 1

Blanc 2

Blanc vert 2
Blanc beige 7
Blanc 4
Mortierella sp.
Blanc8

Blanc 9

Blanc vert 3
Blanc beige 8
Blanc 10

Blanc 14

Blanc beige 10
Blanc16

Beige 9

Beige 10
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Code d’isolement

Affiliation taxonomique

Code d’isolement

Affiliation taxonomique

Sn287
SN298
SN219
SN213
SN289
SN224
SN264
SN2881
SN299
SN242
SN243
SN237
SN2683
SN2542
SN2562
SN2561
SN21010
SN276
SN252
SN2471
SN2472
SN225
SN2510
SN258
SN2911
SN293
SN2691
SN2122
SN2121
SN392
SN3710
SN3108
SN371
SN3132
SN379
SN312
SN388
SN357
SN337
SN33121
SN333
SN36102
SN3112
SN31912
SN37221
SN344

Beige 12

Beige violet 2
Beige violet 3
Fusarium violet 2
Marron 15
Marron 16
Marron 17

Blanc vert 5

Blanc gris 4
Chaetomium 14
Chaetomium 21
Chaetomium 23
Fusarium violet 13
Blanc beige 17
Fusarium blanc violet 14
Fusarium violet 14
Beige 16

Blanc beige 7
Blanc gris 5
Fusarium blanc 12
Fusarium beige 3
Beige 18
Chaetomium 25
Fusarium beige 1
Fusarium blanc rose
Blanc beige 21
Blanc 30
Transparent
Fusarium blanc viol9
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.

SN394
SN3107
SN338
SN319112
SN3111
SN3741
SN3431
SN34321
SN3210
SN369
SN3610
SN378
SN355
SN3481
SN352
SN393
SN345
SN327
SN317
SN384
SN315
SN3102
SN342
SN364
SN366
SN341
SN332
SN3192
SN349
SN3721
SN385
SN37222
SN359
SN374222
SN310
SN3131
SN365
SN3972
SN324
SN3611
SN363
SN3106
SN328
SN3109
SN3723
SN377

Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Marasmiacae
Marasmiacae
Marasmiacae
Marasmiacae
Marasmiacae
Marasmiacae
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Chaetomium 4
Chaetomium 4
Myrothecium verrucaria
Myrothecium verrucaria
Chaetomium 3
Penicillium 1
Fusarium violet 8
Fusarium violet 11
Fusarium claire 2
Fusarium claire 5
Fusarium blanc 4
Fusarium violet 12
Fusarium blanc violet 2
Blanc vert 1
Rouge tansparent 1
Blanc gris 2

Blanc jaune 1
Blanc jaune 2
Chaetomium 8
Blanc jaune 3
Blanc jaune 4
Blanc jaune 5
Blanc jaune 6
Fusarium be mar3
Blanc jaune 7
Blanc 3

Blanc 7
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Code d’isolement

Affiliation taxonomique

Code d’isolement

Affiliation taxonomique

SN316
SN358
SN3671
SN34811
SN3351
SN37421
SN39102
SN376
SN33122
SN339
SN37223
SN31031
SN347
SN326
SN39101
SN389
SN399
SN325
SN3681
SN329
SN31032
SN3731
SN3181
SN348
SN37411
SN37412
SN381
SN382
SN3182
SN351
SN371212
SN391
SN37211
SN335
SN395
SN3682
SN3311
C1108
C1810
C156
C1881
C199
Cl41
Cl11012
C1109

Blanc 11

Beige 3

Blanc 17

Marron 14

Blanc beige 12

Jaune 2

Fusarium blanc violet 4
Fusarium blanc violet 5
Blanc beige 13

Blanc jaune 8

Jaune 4

Chaetomium 12
Chaetomium 11
Fusarium blanc violet 6
Blanc 18

Fusarium blanc vio9
violet jaunel
Fusarium blanc vio10
Fusarium blanc 10
Beige 17

Blanc jaune 11
Acremonium 4
Fusarium claire 6
Blanc jaune 13
Fusarium violet 15
Fusarium blanc vio16
Blanc 23

Blanc 24
Paecillomyces
Clonostachys sp.
Blanc beige 22

Blanc 32

Fusarium blanc 14
Fusariumarium solani
Chaetomium 5
Chaetomium 5
Aspergillus sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Phomopsis sp.
Phomopsis sp.
Phomopsis sp.
Phomopsis sp.

C186
C158
C154
C198
C1231
C1110
Cl1441
C1581
C1841
C121
C1104
C133
C155
C1105
C193
Cl1442
C117
C11081
C1101
C149
C113
C11042
C12522
C12512
C11041
C191
C1882
C17832
C17831
C1781
C1782
C1842
C184
C1232
C121
C122
C127
C129
C1151
Cl14
C1110
C125
C1152
C297
C285

Phomaopsis sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Clonostachys sp.
Acremonium 3
Fusarium violet 1
Trichoderma sp
Aspergillus jaune beige 3
Fusarium violet 2
Fusarium violet 4
Fusarium violet 11
Blanc noire2

Blanc noire 3

Marron 12

Blanc vert 4

Beige 11

Beige violet 4
Chaetomium 18
Chaetomium 20

Beige 13

Fusarium violet 2
Fusarium blanc violet 11
Fusarium blanc violet 12
Fusarium blanc violet 3
Clonostachys sp.

Blanc rose 1

Blanc 22

Blanc 26

Beige 19

Fusarium beige 1

Blanc 31

Fusarium blanc violet 18
Blanc cristal

Blanc 33

Fusarium blanc beige4
Blanc jaune 17

Blanc 24

Penicillium 6

Blanc jaune

Blanc rose

Aspergillus vert 9
Penicillium 7
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
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Code d’isolement

Affiliation taxonomique

Code d’isolement

Affiliation taxonomique

C262
C273
C284
C252
C232
C266
C299
C2911
C281
C275
C265
C279
C2841
C226
C259
C274
C293
C27102
C2882
C278
C233
C254
C239
E223
E227
C236
C21010
C2510
C283
C268
C217
C238
C276
C237
C2910
C271
C272
C2912
C2211
C2112
C2212
C2111
C2222

Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Neonectria radicicola
Neonectria radicicola
Neonectria radicicola
Neonectria radicicola
Neonectria radicicola
Fusarium beige 2
Fusarium beige 2
Fusarium beige 2
Fusarium beige 2
Fusarium beige 4
Fusarium beige 4
Fusarium beige 4
Fusarium beige 5
Fusarium beige 5
Fusarium beige 5
Fusarium beige 6
Fusarium beige 6
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Periconia macrospinosa
Periconia macrospinosa
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Chaetomium 2
Penicillium sp.
Chaetomium 1
Fusarium beige 7
Fusarium blanc beigel
Blanc cristal

Fusarium transparent 1
Acremonium 3
Fusarium blanc violet 1
Chaetomium 9

Marron 4

Marron 5

Marron 11

Fusarium beige marron 2
Beige 2

Blanc 1

Blanc 5

Blanc13

C235
C2632
C2108
C288
C286
C264
C295
C2631
C2101
C25102
C2109
C2221
C231
C294
C269
C258
C2822
C2821
E2110
E219
E21101
E216
E229
E224
E211
C371
C363
C339
C3581
C3552
C377
C389
C342
C335
C318
C3261
C315
C355
C3441
C3482
C3710
C3662
C3102

Beige 6

Beige 7

Beige 8

Jaune 3

Blanc beige 14
Blanc beige 15
Marron 20
Marron 21
Chaetomium 11
Chaetomium 19
Blanc beige 16
Fusarium blanc marron 3
Beige 15

Blanc beige 14
Blanc 25

Blanc beige 20
Fusarium beige 1
Fusarium blanc 13
Aspergillus sp.
Fusarium solani
Chaetomium 25
Beauveria bassiana
Blanc cotonneux 3
Penicillium 4

Fusarium blanc cotonneux2

Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Neonectria radicicola
Neonectria radicicola
Fusarium beige 2
Fusarium beige 2
Fusarium beige 2
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Fusarium beige 6
Fusarium beige 7
Fusarium blanc beigel
Blanc beige 2

Jaune 1

Fusarium blanc marron 1
Marron 13
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Code d’isolement

Affiliation taxonomique

Code d’isolement

Affiliation taxonomique

C358
C383
C362
C3232
C3821
C3822
C3231
C33102
C321
C31032
C366
C34812
C3262
C331021
C337
E3210
E314
G124
G129
G118
G137
G1310
G131
G116
G111
G136
G138
G133
G128
G112
G113
G127
G121
G119
G132
G122
G218
G223
G219
G335
G313
G312
G326

Beige 5

Marron 19

Marron 22
Chaetomium 13
Chaetomium 15
Chaetomium 16
Chaetomium 17
Chaetomium 22
Blanc jaune 9

Beige 14

Blanc beige 18
Blanc 20

Blanc jaunelO

Blanc jaune 12
Blanc 28

Fusarium blanc beige 3
Blanc cotonneux 3
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Marasmiacae
Marasmiacae
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Clonostachys sp.
Fusarium violet 17
Beige transparent 2
Blanc 34
Chaetomium 15
Blanc cotonneux 2
Marron 26

Beige cotonneux 1
Blanc beige 26

Beige 25

Blanc jaune 20
Fusarium blanc beige2
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium poudreux 1
Fusarium poudreux 1

G3242
G327
G3310
G338
G3110
G322
G3131
G33221
G319
G3321
G33222
G315
G3992
G321
G3322
G314
G325
G4241
G435
G425
G4132
G417
G4231
G418
G4211
G436
G426
G414
G429
G4281
G4212
G42101
G4131
G4232
G41911
G4242
G415
G411
G425
G434
G431
G4121
G437

Fusarium blanc cotonneux 1
Fusarium blanc cotonneux 1

Fusarium equeseti
Fusarium equeseti

Blanc rose 2

Beige 21

Fusarium poudreux 2
Blanc 36

Blanc circulaire 1

Blanc 37

Beige 23

Blanc transparent 1
Blanc cotonneux 8
Fusarium blanc marron 8
Marron 25

Fusarium poudreux 3
Fusarium blanc marron 6
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Fusarium violet 9
Fusariuma blanc 1
Aspergillus vert 8

Blanc jaune 16
Transparent 3

Blanc 38

Beige 24

Fusarium bleu violet 1
Fusarium blanc marron 7
Blanc beige 24

Beige violet 5

Blanc 15

Blanc 39

Penicillium 5

Fusarium beige 6

Blanc jaune 19
Fusarium blanc violet 24
Fusarium poudreux 4
Fusarium blanc violet 25
Blanc cotonneux 4

Blanc cotonneux 6

Blanc cotonneux 7
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Code d’isolement

Affiliation taxonomique

Code d’isolement

Affiliation taxonomique

G53121
G53122
G5311
G5182
G537
G532
G539
G5211
G538
G526
G527
G5181
G534
G527
G525
G513
G5210
G514
G5232
G519
G515
G535
G524
G516
G511
G536
G5212
G5110
S1232
S111
S11110
S1119
S1255
S1329
S1326
S1315
S1167
S1114
S1115
S2118
S1225
S1327
S2122

Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Clonostachys sp.
Fusarium equeseti
Aspergilius sp.

Fusarium blanc marron 5
Fusarium blanc 15
Fusarium blanc 16
Fusarium blanc 17
Fusarium blanc18
Fusarium blanc violet 20
jaune 5

Blanc 35

Blanc beige 23

Beige 22

Blanc 40

Fusarium blanc violet 21
Fusarium blanc violet 22
Fusarium blanc violet 23
Marron 27

Fusarium blanc violet 26
Blanc 41

Blanc cotonneux 5

Blanc beige 25
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus

S1252
S1314
S2178
S1113
S1343
S1125
S211322
S21131
S1121
S1129
S1335
S1336
S1337
S1339
S1338
S13310
S2158
S2156
S21611
S1218
S1256
S1214
S21910
S2125
S2146
S1394
S1266
S1334
S1273
S1248
S2138
S2137
S2183
S1247
S1389
S2135
S2126
S1137
S1132
S1252
S1322
S11311
S11471

Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum

Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
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Code d’isolement

Affiliation taxonomique

Code d’isolement

Affiliation taxonomique

S11312 Penicillium sp. B1199 Fusarium oxysporum
S1136 Penicillium sp. B1179 Fusarium oxysporum
S1138 Penicillium sp. B1241 Fusarium oxysporum
S2285 transparent B11481 Fusarium oxysporum
S21971 blanc cotonneux B2328 Fusarium oxysporum
S2264 blanc transparent B23361 Fusarium oxysporum
S2388 blanc transparent B1194 Fusarium oxysporum
S22710 beige B231010 Fusarium oxysporum
S2211 beige B2251 Fusarium oxysporum
S2297 beige B1185 Fusarium oxysporum
S2245 beige B11106 Fusarium oxysporum
S2197 beige cotonneux B1216 Fusarium oxysporum
B1221 Aspergillus terreus B2335 Fusarium oxysporum
B1376 Aspergillus terreus B11910 Fusarium oxysporum
B12210 Aspergillus terreus B23210 Fusarium oxysporum
B1225 Aspergillus terreus B1161 Fusarium oxysporum
B1288 Aspergillus terreus B2339 Fusarium oxysporum
B1283 Aspergillus terreus B1248 Fusarium oxysporum
B21410 Aspergillus terreus B2375 Fusarium oxysporum
B13910 Aspergillus terreus B1282 Fusarium oxysporum
B1172 Aspergillus terreus B23105 Fusarium oxysporum
B1356 Fusarium oxysporum B1253 Fusarium oxysporum
B1367 Fusarium oxysporum B1168 Fusarium oxysporum
B1246 Fusarium oxysporum B1171 Fusarium oxysporum
B11110 Fusarium oxysporum B1231 Fusarium oxysporum
B1141 Fusarium oxysporum B2385 Fusarium oxysporum
B1142 Fusarium oxysporum B23710 Fusarium oxysporum
B12410 Fusarium oxysporum B1193 Fusarium oxysporum
B23971 Fusarium oxysporum B21782 Fusarium oxysporum
B1163 Fusarium oxysporum B21108 Fusarium oxysporum
B23891 Fusarium oxysporum B111010 Fusarium oxysporum
B2372 Fusarium oxysporum B23592 Fusarium oxysporum
B12862 Fusarium oxysporum B1144 Fusarium oxysporum
B2379 Fusarium oxysporum B23310 Fusarium oxysporum
B12107 Fusarium oxysporum B2391 Fusarium oxysporum
B12106 Fusarium oxysporum B1244 Fusarium oxysporum
B1215 Fusarium oxysporum B1128 Fusarium oxysporum
B2383 Fusarium oxysporum B1178 Fusarium oxysporum
B2355 Fusarium oxysporum B2172 Fusarium oxysporum
B13252 Fusarium oxysporum B1126 Fusarium oxysporum
B2321 Fusarium oxysporum B2364 Penicillium sp.1

B1157 Fusarium oxysporum B2365 Penicillium sp.1

B13251 Fusarium oxysporum B2334 Penicillium sp.1
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Code d’isolement

Affiliation taxonomique

Code d’isolement

Affiliation taxonomique

B2329
B2326
B2367
B2371
B23591
B235102
B2327
B1243
B1223
B2343
B2378
B22141
B211102
B2267
B21103
B2177
B2393
B23410
B22191
B2269
B22610
B2394
B2346
B23362
B2245
B2319
B2275
B1169
B22410
B2118
B2363
B21781
B21781
B23892
B2117
B21132
B211101
B2110101
B2110102
B12871
B11210
B2398
B2198

Penicillium sp.1
Penicillium sp.1
Penicillium sp.1
Penicillium sp.1
Penicillium sp.1
Penicillium sp.1
Penicillium sp.1
Penicillium sp.1
Penicillium sp.1
Penicillium sp.1
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Pythium sp.
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae

B21102
B23102
B2314
B2313
B1129
B2338
B22208
B2368
B21141
B2381
B1123
B2243
B2276
B1382
B1369
B11104
B1365
B113102
B1363
B1342
B13912
B1313
B1334
B21121
B2295
B2317
B1351
B11742
B2179
B2244
B2264
B2104
B23910
B23108
B2341
B2395
B21131
B2116
T111021
T115102
T2214
T2193
T2191

Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Botryosphaeriacae
Marassmiacae
Marassmiacae
Cheatomium sp.
Cheatomium sp.
Cheatomium sp.
Cheatomium sp.
Cheatomium sp.
Cheatomium sp.
Cheatomium sp.
Cheatomium sp.
Cheatomium sp.
Cheatomium sp.
Cheatomium sp.
Cheatomium sp.
Blanc pointé

Blanc pointé

Blanc pointé

Blanc pointé

Blanc pointé

Blanc pointé

Blanc pointé

Blanc pointé

Blanc pointé

Blanc pointé

Blanc pointé

Blanc pointé

Blanc pointé
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
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Code d’isolement  Affiliation taxonomique Code d’isolement Affiliation taxonomique

T2173 Aspergillus terreus T2124 Fusarium oxysporum
T2192 Aspergillus terreus T2225 Fusarium oxysporum
T2177 Aspergillus terreus T2325 Fusarium oxysporum
T2189 Aspergillus terreus T2327 Fusarium oxysporum
T21810 Aspergillus terreus T2123 Fusarium oxysporum
T2383 Aspergillus terreus T2126 Fusarium oxysporum
T2375 Aspergillus terreus T2141 Fusarium oxysporum
T2227 Aspergillus terreus T2125 Fusarium oxysporum
T1172 Aspergillus terreus T223101 Fusarium oxysporum
T21531 Aspergillus terreus T21610 Fusarium oxysporum
T2275 Aspergillus terreus T11810 Fusarium oxysporum
T22810 Aspergillus terreus T1215 Fusarium oxysporum
T2283 Aspergillus terreus T1256 Fusarium oxysporum
T2117 Aspergillus terreus T1254 Fusarium oxysporum
T21752 Aspergillus terreus T1182 Fusarium oxysporum
T22510 Aspergillus terreus T11103 Fusarium oxysporum
T2264 Aspergillus terreus T11106 Fusarium oxysporum
T2257 Aspergillus terreus T111010 Fusarium oxysporum
T1281 Aspergillus terreus T2332 Fusarium oxysporum
T2263 Fusarium oxysporum T23392 Fusarium oxysporum
T2186 Fusarium oxysporum T23391 Fusarium oxysporum
T2184 Fusarium oxysporum T2378 Fusarium oxysporum
T2237 Fusarium oxysporum T2373 Fusarium oxysporum
T22910 Fusarium oxysporum T2374 Fusarium oxysporum
T2391 Fusarium oxysporum T21101 Fusarium oxysporum
T21562 Fusarium oxysporum T2118 Fusarium oxysporum
T1216 Fusarium oxysporum T22107 Fusarium oxysporum
T1399 Fusarium oxysporum T2335 Fusarium oxysporum
T22101 Fusarium oxysporum T22108 Fusarium oxysporum
T1185 Fusarium oxysporum T1241 Fusarium oxysporum
T23108 Fusarium oxysporum T1194 Fusarium oxysporum
T2136 Fusarium oxysporum T2244 Fusarium oxysporum
T2399 Fusarium oxysporum T2271 Fusarium oxysporum
T2149 Fusarium oxysporum T2273 Fusarium oxysporum
T2135 Fusarium oxysporum T2258 Fusarium oxysporum
T2157 Fusarium oxysporum T21107 Fusarium oxysporum
T2185 Fusarium oxysporum T211010 Fusarium oxysporum
T1392 Fusarium oxysporum T223102 Fusarium oxysporum
T2322 Fusarium oxysporum T2358 Fusarium oxysporum
T2321 Fusarium oxysporum T2354 Fusarium oxysporum
T21105 Fusarium oxysporum T2168 Fusarium oxysporum
T22210 Fusarium oxysporum T2285 Fusarium oxysporum
T2310 Fusarium oxysporum T1192 Penicillium sp.1
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Code d’isolement  Affiliation taxonomique Code d’isolement Affiliation taxonomique

T1146 Pythium sp. sp. T1272 Cheatomium sp.
T1138 Pythium sp. sp. T21710 Cheatomium sp.
T115101 Pythium sp. sp. T21108 Cheatomium sp.
T11472 Pythium sp. sp. T21109 Cheatomium sp.
T1188 Pythium sp. sp. T1332 Cheatomium sp.
T11262 Pythium sp. sp. T2321 Cheatomium sp.
T11971 Pythium sp. sp. T2137 Cheatomium sp.
T1175 Pythium sp. sp. T1394 Cheatomium sp.
T1155 Pythium sp. sp. T2162 Cheatomium sp.
T111082 Pythium sp. sp. T2379 Cheatomium sp.
T1193 Pythium sp. sp. T1268 Cheatomium sp.
T1171 Pythium sp. sp. T1388 Cheatomium sp.
T111022 Pythium sp. sp. T2122 Cheatomium sp.
T1155 Pythium sp. sp. T2276 Cheatomium sp.
T1181 Pythium sp. sp. T2113 Cheatomium sp.
T12932 Pythium sp. sp. T1172 Cheatomium sp.
T1125 Pythium sp. sp. T1149 Cheatomium sp.
T1135 Pythium sp. sp. T2265 Cheatomium sp.
T11972 Pythium sp. sp. T1151 Cheatomium sp.
T2274 Cheatomium sp. T2221 Cheatomium sp.
T12931 Cheatomium sp. T1168 Marasmiacae
T21104 Cheatomium sp. T1162 Marasmiacae
T2119 Cheatomium sp. T1133 Marasmiacae
T2172 Cheatomium sp. T2342 Blanc 2

T2281 Cheatomium sp. T23610 Blanc 2

T1387 Cheatomium sp. T2372 Blanc 2

T1196 Cheatomium sp. T1118 Blanc 3

T2196 Cheatomium sp. T2241 Blanc 3

T1122 Cheatomium sp. T2348 Blanc 3

T2161 Cheatomium sp. T1111 Fusarium 2
T2151 Cheatomium sp. T1153 Fusarium 2
T1189 Cheatomium sp. T1112 Mortierella sp.
T1321 Cheatomium sp. T1191 Mortierella sp.
T1144 Cheatomium sp. T2223 transparent tacheté
T1229 Cheatomium sp. T23681 transparent tacheté
T1341 Cheatomium sp. T2351 Fusarium 3
T1255 Cheatomium sp. T2366 Fusarium 3
T11101 Cheatomium sp. T2288 Blanc marron
T2181 Cheatomium sp. T2294 Blanc marron
T1325 Cheatomium sp. T2286 Blanc ras
T1222 Cheatomium sp. T2111 Blanc 4

T1219 Cheatomium sp. T2245 Blanc 4

T1299 Cheatomium sp. T21561 Beige foncé
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Code d’isolement

Affiliation taxonomique

Code d’isolement

Affiliation taxonomique

T1364
T1363
T1354
T1343
T13410
T1338
T1331
T1163
T2211
T2365
T2226
T2228
T21110
T123710
T2129
T12910
T1337
T1225
T1173
T12312
T1324
T13210
T2355
T12121
T2212
T23410
T1371
T1295
T12311
T11109
T2292
T1277
T1245
T1282
T1333
T1346
T1342
T1169
T2314
T21310
T1211
T23510
T2216

Fusarium 4
Fusarium 4
Fusarium 4
Fusarium 4
Gris rose
Gris rose
Blanc bombé
Blanc bombé
Blanc gris vert
Blanc gris vert
Blanc marron
Blanc marron
Blanc marron
Blanc 5
Blanc 5
Marron blanc
Marron blanc
Marron blanc
Marron blanc
Marron blanc
Marron blanc

Blanc transparent
Blanc transparent

Transparent
Transparent
Transparent
Blanc 6
Blanc 6
Marron
Marron
Marron
Marron
Marron
Marron
Marron
Marron
Marron
Marron
Marron
Marron
Marron
Fusarium 5
Fusarium 5

T2334
T2362
T2218
T1259
T12482
T1232
T1237
T136101
T12481
T1257
T23105
T23106
T23107
T231010
T23109

Fusarium 5
Fusarium 5
Fusarium 5
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Blanc noire
Blanc noire
Blanc noire
Blanc noire
Blanc noire
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Annexe 3

Les sequences ITS des isolats étudiés

>C141 Diaportales sp.

Aaaaattgtaacaaagttttcgttggggaacccgggggggggtcatttgtggaacgcgeccccaggcgcacccaga
aaccctttgtgaacttataccttactgttgcctcggcgecatgecggeccecccaggggceccectecggagacgaggagce
aggcacgccggcggccaagttaactcttgtttttacactgaaactctgagaaaaaaaaaaaaaaaaggaatcaaa
attttcaaaaagggatctttgggttcgggcttcaaaaaaaaacccaccaaaaggggaaaagaaaggggaattgca
aaattcagggaatcatcaaatttttaaacgcacttgggcccccececggtttteccggagggcaggecggttcaaggg
tcttttcaccccectcaagececggttgggggtgggggcacggtttectecccgggggaagcgggcccggaaattcaggg
gggagccccecccgggceccccgagggcaaaattaaaccceccceccececttgggagggecccggggggggeccggecgtaaaa
cccccaactttggaaaatttgaccccgaatcggggaggaaaccccgctaaattta

>C186 Phomopsis sp.

Aaaattgtaacaaagttttccttggggaacccacgggggggtcattggctggaacgcgccccaggecgcacccaga
aaccctttgtgaacttataccttactgttgcctecggecgcatgececggececceccaggggcecceccctecggagacgaggage
aggcacgccggcggccaagttaactcecttgtttttacactgaaactctgagaaaaaaaaaaaaaaaaggaataaaa
attttcaaaaagggatctttgggtttgggcttcaaaaaaaaacccaccaaaagggaaaaaaaaagggaattggca
aaattcggggaatctccaaatttttaaacccaattgggcccecececgggttttecgggagggggggecggttcaaggg
ttttttcacccceccaagecccggttgggggggggggeccggtttectecccggggaaagggggececcggaaattcaggg
gggagccccccgggceccceccgagggcaaaattaaacccecececcececcttgggagggeccggggggggcececcggecttaaac
cccccaccttttgaaaatttgecceccgaatcggggagaaaaccccgctaaattt

>C198 Penicillium sp.

Aagtaaaagtcgtaacaaggtttccgtaggtgaacctgcggaaggacattaccgagtgagggccctcectgggtcecca
acctcccacccgtgtttattttaccttgttgettecggecgggeccgecttaactggecgecggggggcttacgece
ccgggcccgcgcecccgccgaagacaccctcecgaactetgtctgaagattgaagtctgagtgaaaatataaattattt
aaaactttcaacaacggatctcttggttccggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgatacgtaatgtgaatt
gcaaattcagtgaatcatcgagtctttgaacgcacattgcgcccectggtattccggggggecatgectgtecgag
cgtcattgctgccctcaagcccggettgtgtgttgggecccegtececceccgatecteccgggggacgggecccgaaaggce
agcggcggcaccgcgtceccggtcecctcgagegtatggggetttgtcaccecgectectgtaggeccggecggegettgece
gatcaacccaaatttttatccaggttgacctcggatcaggtagggatacccgctgaacttaagcata

>C239 Pleosporales sp.

Gatccttcgcactacttgtcggaagectttgcagectggaaacagtaggtcgagcgactgtaaacaatttcecgtecg
cattgcaagtcggcattaatcgtcggcgacactttcgaattgacggggaacccctaacgecceccttcacaccaaacc
agcgagggaaacctgccggtggcecctgtgggaaactacagggtaaggtaacagaggaagggatgaaccagaggcag
ccctgcttgectgtggggaaatgggcaatccgcagcgaagectcectgecgectecccagecgatgagaggecatggaga
acgttcacagactaggcggaagtgggtggagtctcttgcgectctgecttaagatatagtcgggecccattgggaaac
ctttgggagggcacatcatcgtgccaggaaccgttccgtaggtgaacctgcggaaggatcattacatgeccgeget
ctgcgcggactctgggggcggcttgctccgcacccagggcatttaccectttgtctacgaatacccaccgtttect
cggcaggcctgcctgccaacggggacctcattcaaacctttttgcatttagaagtcgtgtctgaatggtatcaat
catttacaactttcaacaatggatctcttggctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtagtgt
gaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgccctttggtattccattgggecatgectg
ttcgagcgtcatttcaaacctcaagcatggcttggtgttgggecgectgteccecgeecgettecgegecgeggactegee
tcaaagtcattggcggccggcgttctcgacatteccgcacgcagcagactgecgecgatgecgaactecggggagectgg
cgtccaagaagctttttcttccaagtttgacctcggatce
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>c285 Clonostachys sp.

Tagaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactccce
aaacccatgtgaacatacctactgttgcttcggecgggattgeccececgggegectegtgtgececcggatcaggegcec
cgcctaggaaacttaactcttgttttattttggaatcttctgagtagtttttacaaataaataaaaactttcaac
aacggatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagt
gaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgcccgccagtattcectggecgggcatgecctgtctgagegtcatttcaa
ccctcatgceccectagggecgtggtgttggggatcggccaaagecccgcgagggacggeccggceccctaaatectagtgg
cggacccgtcgtggcecctcectcectgcgaagtagtgatattccgcatcggagagcgacgagcecccecctgecgttaaacce
ccaactttccaaggttgacctcagatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatatcaataa

>c318 Clonostachys sp.

Ggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactcccaaac
ccatgtgaacatacctactgttgcttcggcgggattgcccecgggegectegtgtgececcggatcaggecgeccgec
taggaaacttaattcttgttttattttggaatcttctgagtagtttttacaaataaataaaaactttcaacaacyg
gatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaat
catcgaatctttgaacgcacattgcgcccgeccagtattctggecgggcatgectgtctgagegtcatttcaacccet
catgcccctagggcgtggtgttggggatcggccaaagecccgcgagggacggcecggeccctaaatcectagtggegga
cccgtcecgtggectcectcectgcgaagtagtgatattceccgcatcggagagcgacgageccctgecgttaaacceccaa
ctttccaaggttgacctcagatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatatcaataagcggagga

>C3552 llyonectria sp.

Agaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactccca
aacccctgtgaacataccatatcgttgecctcggecggtgeccgtttecggecggeccgeccagaggacccaaaccectgt
attaaagtattcttctgagtaaatgattaaatcaatcaaaactttcaacaacggatctcttggctctggcatcga
tgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacat
tgcgcccgeccagtattctggecgggcatgectgteccgagegtcatttcaaccctcaagececececgggettggtgttyg
gagaccggcgagccctcecggggcacgccgcectcecccaaatttagtggeggtetegetgtagettectetgegtagt
agcacacctcgcactgggaaacagcgtggccacgccgtaaaaccceccccacttctgaaaggttgacctecggatcag
gtaggaatacccgctgaacttaagca

>E2110 Aspergillus sp.

Aagtaaaagtcgtaacaaggtttccgtaggtgaacctgcggaaggatcattaccgagtgcgggtectttgggecce
aacctcccatccecgtgtctattataccctgttgettcggecgggececgecgcttgtecggeccgecgggggggcgectt
tgccccecececgggeccgtgeccgecggagaccccaacacgaacactgtectgaaagegtgcagtectgagttgattgaa
tgcaatcagttaaaactttcaacaatggatctcttggttccggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataac
taatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgagtctttgaacgcacattgcgeccececctggtatteccggggggcea
tgcctgtccgagcgtcattgcectgeccctcaageccggcttgtgtgttgggtecgecgteccecctecteccggggggacyg
ggcccgaaaggcagcggcggcaccgcgtcececgatectcgagegtatggggetttgtcacatgetectgtaggattgg
ccggcgcctgceccgacgttttccaaccattttttceccaggttgacctcggatcaggtagggataccecgectgaactta
agcatat

>E216 Beauveria bassiana

Ggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagttttcaactccecctaac
ccttctgtgaacctacctatcgttgcttecggcggactcgeccccagecccggacgcggactggaccggcggcccgec
ggggacctcaaactcttgtattccagcatcttctgaatacgccgcaaggcaaaacaaatgaatcaaaactttcaa
caacggatctcttggctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaacgcgataagtaatgtgaattgcagaatccag
tgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgccecgeccagcattectggegggecatgectgttecgagegtcatttcea
accctcgacctcceccecttggggaggtcggecgttggggaccggcagcacaccgeccggeccctgaaatggagtggegge
ccgtccgcggcgacctcectgecgcagtaatacagectcgcaccgggaccccgacgcggccacgeccgtaaaacacccaa
cttctgaacgttgacctcgaatcaggtaggactacccgctgaacttaagcatat
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>E219 Fusarium sp.

Aagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagttatacaactcatcaacc
ctgtgaacatacctaaaacgttgcttcggcgggaacagacggccctgtaacaacgggccgecccccgeccagaggac
ccctaactctgtttttataatgtttttctgagtaaacaagcaaataaattaaaactttcaacaacggatctcttg
gctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatce
tttgaacgcacattgcgcccgccagtattcectggecgggecatgectgttecgagegtcattacaaccctcaggecccece
gggcctggcgttggggatcggcagaagccccecctgtgggcacacgceccgtecctcaaatacagtggeggtecececgecyg
cagcttccattgcgtagtagctaacacctcgcaactggagagcggcgcggccatgeccgtaaaacacccaacttet
gaatgttgacctcgaatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcata

>E223 Penicillium sp.

Agtaaaagtcgtaacaaggtttccgtaggtgaacctgcggaaggatcattaccgagtgagggccctctgggtcca
acctcccacccgtgtttattttaccttgttgecttcggegggececgecttaactggecgeccggggggcecttacgece
ccgggcccgcgcecccgccgaagacaccctcecgaactectgtctgaagattgaagtctgagtgaaaatataaattattt
aaaactttcaacaacggatctcttggttccggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgatacgtaatgtgaatt
gcaaattcagtgaatcatcgagtctttgaacgcacattgcgcccececctggtatteccggggggecatgectgtecgag
cgtcattgctgccctcaagcecccggettgtgtgttgggecccecgtececececcgatecteccgggggacgggecccgaaaggce
agcggcggcaccgcgtceccggtcectcecgagegtatggggetttgtcaccecgetectgtaggecccggecggegettgece
gatcaacccaaatttttatccaggttgacctcggatcaggtagggatacccgctgaacttaagcatat

>G111 Agaricales sp.

Aaagtggtaacaaggtttccgtaggggaacctgcggaagggtcattattgaatgtttgaagttggttgagectggt
cttaacggacatgtgctcgctgcttctattcatcttatccacctgtgcacttattgtagagctctgaagaaagcec
ttggttcatactgaggtcagtatttaggttctatgttttcacaaactctatgaatgtctagaatgtcttttattyg
ggacttgatattggccctttaaactttatacaattttcaacaacagatctcgtggctctcecgcatctaagaaaaac
gcagcaaagtgcgataagtagtgtgaattgcaaaattcagtgaatcatcaaatctttgaacgcceccttgeccecect
ttggtattcaaaagggcgtgcgtgttagagtgtcattaatttctcaacttcaaaatctttttgtectttttgaate
ttgtatgtgaaggcgtggtggctttttaagtgttcatctcctttgaaatgcattagtggacccgtgtgtgttcac
ccttagtgagataattatctatgctatggttttttgaacgcgtgctcgataaaacttcaaagggtttcattactce
tttctgtgtgggggggtgcattaacactgctctctctgtctatcgagtttggtctgtectgettccatetgtetge
cgtgtgtggacaattttgaaccatttgacctcaaatcaggtaggactacccgctaaacttaaa

>G116 Agaricales sp.

Aaagtggtaacaaggtttccgtaggggaacctgcggaagggtcctttttgaatgtttgaagttggttgagectggt
cttaacggacatgtgctcgctgcttctattcatcttatccacctgtgcacttattgtagagctctgaagaaagcecc
tcggttcatactgaggtcagtatttaggttctatgttttcacaaactctatgaatgtctagaatgtcttttattyg
ggacttgatattgcccctttaatctttatacatttttcaacaacagatctcttgtctctcgtatctatgaaaaac
gcagcaaagtgctataaatagtgtgatttgcaaatttcagtgaatcatcaaatctttgaacgcatcttgcgececct
ttggtattccaaagggtgtgcgtgtttgagtgtctttattttctcatcttcaaaatctttttgtectttttgaate
ttgtatgtgaaggcttgctggttttttatgtgttcatctcctttgatatgectttagtggacccgtgtgtgttcac
ccttagtgtgataattatctatgctatggttttttgaatgcgtgctcgttaaaacttcaaagggtttctttactce
tttctgtgtggggggttgcattaactctgctctctctgtctatcgagtttggtctgtctgecttccatectgtetge
cgtgtgtggactattttaaaccttttgacctcaaatcaggtaggactacc

>G133 Clonostachys sp.

Agaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactccca
aacccatgtgaacatacctactgttgcttcggecgggattgecccecgggegectegtgtgeccecggatcaggegece
gcctaggaaacttaattcttgttttattttggaatcttctgagtagtttttacaaataaataaaaactttcaaca
acggatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtyg
aatcatcgaatctttgaacgcacattgcgcccgceccagtattctggegggcatgectgtectgagegtcatttcaac
cctcatgcccctagggecgtggtgttggggatcggccaaagcccgcgagggacggeccggeccctaaatcectagtgge
ggacccgtcgtggcectcectcectgecgaagtagtgatattececgcatcggagagcgacgagecccctgecgttaaacccece
caactttccaaggttgacctcagatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatat
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>G137 Fusarium sp.

Ggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactcccaaac
ccctgtgaacataccacttgttgcctcggcggatcagecccgcectecccggtaaaacgggacggcccgccagaggacce
cctaaactctgtttctatatgtaacttctgagtaaaaccataaataaatcaaaactttcaacaacggatctcttg
gttctggcatcgatgaagaacgcagcaaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatc
tttgaacgcacattgcgcccgceccagtattctggecgggcatgectgttecgagegtcatttcaaccctcaagcacag
cttggtgttgggactcgcgttaattcgecgttcectcaaattgattggcggtcacgtcgagecttccatagecgtagta
gtaaaaccctcgttactggtaatcgtcgcggeccacgccgttaaaccccaacttctgaatgttgaccteggatcag
gtaggaatacccgctgaacttaagcat

>G138 Fusarium sp.

Gtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactcccaaacccecct
gtgaacataccacttgttgcctcggecggatcagecccgectecccggtaaaacgggacggeccgecagaggaccecta
aactctgtttctatatgtaacttctgagtaaaaccataaataaatcaaaactttcaacaacggatctcttggttc
tggcatcgatgaagaacgcagcaaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctttyg
aacgcacattgcgcccgccagtattcectggecgggcatgecctgttcgagegtcatttcaaccctcaagcacagecttyg
gtgttgggactcgcgttaattcgcgttccccaaattgattggecggtcacgtcgagecttccatagecgtagtagtaa
aaccctcgttactggtaaccgtcgcggceccacgccgttaaaccccaacttcectgaatgttgaccteggatcaggtag
gaatacccgctgaacttaagcatatc

>G3310 Fusarium sp.

Ggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactcccaaac
ccctgtgaacatacctatacgttgcecctcggcggatcageccecgcgecccecgtaaaacgggacggeccgeccgaggac
cctaaactctgtttttagtggaacttctgagtaaaacaaacaaataaatcaaaactttcaacaacggatctcttg
gttctggcatcgatgaagaacgcagcaaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatc
tttgaacgcacattgcgcccgccagtattctggecgggcatgectgttcgagegtcatttcaaccctcaagetcag
cttggtgttgggactcgcggtaacccgcgttccccaaatcgattggecggtcacgtcgagcecttceccatagegtagta
atcatacacctcgttactggtaatcgtcgcggccacgccgtaaaaccccaacttctgaatgttgacctcggatca
ggtaggaatacccgctgaacttaagcatatcaata

>G338 Fusarium sp.

Gaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactcccaaacc
cctgtgaacatacctatacgttgcctcggcggatcagecccgcgecccgtaaaacgggacggecccgcccgaggacce
ctaaactctgtttttagtggaacttctgagtaaaacaaacaaataaatcaaaactttcaacaacggatctcttgg
ttctggcatcgatgaagaacgcagcaaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatct
ttgaacgcacattgcgcccgccagtattctggecgggcatgectgttcgagegtcatttcaaccctcaagectecage
ttggtgttgggactcgcggtaacccgcgttccccaaatcgattggecggtcacgtcgagetteccatagegtagtaa
tcatacacctcgttactggtaatcgtcgcggeccacgeccgtaaaaccccaacttctgaatgttgaccteggatcag
gtaggaatacccgctgaacttaagcat

>G435 Clonostachys sp.

Aagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactcccaaacce
atgtgaacatacctactgttgcttcggcgggattgceccccgggegectecgtgtgecceccggatcaggecgeccgecta
ggaaacttaattcttgttttattttggaatcttctgagtagtttttacaaataaataaaaactttcaacaacgga
tctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatca
tcgaatctttgaacgcacattgcgcccgeccagtattctggecgggcatgectgtctgagegtcatttcaaccctea
tgcccctagggegtggtgttggggatcggeccaaagecccgecgagggacggecggeccctaaatcectagtggeggace
cgtcgtggcctcectctgcgaagtagtgatattccgcatcggagagcgacgagcecccectgecgttaaaccccecaact
ttccaaggttgacctcagatcaggtaggaatacccgctgaacttaagca
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>G5182 Clonostachys sp.

Ggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactcccaaac
ccatgtgaacatacctactgttgcttcggcgggattgccccgggegectecgtgtgecccecggaccaggcgecccgec
taggaaacttaattcttgttttattttggaatcttctgagtagtttttacaaataaataaaaactttcaacaacg
gatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaat
catcgaatctttgaacgcacattgcgcccgccagtattctggecgggcatgectgtctgagegtcatttcaaccct
catgcccctagggcgtggtgttggggatcggccaaagecccgcgagggacggceccggceccctaaatctagtggecgga
cccgtcecgtggectectcectgcgaagtagtgatattceccgcatcggagagcgacgageccctgecgttaaacccecccaa
ctttccaaggttgacctcagatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatat

>G5211 Fusarium sp.

Aagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactcccaaaccce
ctgtgaacatacctatacgttgcctcggcggatcagcccgecgecceccgtaaaacgggacggecccgeccgaggaccce
taaactctgtttttagtggaacttctgagtaaaacaaacaaataaatcaaaactttcaacaacggatctcttggt
tctggcatcgatgaagaacgcagcaaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctt
tgaacgcacattgcgcccgccagtattctggecgggcatgectgttcgagegtcatttcaaccctcaagectcaget
tggtgttgggactcgcggtaacccgegtteccccaaatcgattggecggtcacgtcgagettceccatagegtagtaat
catacacctcgttactggtaatcgtcgcggccacgccgtaaaaccccaacttctgaatgttgacctecggatcagg
taggaatacccgctgaacttaagcatatcaat

>G5311 Fusarium sp.

Agtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactcccaaacccce
tgtgaacataccacttgttgcctcggcggatcagecececgectececcggtaaaacgggacggcccgceccagaggacccect
aaactctgtttctatatgtaacttctgagtaaaaccataaataaatcaaaactttcaacaacggatctcttggtt
ctggcatcgatgaagaacgcagcaaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatcttt
gaacgcacattgcgcccgccagtattctggecgggcatgectgttcgagegtcatttcaaccctcaagcacagett
ggtgttgggactcgcgttaattcgecgttcctcaaattgattggcggtcacgtcgagecttccatagecgtagtagta
aaaccctcgttactggtaatcgtcgcggccacgeccgttaaaccccaacttctgaatgttgacctecggatcaggta
ggaatacccgctgaacttaagcatat

>G538 Aspergillus sp.

Aagtaaaagtcgtaacaaggtttccgtaggtgaacctgcggaaggatcttaccgagtgecgggtecctttgggecca
acctcccatccgtgtctattataccctgttgettcggegggececgecgettgtecggecgecgggggggecgecttt
gccccceccecgggceccgtgeccgeccggagaccccaacacgaacactgtectgaaagegtgcagtectgagttgattgaat
gcaatcagttaaaactttcaacaatggatctcttggttccggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataact
aatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgagtctttgaacgcacattgcgcccectggtatteccggggggeat
gcctgtccgagcgtcattgctgeccctcaagececcggettgtgtgttgggtegecgtecececctetecggggggacgg
gcccgaaaggcagcggcggcaccgcecgtceccgatectecgagegtatggggetttgtcacatgetcectgtaggattgge
cggcgcctgccgacgttttccaaccattttttccaggttgacctecggatcaggtagggatacccgectgaacttaa
gcatatc

>G539 Clonostachys sp.

Aagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactcccaaaccce
atgtgaacatacctactgttgcttcggcgggattgceccccgggegectecgtgtgecceccggaccaggcgeccgecta
ggaaacttaattcttgttttattttggaatcttctgagtagtttttacaaataaataaaaactttcaacaacgga
tctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatca
tcgaatctttgaacgcacattgcgcccgccagtattctggecgggcatgectgtctgagegtcatttcaaccctea
tgcccctagggegtggtgttggggatcggeccaaagecccgcgagggacggecggeccctaaatectagtggeggace
cgtcgtggcctcectctgcgaagtagtgatattccgcatcggagagcgacgagcecccectgecgttaaaccccecaact
ttccaaggttgacctcagatcaggtaggaatacccgctgaacttaagca
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>Sn143111 Hypocreales sp.

Gcecectaattcectagtggtggageccgtcecgtggectecctectgecgaagaagtgatatteccgecatcggagagcagagag
cccctgcecgttaaacctcgaactttccaaggttgacctcacatcaggtgggaatacccgectgaacttttttgggg
gaattccctatttggggcccccattttaaaggggcatcattecgtttccaaatccececccatttttttggggaaaaa
caaaaaaaaaaa

>5n1631 Aspergillus sp.

Ggaagtaaaagtcgtaacaaggtttccgtaggtgaacctgcggaaggatcattactgagtgagggtcecctcgggg
cccaacctcccaccecgtgtataccgtaccttgttgecttecggecgggecccgeccgecgcaagcggceccgccggggggggce
gtcaaacccccecctececctaggcgagecgeccgceccggagacaccaacgtgaacactgtectgaagttttgttgtetgag
ttcgattgtatcgcaatcagttaaaactttcaacaatggatctcttggttccggcatcgatgaagaacgcagcga
aatgcgataattaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgagtctttgaacgcacattgcacccecctggtat
tccggggggtatgcecctgtceccgagecgtcattgectgececctcaagcacggettgtgtgttgggtegtegtecccececcece
cggggacgggcccgaaaggcagcggcggcaccgcgteccggtecctecgagegtatggggectttgtcaccecgetettyg
taggcccggccggcgctggecgacgctgaaaagcaaccaactatttcecteccaggttgacctecggatcaggtaggga
tacccgctgaacttaagcatatca

>3sn181022 Clonostachys sp.

Ttggtccattagaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagttt
acaactcccaaacccatgtgaacatacctactgttgcttcggecgggattgececcecgggegectegtgtgeeccegga
tcaggcgcccgcectaggaaacttaactcecttgttttattttggaatcttctgagtagtttttacaaataaataaaa
actttcaacaacggatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgceca
gaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgccecgeccagtattctggegggecatgectgtectgageg
tcatttcaaccctcatgccectagggecgtggtgttggggatcggccaaagecccgcgagggacggeccggeccctaa
atctagtggcggacccgtcgtggcectcecctectgecgaagtagtgatatteccgcatcggagagcgacgageccctgece
gttaaacccccaactttccaaggttgacctcagatcaggtaggaatacccgctgaacttaagecat

>sn182 Beauveria bassiana

Ggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagttttcaactcecctaac
ccttctgtgaacctacctatcgttgcttcggcggactcgeccccagecccggacgcggactggaccggcecggcccgec
ggggacctcaaactcttgtattccagcatcttctgaatacgccgcaaggcaaaacaaatgaatcaaaactttcaa
caacggatctcttggctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaacgcgataagtaatgtgaattgcagaatccag
tgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgcccgccagcattctggecgggcatgectgttcgagegtecatttea
accctcgacctceccececttggggaggtecggecgttggggaccggcagcacaccgecggecctgaaatggagtggegge
ccgtccgcggcgacctcectgcgcagtaatacagectcgcaccgggaccccgacgcggceccacgeccgtaaaacacccaa
cttctgaacgttgacctcgaatcaggtaggactacccgctgaacttaagca

>Sn248 Phomopsis sp.

Agaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattgctggaacgcgeccccaggce
gcacccagaaaccctttgtgaacttataccttactgttgecctcggegecatgecggececccaggggeccectecggag
acgaggagcaggcacgccggcggccaagttaactcttgtttttacactgaaactctgagaaaaaaaacaaaatga
atcaaaactttcaacaacggatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtga
attgcagaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgccctceccggtattccggagggcatgectgtt
cgagcgtcatttcaaccctcaagcactgecttggtgttggggcactgectttteccggaaggcaggeccctgaaatte
agtggcgagctcgccaggaccccgagcgcagtagttaaacccectegetttggaaggecctggeggtgeecctgecgt
taaacccccaactcttgaaaatttgacctcggatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatatcaata
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>Sn267 Fusarium sp.

Tagaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagttatacaactca
tcaaccctgtgaacatacctaaaacgttgcttcggcgggaacagacggccccecgtaacacgggccgeccccgecag
aggaccccctaactctgtttctattatgtttcttctgagtaaaacaagcaaataaattaaaactttcaacaacgg
atctcttggctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatce
atcgaatctttgaacgcacattgcgcccgceccagtattctggecgggecatgectgttcgagegtcattacaaccecte
aggcccccgggcectggegttggggatcggecgaggcgcecccecctgecgggecacacgecgteccccaaatacagtggeg
gtcccgceccgcecagcecttceccattgecgtagtagctaacacctecgcaactggagagcggcgcggccacgeccgtaaaacac
ccaacttctgaatgttgacctcgaatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatatc

>Sn274 Fusarium sp.

Gtcatttagaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagttatac
aactcatcaaccctgtgaacatacctaaacgttgcttcggcgggaacagacggccccgtaacacgggccgccccece
gccagaggaccccctaactctgtttttataatgttttttctgagtaaacaagcaaataaattaaaactttcaaca
acggatctcttggctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtyg
aatcatcgaatctttgaacgcacattgcgcccgccagtattctggecgggcatgectgttecgagegtcattacaac
cctcaggcccccgggcectggegttggggatcggcggagecgecccctgecgggcacacgceccgteeccccaaatacagt
ggcggtcccgceccgcagcttceccattgegtagtagectaacacctcecgcaactggagagcggcgcggeccacgccgtaaa
acacccaacttctgaatgttgacctcgaatcaggtaggaatacccgctgaacttaagca

>5n27811 Clonostachys sp.

Ttggtccattagaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagttt
acaactcccaaacccatgtgaacatacctactgttgcttcggecgggattgecceccgggegectecgtgtgeccecgga
tcaggcgcccgcecctaggaaacttaactcttgttttattttggaatcttctgagtagtttttacaaataaataaaa
actttcaacaacggatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgca
gaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgcccgeccagtattectggecgggcatgectgtctgageg
tcatttcaaccctcatgccecctagggecgtggtgttggggatcggccaaagecccgcgagggacggeccggeccctaa
atctagtggcggacccgtcgtggcecctcecctcectgecgaagtagtgatattccgcatcggagagcgacgagecccctgcece
gttaaacccccaactttccaaggttgacctcagatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatatce

>5n3101 Fusarium sp.

Ggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagttatacaactcatcaa
ccctgtgaacatacctaaaacgttgcttcggcgggaacagacggccccgtaacacgggeccgcecccceccgceccagagga
ccccctaactcectgtttctattatgtttecttectgagtaaaacaagcaaataaattaaaactttcaacaacggatcet
cttggctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcg
aatctttgaacgcacattgcgcccgccagtattctggecgggcatgectgttcgagegtcattacaaccctcagge
ccccecgggcectggegttggggatcggcgaggcecgeccccctgecgggcacacgeccgtcecceccccaaatacagtggeggtec
cgccgcagcttccattgcecgtagtagctaacacctcgcaactggagagcggcgcggccacgeccgtaaaacaccecaa
cttctgaatgttgacctcgaatcaggtaggaatacccgctgaacttaagca

>5n319112 Clonostachys sp.

Ttggtcatttagaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagttt
acaactcccaaacccatgtgaacatacctactgttgcttcggecgggattgececcecgggegectegtgtgeecececgga
tcaggcgcccgcecctaggaaacttaactcecttgttttattttggaatcttctgagtagtttttacaaataaataaaa
actttcaacaacggatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgca
gaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgccecgeccagtattectggegggecatgectgtectgageg
tcatttcaaccctcatgcccecctagggecgtggtgttggggatcggccaaagececcgcgagggacggccggeccctaa
atctagtggcggacccgtcgtggcectecctectgecgaagtagtgatatteccgcatecggagagcgacgagececctgece
gttaaacccccaactttccaaggttgacctcagatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatat
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>Sn3210 Marasmiaceae

Agaggaagtaaaagtcgtaacaaggtttccgtaggtgaacctgcggaaggatcattattgaatgtttggagectgg
ttgagctggtcttaatggacatgtgctcgctgecttctattcatcttatccacctgtgcacttattgtagagettt
gaagaaggtctcagttttgtgctgaggttagtattcaggttctatgttttcacaaactctatgaatgtcttgaat
gtcttctattgggacttgattggccctttaaactttatacaactttcagcaacggatctcttggectcectegecatceg
atgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacc
ttgcgccctttggtattccgaagggcatgectgtttgagtgtcattaaattctcaactccaaaaagetttgtett
tttgaagcttggatgtgaaggcttgctggcgtttttcaaatgttcagectcecctttgaaatgcattagtggaccecegt
ttgtgttcagctttagtgtgataattatctacgctatggecctttgaatacttgctcattggaaccttcgaggtgt
ttttgcaacactgtcggtgtggggagttgcatagactttctttgctctctectgtcectgtcectgtccattgagtttgg
tttgtctgcttctaactgtctgctactgtgtggacaattttgaaccatttgacctcaaatcaggtaggactaccc
gctgaacttaagcatat

>Sn335 Fusarium sp.

Cttggtccattagaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtt
atacaactcatcaaccctgtgaacatacctaaaacgttgcttcggecgggaacagacggcccecgtaacacgggcecg
cccceccgccagaggaccceccctaactectgtttectattatgtttecttectgagtaaaacaagcaaataaattaaaactt
tcaacaacggatctcttggctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaat
tcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgeccecgeccagtattectggegggecatgectgttecgagegtecat
tacaaccctcaggcccecceccgggcectggegttggggatcggcgaggcecgcecccctgcgggcacacgecgteeccccaaa
tacagtggcggtcccgceccgcagcttceccattgegtagtagectaacacctecgcaactggagagcggcgcggecacge
cgtaaaacacccaacttctgaatgttgacctcgaatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatatcaat

>3Sn342 Myrothecium sp.

Agtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaaactcccaaaccce
tttgtgaaccttaccatattgttgcttcggecgggaccgecccecggegecttecgggeccggaaccaggcgcccgecyg
gaggccccaaactcttatgtctttagtggttttctecctctgagtgacacataaacaaataaataaaaactttcaa
caacggatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcag
tgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgcccgccagtattctggecgggcatgectgttcgagegtcatttea
accctcaggcccccagtgectggtgttggggatcggecccagecttectegcaaggececgecggecccgaaatcectagt
ggcggtctcgctgtagtcctcecctctgecgtagtagcacaacctecgcagttggaacgecggeggtggeccatgeecgtta
aacaccccacttctgaaagttgacctcggatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatat

>5n347 Diaporthales sp.

Gaagtaaaagttgtaacaaggtttccgttggtgaaccagcggagggatcattggtggaacgcgccccaggcgecac
ccagaaaccctttgtgaacttataccttactgttgcctcggecgcatgeccggecececcaggggcccecctecggagacga
ggagcaggcacgccggcggccaagttaactcttgtttttacactgaaactctgagaaaaaaaaaaaaaatgaatc
aaaattttcaacaacggatcttttggttctggcttcaataaaaaacgcaccaaaatgcgataagtaatgggaatt
gcaaaattcagggaatcatcaaatctttaaacgcactttgcgccecctececggttttccggagggcatgectgttcaa
gcgtcttttcacccecctcaagcactgtttggggttggggcactgcecttctectcggggaaagcaggceccctgaaatteca
ggggcaagctcgccgggaccccaagcgcagtatttaaaccctegetcectggaaggececctgggggggecctgeecgtt
aaacccccaactcttgaaaatttgacctcgaatcaggtagaaatacccgctaaattta

>sn352 Clonostachys sp.

tagaggaagtaaaagtcgtaacaaggtctccgttggtgaaccagcggagggatcattaccgagtttacaactccecce
aaacccatgtgaacatacctactgttgcttcggecgggattgecceccgggegectegtgtgececcggatcaggegec
cgcctaggaaacttaattcttgttttattttggaatcttctgagtagtttttacaaataaataaaaactttcaac
aacggatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagt
gaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgcccgccagtattectggecgggcatgectgtectgagegtcatttcaa
ccctcatgcecccecctagggegtggtgttggggatcggccaaagecccgcgagggacggceccggeccctaaatectagtgg
cggacccgtcgtggectcecctectgcgaagtagtgatattceccgcatcggagagcgacgagecccctgecgttaaaccce
ccaactttccaaggttgacctcagatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcecat
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Annexe 4

Antagonisme in vitro par double culture (culture simultanée)

Tableau 10 : Résultats de I’analyse de la variance du taux de croissance des souches

pathogénes a I’encontre des antagonistes testés.

Facteurs Somme des d.d.l  Carrés F-ratio P
carrés moyens

Palmier Antagonistes 19015.22 34 559,27 22,96 0,00
dattier

Pathogénes 3812,64 3 1270.88 52,18 0,00
d’Adrar
Palmier Antagonistes 244,39 34 7,19 81,59 0,00
dattier

, Pathogenes 69,57 3 23,19 263,23 0,00

d’Alicante

Tableau 12 : Résultats de I’analyse de la variance du diamétre de la zone d’inhibition en

fonction des antagonistes et des pathogenes étudiés.

Somme des
Facteurs carrés d.d.l Carrés F-ratio P
moyens

Palmier Antagonistes 289,722 34 8,521 29,872 0,00
d’Adrar

Pathogenes 45,649 15.216 15,216 53,341 0,00
Palmier Antagonistes 244,39 34 7,19 81,59 0,00
d’Alicante

Pathogénes 69,57 3 23,19 263,23 0,00
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Figure 28: Variation du taux de croissance des souches pathogénes testées vis-a-vis des

83

72

61

50

39

|

I O e e e ey I I |

N
AL “"go"(%, O O

79

70

61

52

43

34

\J

N RO D o O 0P ol AR o o, 2 Ak N 6 5 i b
NVGNCGT TS oD BL NN (GO N gn aBh g8 G W o f O oD ok o o

S 2 @O eTeg O @ SN oY %&%\txﬂ%\a\@\@\xe“# STV
2 S £

S

ISOLATS
A

rrrrrr1r1r1r1r1rrrrr T T T T T T T T T T T T T T T T T

I ) I B A

AD, 2 B A ABE 022 a2 05 PO, Gl A3 (A AT IR 002 R oG 0% 0N AR NN o AGKAGD NI ASK A2 QR 5! 192 0>
9\0 PINSAAN %\\%\%@% %\%%\%%\%\g\\\&\%}\u PO SO &2\,\{5 P ?f\),\'a\ f\t\ ASPEANGRGRRY ,\,%,L\ R

ISOLATS

souches antagonistes des palmiers dattiers d’Alicante (A) et d’Adrar (B).
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Figure 29: Variation de taux de croissance des souches pathogénes vis-a-vis des souches

antagonistes testées des palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante (B).
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Figure 30 : Cercle de corrélation des souches pathogenes testées avec leurs antagonistes

isolés a partir des racines des palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante (B).
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Figure 34 : Variation du diamétre des zones d’inhibition exercées par les isolats

antagonistes a I’encontre des pathogenes.
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Figure 35 : Variation du diametre de la zone d’inhibition exercée par les antagonistes
isolés des racines du palmier dattier d’Adrar (A) et d’Alicante (B) a I’encontre des

souches pathogenes testées.
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Figure 36 : Cercle de corrélation des pathogénes testés avec leurs antagonistes isolés des
palmiers dattiers d’Adrar (A) et d’Alicante (B).
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