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Résumeé

Face aux impacts des fongicides chimiques, le biocontrdle émerge comme une
alternative durable pour protéger les cultures. Ce travail vise a évaluer le potentiel
enzymatique et l'activité antagoniste de quatre souches d'endophytes marins face a des
phytopathogeénes affectant la feve (Vicia faba L.) et le néflier du Japon (Eriobotrya japonica
L.).

La démarche consiste a isoler et identifier les agents phytopathogénes a partir
d'échantillons végéetaux symptomatiques qui ont été collectés a Mostaganem. Parallelement, le
profil enzymatique de quatre souches endophytes (Aspergillus niger AL6.1, Aspergillus
terreus BO2H, Penicillium chrysogenum CR2 et Penicillium sp. UR3) a été évalué sur des
milieux gélosés spécifiques. L'activité antifongique a ensuite été investiguée in vitro par
confrontation directe et par diffusion sur disques a lI'aide d'extraits de métabolites secondaires
bruts, qui ont été obtenus apres extraction a l'acétate d'éthyle du milieu de fermentation

liquide.

Les isolats pathogenes Alternaria sp. (FB1, NJ) et Botrytis sp. (FB2) ont éte identifiés.
Le screening a réveélé que la souche AL6.1 (A. niger) possédait le profil enzymatique le plus
important et la meilleure performance en confrontation directe, atteignant 61,11 %
d'inhibition radiale contre I'isolat NJ. A I'inverse, les extraits bruts des souches de Penicillium
(CR2 et UR3) ont montré la plus forte efficacité par diffusion, provoquant de larges zones
d'inhibition contre les spores de Botrytis sp. (jusqu’a 20,7 £ 1,2 mm). Ces conclusions ont mis
en évidence le potentiel prometteur des endophytes marins pour le biocontréle en agriculture,
a travers la double efficacité de leurs systéemes enzymatiques extracellulaires et de leurs

métabolites secondaires face aux phytopathogeénes.

Mots-clés : Champignons endophytes marins, Biocontrdle, Champignons phytopathogenes,
Activités enzymatiques, Métabolites secondaires.



Abstract

In response to the impacts of chemical fungicides, biological control is emerging as a
sustainable alternative for crop protection. This work aims to evaluate the enzymatic potential
and antagonistic activity of four marine endophyte strains against phytopathogens affecting

faba bean (Vicia faba L.) and loquat (Eriobotrya japonica L.).

The approach involved isolating and identifying phytopathogenic agents from
symptomatic plant samples collected in Mostaganem. Concurrently, the enzymatic profile of
four endophyte strains (Aspergillus niger AL6.1, Aspergillus terreus B02H, Penicillium
chrysogenum CR2, and Penicillium sp. UR3) was evaluated on specific solid media.
Antifungal activity was then investigated in vitro through direct confrontation and disk
diffusion assays using crude secondary metabolite extracts, which were obtained after ethyl

acetate extraction of the liquid fermentation medium.

The pathogenic isolates Alternaria sp. (FB1, NJ) and Botrytis sp. (FB2) were
identified. Screening revealed that strain AL6.1 (A. niger) possessed the most important
enzymatic profile and the best performance in direct confrontation, achieving 61.11% radial
inhibition against isolate NJ. Conversely, crude extracts from Penicillium strains (CR2 and
UR3) showed the highest efficacy by diffusion, causing broad inhibition zones against
Botrytis sp. Spores (up to 20.7 = 1.2 mm). These findings highlighted the promising potential
of marine endophytes for biological control in agriculture, through the dual efficacy of their

extracellular enzyme systems and secondary metabolites against phytopathogens.

Keywords: Marine endophytic fungi, Biological control, Phytopathogenic fungi, Enzymatic

activities, Secondary metabolites.
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Introduction générale

Introduction

Face a I’augmentation constante de la population mondiale, la sécurité alimentaire est
devenue un défi majeur qui impose de maximiser et de sécuriser les rendements agricoles.
Cependant, les cultures sont confrontées a de nombreuses perturbations physiologiques
causées par des agents phytopathogenes, parmi lesquels les champignons occupent une place
prédominante en étant responsables de la majorité des maladies infectieuses végétales. Ces
agressions fongiques altérent ainsi la productivité des récoltes et menacent la santé humaine et
animale par la production de mycotoxines dangereuses (Godfray et al., 2010 ; Fisher et al.,
2012 ; Alshannaq et Yu, 2017).

Parmi les cultures d'importance économique et nutritionnelle particulierement
touchées, la feve (Vicia faba L.), une légumineuse majeure riche en protéines, subit des
attaques séveres de complexes pathogénes aériens comme l'alternariose et la tache chocolat
causée par Botrytis fabae. Parallelement, des arbres fruitiers d'intérét comme le néflier du
Japon (Eriobotrya japonica Lindl.) subissent d'importants dommages foliaires et fruitiers
induits par le champignon nécrotrophe Alternaria alternata, entrainant des défoliations létales
et des pertes économiques conséquentes. Jusqu'a présent, la lutte chimique par l'usage de
fongicides synthétiques reste la méthode de contrle la plus courante. Néanmoins,
I'émergence de souches résistantes, la toxicité environnementale et la répercussion de ces
produits chimiques sur la santé publique poussent la recherche agronomique a explorer des
solutions écologiques alternatives, telles que le biocontréle (Torres et al., 2006 ; Lucas et al.,
2015 ; Nicolopoulou-Stamati et al., 2016 ; Batta, 2021).

Dans ce contexte, les champignons endophytes s'imposent comme une alternative
biologique particulierement prometteuse. Ces micro-organismes colonisent l'intérieur des
tissus végétaux de maniere asymptomatique, établissant une relation d'antagonisme équilibré
avec leur hote (Rodriguez et al., 2009). Pour survivre dans ces niches écologiques et faire
face a la compétition, ils déploient un arsenal biochimique complexe a travers deux voies
majeures: la sécrétion d'enzymes lytiques extracellulaires et la synthése de métabolites
secondaires bioactifs (Schulz et Boyle, 2005). Si les endophytes terrestres ont été largement
étudiés, les champignons endophytes issus de macroalgues marines suscitent aujourd'hui un
intérét grandissant (Flewelling et al., 2015). Soumis a des variations environnementales

marines rigoureuses, ces endophytes marins activent des voies de biosynthese unigues,
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produisant des biomolécules aux propriétés technologiques et biologiques remarquables
(Debbab et al., 2011).

C'est dans cette optique que s'inscrit le présent meémoire de fin d'études, réalisé au laboratoire
de recherche de Microbiologie et Biologie végétale de I’université Abdelhamid Ibn Badis de
Mostaganem. L’objectif principal de cette étude est d’évaluer le potentiel enzymatique ainsi
que l'activité antifongique des souches de champignons endophytes initialement isolées de
macro-algues marines vis-a-vis des souches phytopathogeénes isolées de la feve (Vicia faba L.)

et du néflier du Japon (Eriobotrya japonica L.).
La méthodologie mise en ceuvre comprend les étapes suivantes:

v Isolement et [D’identification des champignons phytopathogenes a partir des
échantillons de plantes symptomatiques ;

v" Mise en évidence de quelques activités enzymatiques des champignons endophytes
marins ;

v' Evaluation in vitro du potentiel antagoniste des champignons endophytes vis-a-vis les
isolats phytopathogénes.

v Fermentation en milieu liquide et extraction des métabolites secondaires produits par

les isolats endophytes et évaluation de leur activité antifongique.
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1. Définition des champignons endophytes

Les champignons endophytes sont des micro-organismes fongiques qui colonisent les
feuilles et les racines d'un végétal qui peut étre terrestre ou marin. Ils passent I'essentiel de
leur cycle biologique au sein de la plante héte de maniére asymptomatique, sans causer de

pathologie apparente (Vijay et Alan, 2014).

2. Mode de transmission :

Les endophytes ont deux modes de transmission (figure 1):

2.1. Transmission verticale (ou héréditaire)

La transmission verticale désigne le transfert direct d'un champignon endophyte de la
plante mére a sa descendance via les graines ou la propagation végétative (Saikkonen et al.,
2004).

2.2. Transmission Horizontale (ou Environnementale)

Ce mode de transmission s'effectue par l'intermédiaire des spores sexuées ou asexuées
(Clay, 1986) transitent par le sol, I'atmosphere ou des vecteurs biologiques comme les
insectes pour infecter de nouvelles plantes (Arnold et al., 2003), ces champignons initient des
infections localisées en adhérant a la surface des tissus aériens, ou ils exploitent les ouvertures
naturelles, notamment les stomates, ou une perforation directe de la cuticule pour pénétrer

I'apoplasme végétal (Rodriguez et al., 2009).
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Figure 1 : Mode de transmission des champignons endophytes (Saikkonen et al., 2004).
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3. Classification des champignons endophytes

La classification des champignons endophytes repose sur des criteres phylogénétiques,
taxonomiques et écologiques. On distingue traditionnellement deux catégories majeures : les
endophytes Clavicipitacées regroupés dans la Classe 1, et les endophytes non Clavicipitacées
qui présentent une plus grande diversité et se subdivisent en trois catégories distinctes : les
Classes 2, 3 et 4 (tableau 01) (Rodriguez et al., 2009).

3.1. Endophytes classe 1

Parmi cette famille d’Ascomycota, seuls quatre genres sont endophytes (Balansia, Ephelis,
Epichloé, Neotyphodium), colonisent principalement les tissus aériens et le rhizome de leurs
hotes mais leur présence dans des faisceaux vasculaires demeure extrémement rare (Andéol
et Benjamin, 2016). Ces champignons présentent un développement systémique au sein des
tissus des Poacées (graminées) et des Cyperacées (carex), avec une transmission verticale
assurée par les semences (Rodriguez et al., 2009), ils améliorent la biomasse et la résistance
de I'néte (stress hydrique, herbivores) grace a des métabolites protecteurs (Mishra et al.,
2014).

3.2. Endophytes classe 2

Les endophytes de classe 2 se composent d'une grande variété d'espéces issues du sous-
regne des Dikarya. Bien que la majorité appartienne aux Ascomycota, certains membres
relevent des Basidiomycota (Andeéol et Benjamin 2016). Contrairement aux autres
endophytes non clavicipitacés (NC), ils se caractérisent par leur aptitude a coloniser
I'ensemble des tissus végétaux, racines, tiges et feuilles et a y établir des infections

systémiques étendues (Rodriguez et al., 2009).

3.3. Endophytes classe 3

Appartenant au sous-régne des Dikarya, les endophytes de classe 3 présentent une
prévalence marquée dans I'embranchement des Ascomycota, par rapport aux Basidiomycota.
Au sein de cette diversité, le sous-embranchement des Pezizomycota constitue le taxon

dominant (Andéol et Benjamin 2016).

3.4. Endophytes classe 4

Bien que sa délimitation conceptuelle reste encore a affiner, la classe 4 est exclusivement
composée de champignons Ascomycetes appartenant au sous-embranchement des
Pezizomycotina. La diversité de ce groupe s'articule principalement autour des ordres des

Pleosporales, Pezizales et Helotiales (Andéol et Benjamin 2016).

4



Chapitre | Les champignons endophytes

Tableau 1: Classification des endophytes fongiques (Rodriguez et al, 2009)

Clavicipitacées Non- Clavicipitacées
Critere Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Gamme d’hotes Etroit large large Large
Tissus occupés Tiges et Tiges et racines et Tiges Racines
rhizomes rhizomes
Colonisation extensive extensive limitée Extensive
Transmission Verticale / Verticale / Horizontale Horizontale
Horizontale Horizontale

4. Interaction endophyte - hote

Selon Schulz et Boyle (2005), les champignons endophytes établissent plusieurs types de
relation avec leurs hotes, allant du mutualisme, a D’antagonisme en passant par le
commensalisme. La relation asymptomatique entre I’endophyte et son hote est alors expliquée
par une relation d’antagonisme équilibré, ou le systtme immunitaire de 1’hote s’active des
I’entrée du champignon endophyte pour le contrer et limiter son développement ; en réponse a
cela, I’endophyte synthétise des métabolites secondaires, le protégeant contre les défenses de
I’hdte. Dans cet équilibre entre la virulence fongique et la défense des plantes, les deux
partenaires tirent profit I’un de 1’autre, le champignon tire ses nutriments de son hote, et il lui
procure a son tour une protection contre divers stress aussi bien biotiques qu’abiotiques. Dans
le cas ou un déséquilibre se produit, di a différents facteurs tels que les facteurs
environnementaux, 1’état nutritionnel des deux partenaires etc., I’hote peut alors entrainer la
mortalité de I’endophyte ou au contraire des symptomes de maladie apparaissent sur 1’hdte a

cause de I’endophyte (Sadrati, 2021).

5. Activités biologiques des champignons endophytes

Une grande variété de métabolites secondaires ont été isolés de champignons endophytes.
Ces composés présentent diverses activités biologiques et trouvent des applications dans le
domaine de la santé ainsi que dans d'autres secteurs industriels (Vasundhara et al., 2019). Ils
comprennent notamment des constituants antifongiques, antibactériens, antiviraux,
antioxydants, anticancéreux et d'autres substances biologiquement actives (Strobel et Daisy,
2003).
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5.1. Activités antifongiques

Les champignons endophytes constituent I'une des sources alternatives potentielles les
plus prometteuses pour l'isolement de nouveaux métabolites destinés au traitement des
maladies fongiques (Vasundhara et al., 2019). En raison d'une compétition constante pour
les ressources et I'espace au sein des tissus de I'ndte, ces microorganismes vivent en relation
symbiotique et développent des mécanismes de défense biochimiques complexes (Zhang et
al., 2016). Ainsi, plusieurs molécules isolées de ces endophytes, telles que certaines
xanthones, ont démontré des propriétés d'inhibition modérée contre des souches
phytopathogénes majeures comme Fusarium oxysporum (Rateb et Ebel, 2011). L'exploration
de ce potentiel ouvre des perspectives concretes pour le développement de solutions de
biocontr6le afin de réduire la dépendance aux produits chimiques (Zhang et al., 2016 ;
Kamat et al., 2020).
5.2. Activiteés antibactériennes

Le potentiel antibactérien des métabolites issus des endophytes marins suscite un intérét
grandissant pour la découverte de nouvelles molécules d'intérét pharmaceutique (Kamat et
al., 2020 ; Teixeira et al., 2019). Les extraits bruts de diverses souches fongiques marines,
notamment celles issues d'algues de la cote de Konkan, révélent une action bactériostatique ou
bactéricide marquée sur la croissance de bactéries pathogénes (Kamat et al., 2020). Des
composés spécifiques, tels que I'asperflavin ribofuranoside isolé d'un champignon du genre
Microsporum hébergé par l'algue rouge Lomentaria catenata, ont mis en évidence une
efficacité antibiotique notable. Ce métabolite s'avere particulierement actif vis-a-vis des
souches cliniques complexes, y compris le staphylocoque doré résistant a la méticilline et
multirésistant (Rateb et Ebel, 2011).

5.3. Activités antioxydantes

Soumises a des variations environnementales rigoureuses comme de fortes fluctuations de
lumiere, de salinité ou de nutriments, les algues marines évoluent dans des écosystémes
complexes. Pour faire face a ces stress et participer aux mécanismes de protection, leurs
champignons endophytes activent des voies de biosynthése spécifiques (Zhang et al., 2016).
Ils produisent ainsi une grande diversité de métabolites secondaires a fort pouvoir
antioxydant, capables de piéger efficacement les radicaux libres et de réguler le stress
oxydatif lors d'essais standardisés au DPPH (Kamat et al., 2020). Des molécules spécifiques,
comme l'un des dériveés d'anthraquinone nommeé eurorubrin extrait d'un endophyte de

mangrove, ou encore les bromochlorogentisyl-quinones isolées du champignon Phoma
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herbarum associé a l'algue rouge Gloiopeitis tenax, affichent des propriétés antioxydantes
majeures qui surpassent parfois celles de témoins positifs synthétiques couramment utilisés
(Rateb et Ebel, 2011).

5.4. Activité antivirale

L'exploration chimique des champignons issus des habitats marins a connu une expansion
majeure, menant a la découverte de structures chimiques uniques dotées de propriétés
antivirales prometteuses (Rateb et Ebel, 2011 ; Teixeira et al., 2019). Ces produits naturels
peuvent intervenir a différentes étapes de la réplication virale, incluant l'adsorption, la
pénétration, la décapsidation et la réplication du génome, ou encore en ciblant directement des
protéines spécifiques nécessaires au cycle de vie du virus (Teixeira et al., 2019). Parmi ces
molécules bioactives, I'asperxanthone et l'asperbiphenyl, isolés a partir d'une souche
d’Aspergillus sp associés aux algues, ont mis en évidence une inhibition modérée contre le
virus de la mosaique du tabac. De plus, la brevione F, isolée d'un champignon du genre
Penicillium sp. a démontré une inhibition significative de la réplication du virus VIH-1
(Rateb et Ebel, 2011).

5.5. Activité anticancéreuse

La recherche de nouvelles thérapies antitumorales suscite un intérét scientifiqgue majeur
autour des endophytes d'algues, en raison de leur cytotoxicité sélective envers les cellules
cancéreuses humaines (Kamat et al., 2020 ; Teixeira et al., 2019). Les extraits de souches
comme Aspergillus unguis, isolé d'algues marines, ont révélé un fort potentiel cytotoxique
dépendant de la concentration contre des lignées cellulaires de cancers du col de l'utérus, du
sein, du poumon et de la peau (Kamat et al., 2020). Ces composés agissent souvent en
déclenchant un arrét du cycle cellulaire et en induisant la mort cellulaire programmée par
apoptose (Kamat et al., 2020 ; Rateb et Ebel, 2011). De nombreux autres métabolites
alcaloides ou stéroidiens extraits de genres endophytes variés continuent de révéler des

activités cytotoxiques prometteuses face a un large spectre de tumeurs (Teixeira et al., 2019).

6. Les champignons endophytes associés aux algues marines

En raison de la structure simple et de la richesse nutritive des tissus des algues, ils
constituent des hotes appropriés pour l'installation des champignons endophytes, dont les
interactions complexes varient du mutualisme a I’antagonisme selon leurs modes de vie
(Flewelling et al., 2015 ; Strobel, 2002 ; Zabalagogeazcoa, 2008). Dans une relation

mutualiste, 1’hote aide le champignon a survivre en lui fournissant des nutriments grace a la
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photosynthése, en le protégeant contre la dessiccation et lui permet aussi en cas de
transmission verticale le passage a la prochaine génération (Zabalagogeazcoa, 2008). En
retour, les endophytes renforcent la capacité de leur hote a résister aux stress causés par
I'environnement. Ces stress incluent la salinité, les rayons UV ou les métaux lourds. Ils aident
également leur hote a résister aux attaques d'autres organismes vivants (Saikkonnen et al.,
1998 ; Flewelling et al., 2015). Cette défense est assurée par la synthése de métabolites
secondaires actifs qui agissent comme des remparts naturels contre les pathogénes (Deutsch
et al., 2021) qui incluent des antibiotiques, immunosuppresseurs, antioxydants et
anticancéreux et qui possédent un fort potentiel d'application non seulement en agriculture,

mais aussi en médecine et dans I'industrie (Strobel, 2002).
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1. Géneralités sur les champignons phytopathogenes

Les maladies végétales sont des perturbations physiologiques causées par des agents
pathogenes, parmi lesquels les champignons occupent une place prédominante. En effet, il est
estimé que les champignons causent la majorité des maladies infectieuses des plantes,
représentant environ les deux tiers (Pelczar et al., 2025).

1.1. Définition et Caractéristiques générales

Les champignons phytopathogénes sont des organismes eucaryotes et hétérotrophes
capables d’infecter les plantes et de parasiter les tissus végétaux pour assurer leur nutrition
(Agrios, 2005). lls représentent une menace sérieuse pour la sécurité alimentaire mondiale et
affichent une plasticité de comportement impressionnante ainsi qu'une grande capacité
d'adaptation aux stratégies de lutte mises en place par I'homme dans les agro-systemes
(Grandaubert et al., 2014). De plus, ces agents pathogenes réduisent la productivité des
récoltes et contaminent les cultures par des mycotoxines dangereuses pour la santé humaine et
animale (Cimbalo et al., 2020; Doehlemann et al., 2017).

Sur le plan morphologique et structural, ces organismes se caractérisent par un appareil
vegétatif filamenteux formé d'hyphes, dont l'ensemble constitue le mycélium, leur paroi
cellulaire étant rigidifiée par la présence de chitine, tandis que la dissémination et la
reproduction de ces agents pathogenes sont assurées principalement par la production massive
de spores (Botton et al., 1990). Par ailleurs, ces organismes utilisent une variété de stratégies
biochimiques et mécaniques pour infecter leur hote (Salvatore et Andolfi, 2021). Selon leur
mode de nutrition et leur stratégie de colonisation de I'hote, les champignons phytopathogenes
sont classés en trois groupes distincts : les biotrophes, qui se nourrissent de cellules végétales
vivantes, les nécrotrophes, qui tuent ces cellules pour consommer leur matiere morte, et les
hémibiotrophes, qui débutent par une phase biotrophe avant de basculer vers une phase

nécrotrophe (Kumar et al., 2024).

1.2. Conditions favorisant les infections fongiques

Le développement d'une infection fongique dépend de l'interaction de trois facteurs clés,
communément appelés le "triangle de la maladie™ : un pathogéne virulent, un héte sensible et
un environnement favorable (Colhoun, 1973). Sur le plan environnemental, I'numidité
relative élevée (souvent supérieure a 80 %) ou la présence d'un film d'eau libre sur les tissus
végétaux est une condition préalable obligatoire pour la germination des spores et la

pénétration des hyphes (Velasquez et al., 2018 ; Li et al.,, 2025). La température joue
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également un role régulateur crucial, chaque genre fongique possédant un optimum thermique
(généralement compris entre 20°C et 30°C) qui maximalise sa vitesse de croissance
(Velasquez et al., 2018). De plus, les facteurs qui affaiblissent les défenses de la plante, tels
que les stress abiotiques (carences nutritionnelles, stress hydrique) ou la présence de blessures
mécaniques, créent des voies dentrée ideales qui facilitent I'établissement rapide du
pathogeéne (Zhang et al., 2023).

1.3. Principaux champignons phytopathogenes

Le regne des champignons recele une immense diversité d'organismes, mais certains
genres se distinguent par leur polyphagie et leur virulence agressive, représentant les menaces
les plus sévéres pour la santé des végétaux a I'échelle mondiale (Dean et al., 2012). Parmi ces

taxons majeurs, trois genres se révelent particulierement destructeurs :

1.3.1. Legenre Fusarium

Le genre Fusarium regroupe des Ascomycetes filamenteux ubiquitaires et
cosmopolites, largement distribués au sein de divers types de matrices, ces champignons
telluriques se retrouvant fréquemment dans les sols, a la surface des végétaux ou de leurs
débris, ainsi que dans la poussicre de 1’air (Dignani et Anaissie, 2004 ; Palmero et al., 2011).
Principalement connu pour ses agents pathogénes vasculaires (tels que Fusarium oxysporum),
il pénetre par les racines et colonise les vaisseaux du xyleme, bloquant ainsi la circulation de

la séve (Srinivas et al., 2019).

1.3.2. Le genre Alternaria

Le genre Alternaria est composé d'Ascomyceétes filamenteux présents partout dans
I'environnement (sol, air, débris végétaux) et regroupe des espéces d'une grande importance
économique agissant comme des pathogénes nécrotrophes (Rotem, 1994). Les critéres
morphologiques de ce genre reposent sur I'observation de conidies brunes, typiguement
multiseptées (cloisons transversales et longitudinales), qui se développent en chaines et
présentent une forme de massue ou de poire (Lawrence et al., 2013). En sécrétant des toxines
spécifiques et non spécifiques, ainsi que des enzymes lytiques, Alternaria détruit activement
les cellules de I'hdte pour se nourrir de la matiére organique en décomposition. Il est ainsi
capable d'attaquer une large gamme d'organes végétaux (feuilles, tiges et fruits), provoquant
des altérations séveres qui dégradent fortement le rendement et la valeur marchande des
récoltes (Thomma, 2003).

10
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1.3.3. Le genre Botrytis

Principalement identifié comme I'agent responsable des pourritures grises, ce genre
possede un large spectre d'hétes, touchant de nombreuses cultures maraicheres et tissus
charnus (Fillinger et Elad, 2016). Ce pathogéne nécrotrophe trés agressif profite
géneralement des blessures, des tissus sénescents ou des conditions de forte humidité pour
s'établir (Veloso et van Kan, 2018). Les conidies constituent les principales structures de
propagation de ce champignon ; elles présentent une forme allant de ronde a elliptique,
caractérisée par une surface finement granulaire (Elad et al., 2007). Pour envahir son hote,
Botrytis sécrete massivement des enzymes lytiques qui détruisent les parois cellulaires,

provoquant ainsi une macération rapide des tissus infectés (Fillinger et Elad, 2016).

2. Interaction plante—champignon

Les champignons constituent un groupe important d’agents pathogénes des plantes ; la
plupart des maladies des plantes sont causées par des champignons, mais moins de 10 % de
tous les champignons connus peuvent coloniser les plantes vivantes (Knogge, 1996).

Les champignons phytopathogénes utilisent des stratégies sophistiquées pour infecter les
plantes, contourner leurs défenses et provoquer des symptémes visibles sur tous les organes.
Les travaux regroupés décrivent le processus d’infection, les facteurs de virulence majeurs et

les principaux symptomes des maladies fongiques.

2.1. Processus d’infection

Les champignons phytopathogénes infectent généralement les plantes a travers quatre
étapes successives : adhésion a la surface de I'ndte, formation de structures d'infection,
invasion et colonisation des tissus (Li et al., 2022). Cependant, le succes de ce processus
dépend de la capacité du pathogéne a surmonter les barriéres défensives naturelles de la
plante, comme la cuticule et la paroi cellulaire (Mapuranga et al., 2022). Pour passer ces
barriéres, les champignons déploient différentes tactiques d'entrée. Certaines perforent la
cuticule par une action mécanique directe appliquent des structures spécialisées appelées
apppressoria mélanisées (Shi et al., 2023 ; Miguel-Rojas et al., 2023). D'autres especes
croissent sans mélanine et s'introduisent passivement dans les tissus en sécrétant des enzymes
lytiques ou en profitant des ouvertures naturelles de la plante comme les stomates et les

lésions de I'épiderme (Miguel-Rojas et al., 2023).

11
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2.2. Facteurs de virulence

Une fois I'ndte pénétré, le développement d'hyphes intercellulaires et de structures de
nutrition (comme les haustoria) permet au champignon d'établir une relation parasitaire
réussie et de coloniser les tissus végétaux (Doehlemann et al., 2017). Pour maintenir cette
colonisation, surmonter les défenses de la plante et provoquer la maladie, les champignons
phytopathogénes déploient une panoplie de facteurs de virulence qui varient selon leur mode
de nutrition (biotrophe, hémibiotrophe ou nécrotrophe) et leur stratégie d'infection
(Doehlemann et al.,, 2017 ; Kumar et al., 2024). Ces différents facteurs de virulence
peuvent étre regroupés en plusieurs grandes catégories fonctionnelles agissant de maniere
coordonnée lors de l'invasion.

Parmi ces outils, les enzymes lytiques, telles que les cutinases, les cellulases et les
xylanases, sont sécrétées par le pathogéne pour dégrader chimiquement les composants de la
cuticule et de la paroi cellulaire végétale (Tarigjaveed et al., 2021). Cette action enzymatique
permet au champignon de surmonter les barriéres physiques de I'hdte, de faciliter sa
progression a travers les tissus et d'accéder aux nutriments nécessaires a sa croissance
(Kumar et al., 2024). En parallele, les agents pathogenes (particulierement les nécrotrophes)
sécretent les toxines et les mycotoxines, qui sont des métabolites secondaires phytotoxiques
utilisés pour tuer activement les cellules végétales (Kainat et al., 2025 ; Kumar et al., 2024).
D'un autre c6té, les champignons phytopathogénes dépendent fortement des effecteurs. Selon
Tarigjaveed et al. (2021) et Kainat et al. (2025), ces effecteurs sont des molécules
polyvalentes (protéines, petits ARN ou hormones) sécrétées par des voies conventionnelles ou
non conventionnelles pour reprogrammer la physiologie de I'ndte, et contrairement aux
toxines, ils ne tuent pas directement la cellule lors de la phase biotrophique, mais masquent le
pathogeéne et suppriment I'immunité innée de la plante ; ils sont principalement divisés en
deux types selon leur site daction : les effecteurs apoplastiques et les effecteurs
intracellulaires (ou cytoplasmiques). De surcroit, en plus des protéines et des toxines, certains
champignons sécrétent des acides organiques pour affaiblir la structure cellulaire de la plante
(Kumar et al., 2024).

2.3. Symptomes des maladies fongiques

Les maladies fongiques se manifestent par une grande diversité de symptomes, variant
selon l'agent pathogéne spécifique et I'héte végétal infecté, parmi lesquels figurent
principalement les taches foliaires, le flétrissement, I'oidium, les bralures, les rouilles, ainsi

que le retard de croissance (Rao, 2025). Sur le plan foliaire, Il'infection se traduit
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généralement par l'apparition de pustules colorées (jaune orangé ou noires) provoquant le
jaunissement du limbe, ou par des taches (macules) de formes diverses (irrégulieres,
elliptiques ou linéaires) aux teintes grises, brunes, pourpres ou violettes ; ces lésions, souvent
entourées d'un halo clair ou d'un liséré foncé, peuvent fusionner par coalescence pour former
de grandes plages nécrotiques donnant au feuillage un aspect « grillé » ou huileux, suivi d'un
desseéchement complet de la plante, alors qu'au niveau racinaire, I'infection fongique induit un
jaunissement généralise de la culture d0 au flétrissement des plantes, accompagné d'une
nécrose des tiges qui meéne a la disparition des surfaces végétales, tandis que sur les
inflorescences, la maladie se caractérise soit par la formation d'un manchon compact (gris
clair ou noir) qui étouffe les épillets, soit par la destruction des ovaires remplacés par un amas
mycélien qui exsude des gouttelettes de miellat aux premiers stades de l'infection (figure 2)
(Béreau, 1981).

Figure 2 : Symptomatologie générale des infections fongiques sur différents
organes des végétaux (Xu et al., 2021).
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3. Exemples de maladies cryptogamiques
Les maladies cryptogamiques sont définies comme des affections végetales
provoquées par des champignons phytopathogenes. Par ces pathologies, des altérations
morphologiques et physiologiques sont entrainées chez la plante hote (Agrios, 2005 ;
Lepoivre, 2003). Afin d'illustrer ces phénomenes, la présente étude sera limitée a deux

modeles végétaux : la feve (Vicia faba L.) et le néflier (Eriobotrya japonica Lindl.).

3.1. La Feve (Vicia faba L.)
3.1.1. Présentation botanique et importance
La feve (Vicia faba L.) est une herbe annuelle érigée appartenant a la famille des
Fabaceae, caractérisée par des tiges creuses a section carrée, des feuilles alternes et pennées
sans vrilles, et des fleurs blanches marquées de taches pourpres-noires (Kirk, 2004). C'est une
culture capable de fixer le carbone et I'azote atmosphérique dans le sol jusqu'a 130-160 kg

N/ha, ce qui en fait une bio-fabrique naturelle d'azote (figure 3) (Singh et al., 2013).

Figure 3 : La plante de féve (Vicia faba L.) (Thomé 1885).

Sur le plan de son importance, cette légumineuse représente une source riche en
nutriments, contenant notamment 26,1 % de protéines, 58,3 % de glucides et 25 % de fibres
diététiques dans ses graines matures (Dhull et al., 2021). De plus, elle constitue un pilier
économique et alimentaire majeur, avec une production mondiale atteignant 5,43 millions de
tonnes métriques en 2019, largement consommée sous forme de plats traditionnels dans les

régions méditerranéennes et au Moyen-Orient (Dhull et al., 2021).
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3.1.2. Principales maladies : Tache Chocolat et Alternariose de la féeve

La tache chocolat est une maladie causée par un complexe pathologique associant deux
espéces du genre Botrytis, dont I'ascomycete nécrotrophe Botrytis fabae est I'agent principal et
le responsable de la phase agressive en raison de sa haute spécificité d’hote et de sa virulence
supérieure a celle de Botrytis cinerea, qui intervient généralement comme un envahisseur
secondaire (Lee et al., 2020). Dans la région du Maghreb, ce complexe induit des pertes de
rendement drastiques de 60 a 80% chez les génotypes sensibles lors des saisons humides
(Atnafu et Keskse, 2020). Le pathogene survit sous forme de sclérotes dans le sol ou via les
semences infectées, développant d'abord une phase non-agressive qui s'observe par de petites
taches circulaires brun-chocolat bien delimitées sur le limbe (figure 4. A), avant d'évoluer
vers une phase agressive déclenchée par une humidité relative supérieure ou égale a 70% et
une tempeérature optimale d'environ 22°C, laquelle se caractérise par I'élargissement rapide
des taches (5 a 10 mm) qui fusionnent en formant des anneaux concentrigues, une dynamique
épidémique qui entraine in fine une nécrose aigué, une défoliation massive, l'avortement des
pieces florales et le desséchement des tiges (Habtamu, 2017 ; Atnafu et Keskse, 2020).

L’alternariose de la féve est une maladie fongique aérienne émergente affectant
gravement les feuilles et les tiges, causée par des champignons du genre Alternaria (Bankina
et al., 2021 ; Ofi et al., 2025). Les examens morpho-culturaux ont montré que les
champignons isolés typifiaient diverses especes d'Alternaria, puis l'identification moléculaire
moderne (région ITS) a révélé que ce complexe integre en réalité huit especes pathogénes
distinctes et hautement virulentes sur I'ensemble des parties aériennes : A. alstroemeriae, A.
arborescens, A. chlamydospora, A. concatenta, A. gaisen, A. infectoria, A. porri, et A.
terricola (Ofi et al., 2025). Au champ, ces espéces cohabitent sur les mémes lésions, rendant
leur distinction visuelle impossible, avec une infection qui débute avant la floraison par de
petites taches irréguliéres au centre blanc et aux marges sombres sur l'appareil végétatif
(figure 4. B), lesquelles s'élargissent de fagon centrifuge et fusionnent pour former de grandes
plages nécrotiques a anneaux concentriques typiques, tandis que lors d'attaques séveres, des
chancres se développent le long des tiges, entrainant une défoliation létale et la mort
prématurée de la plante sous des conditions environnementales optimales de 20 a 25°C avec

une humidité relative supérieure ou égale a 90% (Bankina et al., 2021 ; Ofi et al., 2025).
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Figure 4 : Symptémes macroscopiques des maladies fongiques sur la Féve (Vicia faba L.) :
(A) Symptdmes typiques de la Tache Chocolat causée par Botrytis fabae (Villegas-
Fernandez, 2012); (B) Taches nécrotiques de I'Alternariose (Ertoy, 2022).

3.2. Le Néflier du Japon (Eriobotrya japonica L.)
3.2.1. Présentation botanique et caractéristiques
Le néflier du Japon (Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.) est un arbre fruitier

persistant de la famille des Rosaceae (sous-famille des Maloideae), originaire de Chine et
cultivé dans le bassin méditerranéen (Soriano et al., 2005). Mesurant entre 6 et 8 meétres, il
posseéde un tronc court, une couronne arrondie et des feuilles coriaces au revers duveteux
(figure 5) (Orwa et al., 2009). Sa floraison est automnale et s'étend au début de I'hiver, tandis
que ses fruits (les néfles), au godt sucré et acide, mdrissent au printemps (Soriano et al., 2005
; Orwa et al., 2009). Par ailleurs, E. japonica a une grande importance médicale en médecine
traditionnelle chinoise car ses racines, feuilles et fleurs sont tres efficaces contre
I'inflammation, le diabéte, le cancer, le vieillissement et les allergies, grace a leur richesse en

composes bioactifs (Wang, 2021).
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Figure 5 : Structure de l'arbre, de la fleur, de la feuille et du
fruit d'Eriobotrya japonica (Sahin, 2020).

3.2.2. Principale maladie : Alternariose du néflier

L'alternariose du néflier, causée par Alternaria alternata, est une maladie critique
affectant les feuilles et les fruits d'Eriobotrya japonica (Batta, 2005). Selon Yan et al. (2024),
A. alternata est I'agent le plus répandu dans les vergers, mais il n'est pas le seul responsable
étiologique (A. gaisen ; A. chonggingensis). Sur le feuillage, les symptémes débutent par de
petites taches circulaires, violacées ou brunatres de 2 & 6 mm, entourées d'un halo vert-jaune
(Tziros, 2013 ; Yan et al., 2024). Puis, ces lésions s'élargissent avec un centre blanc ivoire et
des cercles concentriques, puis fusionnent en plages sombres irrégulieres provoquant le
dessechement et la défoliation (figure 6) (Tziros, 2013 ; Yoon et al., 2024).

Figure 6 : Symptomes de 1’ Alternariose sur les feuilles du Néflier du Japon (A, le stade
initial ; B, une fois que les taches foliaires ont augmenté en taille et en nombre et C, une fois
que les taches foliaires ont fusionné) (Yan et al., 2024).
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4. Méthodes de lutte contre les champignons phytopathogenes

Les méthodes employées par les végétaux pour défendre contre les agents pathogénes
varient selon la plante hote, le type de pathogéne, l'interaction entre les deux et des
circonstances écologiques. Le but ultime de toutes les techniques employées est de lutter
contre les maladies végétales, notamment les champignons pathogénes, d'augmenter et
d'optimiser la qualité ainsi que la quantité de la production agricole (Nasraoui, 2006). Entre
ces méthodes existantes, nous mentionnons : la lutte chimique, la lutte biologique et la lutte
physique.

4.1. Lutte chimique

La lutte chimique consiste a utiliser des fongicides pour protéger les plantes contre les
champignons phytopathogenes, ces produits agissent en perturbant différentes fonctions
vitales du champignon comme la respiration cellulaire, la synthése de ses constituants
essentiels ou encore la division de ses cellules, et leur efficacité dépend aussi de leur capacité
a circuler dans le phloéme afin d’atteindre les pathogénes vasculaires et racinaires, méme si
les modifications apportées a leur structure pour améliorer cette mobilité peuvent parfois

réduire leur activité biologique (Rocher, 2004).

4.2. Lutte biologique

La lutte biologique en agriculture est définie comme toute utilisation d’organismes vivants
visant a limiter la multiplication ou les dégats des ravageurs agricoles, incluant les insectes et
les agents phytopathogenes, en exploitant les relations naturelles telles que la prédation, le
parasitisme ou la compétition entre espéces, ou 1’agent biologique est utilis¢é comme moyen

de régulation des populations nuisibles (Jourdheuil et al., 1991).

Dans ce cadre, les recherches récentes mettent en évidence I’importance croissante de la
lutte biologique microbienne contre les champignons phytopathogenes. Foughalia (2022)
rapporte que certains micro-organismes peuvent présenter une activité inhibitrice significative
contre des champignons phytopathogénes, avec des niveaux d’efficacité pouvant étre trés
élevés dans certaines conditions expérimentales, et peuvent également, dans certains cas,
contribuer a améliorer la croissance des plantes et a activer leurs mécanismes naturels de
défense.

4.3. Lutte physique

Selon Vincent et Panneton (2001), la lutte physique regroupe I’ensemble des techniques
de protection des végétaux dont le mode d’action principal ne fait intervenir ni processus
biologique ni action chimique ; elle repose sur I’utilisation de facteurs physiques permettant
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de limiter le développement des organismes nuisibles, tout en distinguant des méthodes
actives nécessitant un apport d’énergie au moment de I’application et des méthodes passives
fondées sur une modification durable du milieu ; en phytopathologie, cette approche
comprend notamment les traitements thermiques, I’utilisation des micro-ondes ainsi que
certains films plastiques filtrants utilisés pour réduire le développement des maladies

fongiques en culture sous serre.

5. Intérét des champignons endophytes dans la lutte antifongique

Aujourd'hui, face a une population mondiale en pleine croissance, sécuriser nos récoltes
est devenu un défi crucial. Malheureusement, les champignons phytopathogénes causent des
pertes agricoles considérables. Bien que l'usage de fongicides synthétiques reste la méthode
de contrdle la plus courante, les champignons endophytes s'imposent comme une alternative

biologique prometteuse (Liu et al., 2001).

Ces micro-organismes, qui vivent discrétement a l'intérieur des plantes, abritent un
incroyable arsenal de défense (Strobel et al., 2004). Les analyses biochimiques montrent
qu'ils sont capables de fabriquer une immense diversité de molécules naturelles (Schulz et al.,
2002 ; Strobel et Daisy, 2003). Parmi elles, on retrouve des familles chimiques tres variées
comme des alcaloides, des peptides, des terpénoides ou encore des phénols (Zhang et al.,
2006 ; Yu et al., 2010).

En tant que sources majeures de métabolites bioactifs (Karaoui, 2017), les champignons
endophytes présentent une activité antifongique qui varie selon les isolats. Certains ont
montré un spectre antifongique plus large sur la croissance du mycélium de la plupart des
champignons phytopathogéne testés (Liu et al., 2001). A titre d'exemple, l'isolement
d'endophytes a partir de feuilles de citronnier a mis en évidence que les genres
Colletotrichum, Alternaria et Nigrospora présentaient un effet inhibiteur variable mais
hautement significatif contre Penicillium digitatum, avec des taux d'inhibition supérieurs a
60% (Guerbouz et Khoudour, 2020).
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1. Géneralités sur les Enzymes Fongiques

Les enzymes fongiques sont des biocatalyseurs sécrétés a I'extérieur des cellules pour
assurer diverses fonctions biologiques et dégrader la matiere organique (KC et al., 2020 ;
Azuddin et al., 2024). Ces enzymes extracellulaires possedent une importance majeure dans
les fonctions écologiques et les applications biotechnologiques (Badr, 2025).

Les enzymes extracellulaires permettent aux champignons de coloniser leur
environnement en dégradant la matiére organique en nutriments assimilables (Petraglia et al.,
2025). En plus de cette fonction nutritionnelle, ces sécrétions jouent un réle clé dans le
biocontrdle contre les agents pathogénes via des mécanismes directs et indirects (Srivastava
etal., 2021).

Sur le plan direct, les enzymes lytiques détruisent la paroi cellulaire des pathogénes par
mycoparasitisme, un effet renforcé par la compétition nutritionnelle, la formation de biofilms
et l'adhésion cellulaire (Liu et al., 2019). Sur le plan indirect, les molécules sécrétées
stimulent la croissance des plantes et activent leurs défenses immunitaires systémiques
(Srivastava et al., 2021). Enfin, la réussite de ces attaques et l'inhibition des agents
pathogenes dépendent d'une régulation stricte par des voies de signalisation cellulaires

majeures (Mukhopadhyay et Kumar, 2020).

2. Enzymes extracellulaires fongiques

2.1. Amylases

Les amylases sont des enzymes extracellulaires permettant aux champignons d'hydrolyser
I'amidon du substrat pour [l'utiliser comme source principale de carbone et d'énergie
(Petraglia et al., 2025 ; Azuddin et al., 2024). L'activité amylasique est maximale lors des
premiéres phases de colonisation du mycélium avant de diminuer progressivement (Petraglia
et al., 2025). La sécrétion de ces enzymes indique également l'aptitude des champignons a
adopter un mode de vie saprophyte et a agir comme des décomposeurs actifs de la matiere
végétale (Azuddin et al., 2024).

2.2. Pectinases

Les pectinases sont des enzymes extracellulaires permettant aux champignons de dégrader
les substances pectiniques des parois végetales (KC et al., 2020). Chez certaines souches, les
pectines lyases agissent spécifiquement en milieu acide pour cliver ces polymeres par un
mécanisme de B-élimination (Boumendjel et al., 2010). Sur le plan fonctionnel, cette activité

enzymatique permet aux hyphes fongiques de traverser la lamelle moyenne de la cellule
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végétale (KC et al., 2020). La sécrétion de ces enzymes constitue ainsi un indicateur cle de la
transition du champignon vers un mode de vie pathogéne latent ou opportuniste (Azuddin et
al., 2024).

2.3. Protéases et caséinases

Les protéases sont des hydrolases extracellulaires qui constituent des facteurs de
virulence majeurs indispensables a la croissance et au developpement des cellules fongiques
(Satala et al., 2023). Sur le plan physiologique, la sécrétion de ces enzymes est une stratégie
essentielle permettant aux champignons d'obtenir leurs nutriments a partir de I'néte (Hawar,
2022). De plus, ces protéases interviennent directement dans la digestion des peptides
extracellulaires et la dégradation des glycoprotéines de la paroi cellulaire pour faciliter la

pénétration des hyphes dans les tissus (Satala et al., 2023).

Les caséinases représentent une activité protéolytique spécifique permettant la
dégradation enzymatique de la caséine (Azuddin et al., 2024). Cette capacité refléte 1’aptitude
des souches fongiques a hydrolyser des substrats protéiques complexes pour répondre a leurs
besoins métaboliques en carbone et en azote (Azuddin et al., 2024). L'évaluation de cette
activité sert ainsi d'indicateur biologique pour caractériser le potentiel global de dégradation

des protéines par le mycélium (Hawar, 2022).

2.4. Lipases

Les lipases sont des enzymes extracellulaires clés sécrétées lors des phases initiales de
I'infection fongique (Ferreira et al., 2024). Sur le plan biochimique, elles catalysent
I'nydrolyse des triglycérides en glycérol et en acides gras libres (Monpezat, 1990). Sur le plan
mécanique, cette activité cible I'épicuticule de I'néte, une couche hydrophobe riche en lipides
et en cires (Ferreira et al., 2024).

L'induction de ces enzymes dépend fortement des conditions du milieu et de la nature des
substrats présents (Monpezat, 1990). De plus, leur sécrétion généralisée chez les souches
endophytes joue un rdle physiologique crucial dans l'acquisition des nutriments et de I'énergie
a partir des composants lipidiques de I'néte (Azuddin et al., 2024). Cette action enzymatique,
combinée a la pression des hyphes, fragilise le tégument pour permettre la pénétration

cellulaire (Ferreira et al., 2024).
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3. Intéréts biotechnologiques des enzymes extracellulaires fongiques

Les enzymes extracellulaires fongiques représentent plus de la moitié des biocatalyseurs
industriels mondiaux (Kango et al., 2019). Leur production par fermentation permet de
valoriser des sous-produits agro-industriels a faible codt, offrant un rendement stable
indépendant des fluctuations saisonniéres (Bhadra et al., 2022 ; Naqvi et al., 2018). Les
avancées de la biotechnologie moderne (surexpression hétérologue, ingénierie) permettent
d'optimiser ces hydrolases pour les secteurs agroalimentaire, textile, bioénergétique et

pharmaceutique (Bhadra et al., 2022 ; Kango et al., 2019).

Dans l'industrie agroalimentaire, les amylases (Aspergillus) sont incontournables pour
I'optimisation des pates en boulangerie et la production de bioéthanol (Kango et al., 2019 ;
Naqvi et al., 2018). Les protéases fongiques, qui détiennent un quart du marché mondial,
incluent des kératinases capables de recycler les plumes de volaille en protéines pour

I'alimentation animale (Kango et al., 2019).

Par ailleurs, les lipases fongiques dépassent le cadre classique des détergents et
cosmétiques (Naqvi et al., 2018) ; certaines souches, notamment endophytes, révélent un
potentiel thérapeutique majeur comme agents antifongiques, capables d'inhiber des agents
pathogenes (Bhadra et al., 2022).

Enfin, les pectinases acides (Aspergillus) agissent en synergie avec d'autres enzymes pour
la dépolymérisation de la biomasse végétale. En agroalimentaire, elles éliminent le trouble
visuel et I'amertume des jus de fruits (Kango et al., 2019). Par ailleurs, sous forme d'enzymes
de macération, ces biocatalyseurs optimisent I'extraction de I'huile d'olive tout en limitant son
rancissement. Sur le plan agronomique, ces complexes d'hydrolases sont formulés
industriellement pour concevoir des bio-fertilisants et des solutions de biocontréle

commercialisables (Naqgvi et al., 2018).
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Chapitre 1V Matériel et méthodes

Cette étude a été réalisée au laboratoire de recherche de Microbiologie et Biologie
végetale situé au niveau de la faculté des sciences exactes et I’informatique a I’université Abd
Elhamid 1bn Badis de Mostaganem site ExX-INES ; allant du mois de février jusqu’au mois de
juin 2026.

L’objectif de la présente étude est de mettre en évidence les activités enzymatiques de
quatre champignons endophytes d’algues marines ainsi que leur potentiel antifongique vis-a-
vis des champignons phytopathogénes isolés de la feve (Vicia faba L.) et des feuilles du

Néflier du Japon (Eriobotrya japonica L.).

1. Matériels biologiques

1.1.  Les souches fongiques endophytes marines

Dans le cadre de ce travail, quatre souches de champignons endophytes, préalablement
isolées a partir de macroalgues marines collectées au niveau de trois sites cotiéres de la wilaya
de Mostaganem (Benaoula, 2025). Ces isolats, déja identifiés, comprenaient Penicillium
chrysogenum (CR 2), Penicillium sp (UR3), Aspergillus niger (AL 6.1) et Aspergillus terreus
(BO2H) (tableau 2). Afin de restaurer l'activité métabolique de ces champignons, leur
réactivation a été effectuée sur milieu gélosé PDA (Potato Dextrose Agar) par repiquage a
partir de cultures pures conservees sur gélose incliné. Les boites ensemencées ont ensuite été

incubées a 28 °C pendant une période de cing a sept jours.

Tableau 2 : Identité et origine des souches fongiques endophytes.

Code | Souche endophyte Algue d’origine Type d’algue
CR2 | Penicillium chrysogenum Coulerpa Racemosa Algue verte
UR3 [ Penicillium sp Ulva Lactuca Algue verte

AL6.1 | Aspergillus niger Peyssonnelia sp Algue rouge
BO2H | Aspergillus terreus Ulva sp Algue verte

1.2. Matériel végétal pour I’isolement des champignons phytopathogenes
Les echantillons symptomatiques ont été obtenus depuis une exploitation agricole privée
située aux environs de la commune de Sidi Ali, nord-est de la wilaya de Mostaganem

(Algérie). Le matériel végétal collecté est constitué de :
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a. Les feuilles et les tiges de la feve (Vicia faba L.) : Les feuilles infectees
présentaient des taches brun foncé a chocolat, de forme circulaire a irréguliere,
parfois entourées d'un halo rougeatre. Les tiges montraient des lésions allongées de
couleur brun foncé a noire, parfois déprimées, associees a des nécroses superficielles
ou profondes (figure 7. A-B).

b. Les feuilles de néflier du Japon (Eriobotrya japonica) : Les feuilles sélectionnées
montraient de nombreuses taches nécrotiques de couleur brun foncé a noire, de forme
circulaire a irréguliére et de dimensions variables. Certaines lésions étaient entourées
d'un halo chlorotique jaunatre et avaient tendance a confluer pour former de larges
plages nécrosées, particulierement au niveau des bords et de I'extrémité du limbe
(figure 7. C).

Les échantillons ont été recoltés et transportés au laboratoire dans les plus brefs délais

pour les analyses mycologiques. Les échantillons ont été conservés a 4 °C et traités dans les

24 heures suivant leur prélévement afin de préserver la viabilité des microorganismes associés

aux tissus infectés.

Figure 7 : Echantillons des plantes infectées : (A-B) feuilles et tiges de féve, (C) feuilles de
néflier du Japon.

1.3.  Champignon phytopathogene

Une souche phytopathogénes pure, identifiée comme Alternaria alternata, fourni par le
laboratoire de protection des végétaux de la faculté science de la nature et de la vie, université
de Mostaganem, a été également utilisé pour tester 1’activité antifongique des souches

endophytes.
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2. lIsolement et identification des champignons phytopathogenes

2.1.  Isolement des phytopathogenes

L’isolement des champignons phytopathogenes a été réalis¢ selon le protocole
standard décrit par Perez-Brito (2018). En bref, les échantillons sont d'abord lavés afin
d'éliminer la poussiere et les débris de terre. Ensuite, les tissus infectés sont découpés au
niveau de la lésion en petits fragments (5 x 5 mm) avec un scalpel. Pour assurer la
désinfection de surface, ces morceaux sont rincés a I'éthanol a 70 % pendant 30 secondes,
puis immergés dans une solution de NaOCI a 3 % durant 1 a 2 minutes. Aprés cette etape, ils
subissent trois ringcages successifs a I'eau distillée stérile avant d'étre séchés par

tamponnement sur du papier absorbant stérile.

Cinq fragments de chaque échantillon ont été déposés délicatement sur la surface du
milieu PDA, puis incubés a 28 °C pendant 5 a 7 jours. La figure 8 résume les étapes de

I’isolement des phytopathogenes.

= M N
— Ethanol = =
s a8 0% —1 7 T
— ‘ — — - —
- B
= & 2e) oo loo]
30s 1-2 min
Prélévement des Lavage des feuilles Découpe des tissus infectés it S Trois ringages successifs
: 2 i Désinfection de surface
échantillons et des tiges a l'eau en petits fragments (5 mm) a l'eau distillée stérile

symptomatiques

Séchage par tamponnement Dépét des fragments Incubation a 28 °C Observation de
sur du papier absorbant de chaque échantillon pendant 5 a 7 jours croissance fongique
stérile sur gélose PDA

Figure 8 : Protocole d’isolement des champignons phytopathogénes.

2.2.  Purification des isolats fongiques
Les colonies fongiques émergeantes sur le milieu PDA, aprés incubation, ont été
numerotées puis purifiées par étalement en stries. Les isolats fongiques obtenus ont été

transférés sur de nouveaux milieux, puis incubés a 28°C sous surveillance quotidienne. Cela a
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permis d'obtenir des cultures pures. En cas de contamination, un nouveau repiquage a été
effectué (Al-Jaradi et al., 2018).

2.3. ldentification des isolats phytopathogénes

L'identification des champignons a été faite par l'examen macroscopique et
microscopique des colonies fongiques pures selon Barnett et Hunter (1998), Watanabe
(2002) et Agrios (2005).

2.3.1. Caractérisation macroscopique
L'aspect macroscopique des colonies purifiées est observé directement sur milieu
PDA. Les critéres étudiés concernent la forme et la taille de la colonie, la couleur au recto et

au verso, la texture, I'aspect (granuleux ou poudreux) et I'apparence des marges des colonies.

2.3.2. Caractérisation microscopique

L’examen microscopique a été réalisé a I'état frais par étalement entre lame et lamelle
(Chabasse, 2002). Pour cela, une petite portion du mycélium a été prélevée directement
depuis la boite de Pétri, puis déposée sur une lame de verre contenant une goutte de bleu de
méthyléne (Guiraud, 1998). L’observation a été effectuée a l'aide d'un microscope optique

aux objectifs x10 et x40.

2.3.3. ldentification par la méthode de la culture sur lame

La culture sur lame permet une visualisation optimale des organes de fructification
fongiques (Harris, 1986). Pratiquement, une lame stérile est placée sur un support en U en
verre au fond d'une boite de Pétri. Un bloc de gélose Sabouraud (15x15 mm) y est dépose,
puis ensemence sur ses cotés avec l'inoculum ou les spores de la souche active avant d'étre
recouvert d'une lamelle en "sandwich" (figure 9). Afin d'éviter la dessiccation, de l'eau
distillée stérile est ajoutée au fond de la boite. Aprés incubation a 25°C et dés l'apparition des

spores, le bloc de gélose et la lamelle sont observés au microscope (Gr x10 et x40).
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Figure 9 : Montage de la technique de culture sur lame.

2.4.  Conservation des champignons isolés

Afin d'assurer la viabilité des isolats obtenus et d'éviter toute mutation génétique ou
contamination externe, les cultures pures ont été transférées dans des tubes a essai contenant
du milieu gélosé PDA incliné comme substrat nutritif. Apres un développement suffisant du
mycélium, les tubes ont été conserveés a une température de 4°C. Pour maintenir leur efficacité
physiologique et leur activité enzymatique continue, les cultures doivent étre repiquées sur
des milieux neufs tous les 6 mois (Ryan et al., 2000).

3. Mise en évidence des activites enzymatiques des souches endophytes

Dans cette étude, la capacité des isolats endophytes a sécréter des enzymes
extracellulaires a été recherchée, en ciblant cinqg activités enzymatiques principales a savoir :
I’amylase, la protéase, la caséinase, la lipase et la pectinase.

Le principe de cette technique consiste a mettre en évidence les zones d'hydrolyse autour
des colonies fongiques en utilisant des réactifs particuliers.

La recherche de ces activités enzymatiques a eté réalisée selon une méthodologie
générale commune. La seule variation résidait dans la composition du milieu de culture
spécifique a chaque enzyme ainsi que la méthode de révélation finale.

Apres la préparation et le coulage des differents milieux spécifiques dans les boites de
Petri, I’inoculation a été effectuée. Pour ce faire, des disques de gélose de 6 mm de diametre

ont été prélevés a partir de I’extrémité d'une culture jeune des différents isolats des
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champignons endophytes. Un seul disque a été depose délicatement au centre de chaque boite

de Petri, puis incuber a 28°C pendant 5 jours (figure 10).

® @ ®

- L --

Préparation et coulage Prélévement de disques Inoculation : dépot d'un Incubation a 28 °C Observation de I'activité
des milieux spécifiques de gélose (6 mm) sur seul disque au centre de pendant 7 jours enzymatique (zones
une culture jeune chaque boite de Petri d'hydrolyse autour de

la croissance)

Figure 10 : Protocole de dépistage de I'activité enzymatique des isolats fongiques.

3.1. L'activité amylase

D'aprés la méthode décrite par Sunitha et al. (2013), P’activité amylasique a été
évaluée par inoculation des isolats fongiques sur un milieu GYP (Glucose Yeast Extract
Peptone Agar) modifié, ajusté a pH 6,0 et supplémenté en amidon soluble a 2%. Apres la
période d'incubation, les boites de Pétri ont été inondées avec une solution de Lugol
(Tatsinkou et al., 2005). Apres quelques minutes de contact, I’excés de réactif a été éliminé.

L’iode contenu dans le Lugol se complexe avec I’amidon résiduel du milieu pour
former une coloration bleu sombre. Ainsi, la capacité de l'isolat a hydrolyser I'amidon se
traduit par l'apparition d'une zone claire et transparente autour de la colonie productrice

d’amylase.

3.2.  L'activité protéase

Selon le protocole rapporté par Amirita et al. (2012), I’activité protéasique générale a
été recherchée en cultivant les champignons sur un milieu GYP Agar enrichi en gélatine a
0,4%. A la fin de la période d'incubation, les boites ont été inondées avec une solution
aqueuse saturée de sulfate d'ammonium afin de précipiter les protéines non dégradées et de
rendre le milieu opaque. La présence d'une zone claire et limpide entourant la colonie

fongique témoigne de I'hydrolyse de la gélatine.

3.3, L'activité caséinase
L'activité caseinasique a été déterminée en ensemencant les isolats d'endophytes sur un
milieu gélosé enrichi en lait écrémé (Skim Milk Agar) a titre de substrat. Aprés une période
d'incubation adéquate, I'activité enzymatique est révélée directement par l'apparition d'une
zone de lyse nette et transparente autour de la colonie. Cet halo transparent contraste avec
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I’opacité blanche initiale du milieu, confirmant ainsi la capacité du champignon a dégrader la

caséine (Karimi et al., 2019).

3.4. L'activité lipase

Conformément a la méthode figurant dans Hawar (2022), I’activité lipasique a été
mise en évidence sur un milieu peptone Agar (pH 6,0) enrichi en Tween 20 (1% v/v) comme
source de lipides. Aprés incubation, la production de lipase est confirmée par I'observation
d'un halo visible de précipitation (formation de sels de calcium d'acides gras libérés) entourant

distinctement la colonie fongique.

3.5.  L'activité pectinase

La dégradation de la pectine a été testée sur un milieu Pectine Agar ajusté a pH 4,5. A
la suite de la période d'incubation, les boites ont été immergées dans une solution de lugol
(iode-iodurée). La formation d'un halo clair (jaunatre) sur un fond brun autour du
développement mycélial confirme la capacité de I'isolat endophyte a synthétiser et sécréter de
la pectinase (Subhashini et al., 2022).

4. Evaluation du potentiel antagoniste des souches endophytes par le test

de confrontation direct sur milieu gélosé

Le principe repose sur le dep6t simultané de deux disque gélosées de 6 mm de diamétre a
une distance de 5cm dans une boite de Pétri contenant le milieu PDA, 'une portant le
phytopathogéne et 1’autre le champignon endophyte (figure 11). L’incubation a été réalisée a
25°C pendant 4 a 5 jours. Le témoin est constitué par un repiquage du phytopathogene seul

dans la boite de pétri contenant le milieu PDA (Hassine et al., 2013).

Champignon endophyte

Champignon phytopathogene

Figure 11 : Schéma descriptif du test de confrontation par contact direct sur milieu gélosé.
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L'activité antagoniste est déterminée par le calcul du pourcentage d'inhibition de la
croissance radiale qui est obtenu en comparant la croissance du pathogene en présence de

I'antagoniste par rapport a un témoin (Hassine et al., 2013).
Cn

1(%)=1——x100
Co

v" 1 (%) : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne
v' Cp: Diamétre moyen des colonies en présence de 1’antagoniste

v' C, : Diameétre moyen des colonies témoins

5. Fermentation et extraction des métabolites secondaires
5.1. Fermentation

Les quatre souches fongiques endophytes ont été mises a croitre sur milieu PDA a 25
°C pendant sept jours. Ensuite, quatre disques de 6 mm de diameétre de chaque champignon
ont été inoculés dans des flacons de 500 mL contenant 200 mL de milieu PDB (potato
dextrose broth) (Xiaoling et al., 2010). Apres inoculation, les flacons ont été incubés a 28 °C
pendant trois semaines en conditions statiques, sans aucune agitation (Suryanarayanan et
al., 2019). Aprés cette période, le milieu a été filtré pour séparer le mycélium du bouillon de
culture (figure 12).

Figure 12 : Fermentation des champignons endophytes en milieu PDB.

5.2.  Extraction des métabolites secondaires

Aprés la fermentation, I'extraction des métabolites secondaires sécrétés a été réalisée a
I'aide d'un solvant organique : l'acétate d'éthyle. Un volume égal de solvant a été ajoute au
filtrat (1:1, v/v), et le mélange a été maintenu sous agitation pendant 24 heures. La solution a

ensuite été transférée dans une ampoule a décanter afin de séparer les deux phases. La phase
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organique a été récupérée, puis concentrée sous pression réduite a l'aide d'un évaporateur
rotatif ROTAVAP (figure 13) a 45°C (Sharma et al., 2016). A l'issue de cette évaporation,
I'extrait brut obtenu a été pesé a I'aide d'une balance pour évaluer le rendement, puis conserve

a4 °C pour les analyses ultérieures.

Figure 13 : Obtention de I'extrait fongique brut par évaporation rotative

5.3.  Activité antifongique des extraits métaboliques

L’activité antifongique des extraits de fermentation des champignons endophytes a été
évaluée par la méthode de diffusion sur disques (Mbaveng et al., 2008). Une suspension de
spores, préparée dans de l'eau physiologique a partir de cultures jeunes de champignons
phytopathogénes, a été inoculée de fagon homogene a la surface du milieu PDA. Des disques
stériles en papier filtre Whatman N°1 avec 6 mm de diametre ont ensuite été disposés sur la
surface du milieu de culture. Chaque disque a été imprégné par un volume de 10 pl d'extrait
brut, préalablement solubilisé dans du DMSO a une concentration de 10 mg/ml. Les tests ont
été réalisés en triplicata (figure 14).

Apres incubation a 28 °C pendant 72 h, l'efficacité des extraits a été déterminée par
I'observation et la mesure du diamétre des zones d'inhibition développées autour des disques.
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Préparation d'une Inoculation homogéne Dépét de disques stériles  Imprégnation de chaque Incubation a 25 °C Observation et mesure
suspension de spores de la suspension en papier filtre Whatman disque avec 10 pl pendant 72 h. du diamétre des zones
de champignon a la surface du milieu N°1 (6 mm de diamétre) d'extrait brut solubilisé d'inhibition autour
phytopathogéne dans PDA. sur le milieu inoculé. dans du DMSO a des disques.
de 'eau physiologique. 10 mg/ml.

Figure 14 : Evaluation de I’activité antifongique par la méthode de diffusion sur disques.
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Chapitre V Résultats et Discussion

1. Reéactivation des souches fongiques endophytes

La réactivation des quatre souches fongiques endophytes sur milieu PDA a permis
I'obtention de colonies présentant les caractéristiques morphologiques distinctes pour chacune
des souches étudiées (figure 15). Ces observations confirment l'identité des souches
préalablement identifiées et attestent de la pureté des cultures utilisées dans les essais

ultérieurs.

Figure 15 : Aspects macroscopiques des champignons endophytes.

2. lIsolement des champignons phytopathogenes

L'isolement des champignons phytopathogenes a partir des différents organes des
veégétaux infectés a été effectué sur le milieu PDA. Apres incubation, une croissance
mycélienne fongique a été obtenue autour des fragments inoculés (figure 16). La distribution
de ces isolats, ainsi que leur aspect morphologique sur le milieu gélosé, ont varié selon la
plante hote.

Pour les feuilles de néflier, quatres isolats ont été obtenus, présentant une uniformité
morphologique relative (aspect et couleur similaires).

Pour les tiges de feve, cing isolats ont été également récupérés, affichant globalement des
caractéristiques macroscopiques homogenes et comparables.
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Pour les feuilles de féve, un seul isolat a largement dominé la boite de Petri. Bien que
d'autres micro-organismes aient commencé a se développer initialement, la vitesse de
croissance exceptionnellement élevée de cet isolat a fini par entraver leur développement et

restreindre leur espace de croissance sur le milieu PDA.

Figure 16 : Croissance des champignons phytopathogenes isolés a partir des plantes
infectées: (a) feuilles de néflier ; (b) tige de feve ; (c) feuilles de féve.

L'obtention des isolats fongiques différents a partir de tissus présentant des symptomes de
maladie confirme I'efficacité du protocole de désinfection de surface utilisé, permettant
d'éliminer les contaminants exogenes tout en préservant les agents pathogenes colonisant
I'intérieur des tissus nécrotiques.

Notre démarche méthodologique d’isolement a partir des feuilles et des tiges infectées de
la feve est en parfaite adéquation avec I'étude publiée par Ofi et al. (2025). Ces auteurs ont
également ciblé les parties aériennes (feuilles et tiges) de Vicia faba montrant des symptomes
séveres de taches et de nécroses pour isoler une grande diversité d'agents phytopathogenes sur
milieu PDA. Par ailleurs, le comportement hautement invasif de I'isolat foliaire de la féve, qui
a colonise la totalité de la boite de Petri en supplantant la microflore environnante, démontre
une compétition spatio-temporelle aigué pour I'espace et les ressources nutritionnelles in vitro.
Cette dynamique d'extension mycélienne rapide lors de I'isolement concorde avec les travaux
de Lee et al. (2020), ayant rapporté que les souches fongiques isolées a partir de tissus de féve
possedent une capacité de colonisation extrémement active sur milieu gélosé, leur permettant
de saturer rapidement I'espace face aux micro-organismes compétiteurs. De plus, la capacité
de cet isolat a initier une sporulation active directement sur PDA témoigne de sa vigueur
métabolique.
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3. ldentification des champignons phytopathogenes isolés

Un ensemble de 3 isolats fongiques phytopathogénes différents a été obtenus aprés la
purification de 1’ensemble des colonies apparus dans 1'étape d'isolement, tandis que la
quatriéme souche phytopathogéne Alternaria alternata, provenant d'une source externe, a été
réactivée pour la suite des expérimentations.

L'identification des isolats purifiés repose sur des critéres macroscopique et microscopique.
Elle permet d’identifier deux genres différents : Alternaria sp et Botrytis (tableau 3).

Tableau 3 : Aspects macroscopiques et microscopiques des champignons phytopathogenes
isolés et la souche A. alternata

Code et Observation Observation Identité présumée
origine de Macroscopique (PDA) Microscopique
Pisolat

FB1 Alternaria sp

(Tige de la

feve)

FB2
(feuille de
la feve)

Botrytis sp

NJ
(feuille de
néflier)

Alternaria sp
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A. alternata

T
';/! X

\

L'identification macroscopique et microscopique de I'isolat foliaire de la féve a permis de
le rattacher au genre Botrytis sp. Bien que les descriptions de réference, telles que celles de
Lee et al. (2020), associent généralement ce genre a des colonies de couleur grisatre a
maturité, notre isolat a présenté une coloration initiale brun clair. Cette divergence par rapport
aux souches types de Lee et al. (2020) et aux observations de Habtamu (2017) illustre la
variabilité phénotypique fréquente chez les champignons phytopathogenes in vitro.
Cependant, les criteres microscopiques clés, notamment la structure arborescente des
conidiophores, confirment indéniablement son attribution taxonomique au genre Botrytis.

Concernant l'isolat de la tige de féve, l'observation de colonies grisatres combinée a la
présence de conidies multiseptées caractérise le genre Alternaria sp. Ce résultat concorde
avec le travail récent de Ofi et al. (2025), qui ont mis en évidence que les tissus de Vicia faba
présentant des symptdmes de taches et de nécroses abritent fréguemment des complexes
fongiques ou le genre Alternaria est représenté.

L'examen de l'isolat issu des Iésions du néflier confirme également son appartenance au
genre Alternaria sp. Sur le plan macromorphologique, I'aspect de la colonie s'insére dans la
description phénotypique globale rapportée par Yan et al. (2024) pour les isolats d'Alternaria
associés aux taches foliaires. Ces auteurs ont mis en évidence une diversité de nuances (allant
du gris-olive au gris-brun) ainsi qu'une organisation des conidies en chaines (caténées), des
caractéristiques qui corroborent nos propres observations microscopiques et valident la

classification de notre souche au niveau du genre.

4. Mise en évidence des activités enzymatiques des champignons
endophytes

La mise en évidence des activites enzymatiques constitue une étape importante dans la

caractérisation physiologique et fonctionnelle des champignons endophytes. Ces enzymes
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jouent un role essentiel dans les interactions des champignons avec leur plante héte, leur
adaptation a leur environnement ainsi que dans leur potentiel biotechnologique. Dans cette
optique, un screening qualitatif a été mené, ciblant cinq activités enzymatiques majeures
(Amylase, Protéase, Lipase, Caséinase et Pectinase) chez les quatre souches endophytes
sélectionnées : AL6.1 (Aspergillus niger), BO2H (Aspergillus terreus), CR2 (Penicillium
chrysogenum) et UR3 et (Penicillium sp).

Les résultats de cette caractérisation, basés sur la présence (+) ou l'absence (-) d'un halo de

dégradation sur milieux gelosés sélectifs, sont regroupés dans le tableau 4 ci-dessous.

Tableau 4 : Résultats des activités enzymatiques ; + : Positif - : Négatif

Souches | +/- ALG6.1 +/- UR3 +/- B02H +/- CR2
Amylase
+
Protéase
+
Lipase
+
Caséinase
+
Pectinase
+

37




Chapitre V Résultats et Discussion

L'utilisation de la méthode de screening sur milieu gélosé (Agar plate method) pour révéler
le profil hydrolytique est une approche standardisée et largement validée. Nos observations
s'accordent avec la méthodologie adoptée par Azuddin et al. (2024), qui soulignent que la
formation d'un halo de degradation constitue la premiére preuve directe de la sécrétion
d'enzymes extracellulaires actives. De plus, I'nétérogénéité des profils enzymatiques observee
entre nos différents genres corrobore pleinement les conclusions de Mahfooz et al. (2017).
Ces auteurs ont demontré, lors d'un criblage d'endophytes, que la capacité de production
enzymatique n'est pas uniforme mais varie d'une souche a lautre selon sa spécificité
génetique, fonctionnant comme un mécanisme adaptatif pour I'acquisition des nutriments et la
résistance contre les invasions pathogénes.

La souche AL6.1 (A. niger) a manifesté un profil exceptionnel en étant positive pour les
cing enzymes testées simultanément. Cet aspect pluridisciplinaire est dautant plus
remarquable que les travaux récents d*Azuddin et al. (2024) et de Maheshwari et Mmbaga
(2024) rapportent que la majorité des isolats endophytes sauvages expriment rarement la
totalité des enzymes étudiées (par exemple, seulement 4 souches sur 50 testées chez
Maheshwari et Mmbaga). Cette performance remarquable d'A. niger trouve une confirmation
directe et textuelle dans I'étude de Hawar (2022) sur les endophytes de Ziziphus spina. Cet
auteur a mis en évidence, a travers des analyses statistiques hautement significatives (P <
0.001), que parmi toutes les souches testées, A. niger était I'espéce dominante dotée de la plus
forte activité amylasique (taux de dégradation de 0.3813) et lipasique. D'un point de vue
physiologique, Hawar (2022) rappelle que I'amylase sécrétée par les endophytes joue un réle
crucial dans I'hydrolyse secondaire de I'amidon accumulé dans les tissus végétaux, facilitant
ainsi la survie énergétique et le maintien du champignon au sein de son héte lorsque les tissus
vieillissent.

En ce qui concerne l'activité lipasique, elle est présente chez les souches AL6.1 et UR3,
mais absente chez BO2H et CR2. Nos observations rejoignent globalement les conclusions
d'’Azuddin et al. (2024) et de Hawar (2022), chez qui la sécrétion de lipases est majoritaire
(68% des souches chez Hawar), indiquant que cette enzyme est préférentiellement utilisée
pour l'acquisition des nutriments et de I'énergie a partir des composés lipidiques et cuticulaires
de la plante héte, facilitant ainsi la pénétration cuticulaire sans pour autant altérer
immediatement la viabilité de la plante.

L'évaluation ciblée des enzymes protéolytiques a travers deux tests distincts (Protéase
globale et Caséinase spécifique) révele une dynamique intéressante. Nos résultats indiquent

que les souches du genre Aspergillus possédent un équipement protéolytique plus complet que

38



Chapitre V Résultats et Discussion

le genre Penicillium. En effet, AL6.1 et BO2H ont montré une capacité a dégrader la caseine,
ce qui confirme les observations de Hawar (2022) et de Maheshwari et Mmbaga (2024),
soulignant que les protéases fongiques jouent un réle actif dans la physiologie des endophytes
pour digérer les grands peptides extracellulaires complexes de [I'héte, degrader les
glycoprotéines de la paroi et faciliter I'extension du mycélium. En revanche, le genre
Penicillium (UR3 et CR2) s'est révélé incapable de sécréter la protéase globale tout en
gardant une activité caséinasique positive, suggérant une spécificité étroite vis-a-vis du
substrat.

La production systématique de pectinase par I'ensemble de nos quatre souches confirme le
role biophysique crucial de cette enzyme. Comme le soulignent Maheshwari et Mmbaga
(2024) en accord avec Hawar (2022), la pectinase est une enzyme clé impliquée directement
dans la pénétration initiale du champignon a travers la lamelle moyenne de la paroi cellulaire
vegétale et dans la decomposition des tissus de I'hote.

A linverse, la restriction des activités protéolytiques chez UR3 et CR2 (notamment
I'absence de la protéase globale) pourrait indiquer un mode de vie plus strictement mutualiste.
En limitant volontairement la production d'enzymes potentiellement agressives, ces souches
évitent de déclencher les systemes de défense immunitaire de la plante héte, assurant ainsi une

symbiose stable et durable (Schulz et Boyle, 2005).

5. Evaluation de I'activité antifongique des isolats endophytes

5.1. Evaluation du potentiel antagoniste par contact direct

Les résultats de I’activité antagoniste par confrontation direct des quatre souches de
champignons endophytes (AL6.1, BO2H, CR2 et UR3) vis-a-vis des quatre champignons
phytopathogénes cibles (Fbl, Fb2, NJ et A. alternata) ont révélé des profils d’inhibition de la
croissance radiale trés hétérogénes (figure 17). Les taux d'inhibition calculés varient de 0% a
62,16%, mettant en évidence une influence significative de la nature de la souche endophyte

ainsi que de la sensibilité intrinséque du pathogene ciblé (tableau 5).
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Figure 17 : Activit antagoniste par contact direct des souches fongiques endophytes contre
les isolats phytopathogenes : (A) BO2H / FB2 ; (B) UR3/ NJ ; (C) AL6.1/ A. alternata

Tableau 5 : Pourcentages d'inhibition (1%) de la croissance des champignons
phytopathogénes par les champignons endophytes.

Fbl Fb2 NJ A. alternata
AL6.1 23,08% 58,20% 61,11% 62,16%
BO2H 15,38% 48,80% 42, 77% 9,72%
UR3 28,46% 58,20% 0% 24,32%
CR2 0% 32,83% 0% 0%

L’évaluation de I’activité antagoniste par contact direct en double culture révele une
hétérogénéité marquée dans les profils d'inhibition des différents isolats endophytes testés. La
souche AL6.1 (A. niger) s’impose comme la plus efficace de 1'étude, Cet isolat se distingue
par des pourcentages d'inhibition (1%) remarquables de 61,11% vis-a-vis du phytopathogene
NJ (Alternaria sp.) et de 62,16% contre la souche A. alternata. Ces excellentes performances
de biocontrdle s'alignent sur les travaux régionaux de Chaibi et al. (2020), qui rapportent un
taux d'inhibition maximal de 61,55% pour des champignons endophytes. A I’inverse, I’isolat
BO2H (A. terreus) manifeste une activité antifongique intermédiaire et plus sélective, inhibant
modérément les isolats Fb2 (48,80%) et NJ (42,77%), mais s'atténuant de facon critique face
au pathogéne A. alternata (9,72%). Ce spectre d'action restreint corrobore les conclusions de
Choi et Ahsan (2022) sur les aptitudes d’A. terreus, dont les taux d’inhibition fluctuent
géneralement entre 20% et 58% selon la cible.

Concernant le genre Penicillium, la souche UR3 (Penicillium sp) montre un spectre
d’action étendu allant jusqu'a 58,20 % d'inhibition, tandis que la souche CR2 (Penicillium

chrysogenum) montre une inactivité fréquente combinée a une efficacité ciblée sur Fb2 (32,83
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%). Ces comportements biologiques sont fortement validés par les travaux de Karpova et al.
(2021). En testant une souche de Penicillium chrysogenum, ces auteurs ont également mis en
évidence une forte sélectivité in vitro, ou I'efficacité varie drastiquement selon le champignon
ciblé. De plus, I'étude de Karpova et al. (2021) démontre qu'une souche de Penicillium peut
exiger des concentrations ou des stimuli de contact tres élevés pour exprimer son plein
potentiel, ce qui permet d'expliquer les taux d'inhibition modérés ou nuls observés lors de
confrontations directes si les signaux de reconnaissance cellulaire ou la sensibilité du
pathogene ne sont pas optimaux.

Ces resultats confirment que les champignons endophytes constituent une source
importante de métabolites secondaires a potentiel antifongique. Les différences observées
entre les isolats peuvent s’expliquer par la diversité des mécanismes d’action impliqués,
notamment la production de métabolites diffusibles, la compétition pour 1’espace et les
nutriments, ou encore la synthése de composés antibioses spécifiques. L’efficacité
particulierement élevée de AL6.1 pourrait indiquer une production plus abondante ou plus

active de molécules inhibitrices.

5.2.  Fermentation et extraction des métabolites secondaires

Aprés 24h d’incubation sous agitation périodique, les extraits a l'acétate d'éthyle
obtenus ont été évapores dans un évaporateur rotatif sous vide a une température de 45°C,
jusqu’a D’obtention d’une crolite séche dont la pesée a reflété des rendements différents

(tableau 6).

Tableau 6 : Rendement d’extraction des métabolites secondaires avec I’acétate d’éthyle.

Extrait Isolats fongiques Rendement (mg)
Extrait 1 BO2H 235,8
Extrait 2 AL6.1 225,2
Extrait 3 CR2 98,1
Extrait 4 UR3 68,1

Le tableau montre une variation importante dans la capacité des différents
champignons endophytes a produire des métabolites secondaires. L’extrait obtenu a partir du
champignon B02H présente le rendement le plus élevé (235,8 mg), suivi par AL6.1 (225,2
mg), CR2 (98,1 mg) et UR3 (68,1 mg).
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L’analyse quantitative de nos extraits bruts montre que la souche d'A. terreus BO2H
présente un rendement de 235,8 mg, une valeur élevée qui trouve sa justification scientifique
dans les travaux de Lee et al. (2013). Ces auteurs soulignent dans leur étude que le genre
Aspergillus d'origine marine se caractérise par une machinerie biosynthétique
particulierement performante, lui permettant d'accumuler une grande quantité de métabolites
secondaires lors de phases de culture contrélées. Concernant nos souches de Penicillium CR2
et UR3, qui affichent des rendements respectifs de 98,1 mg et 68,1 mg, ces résultats
s'accordent avec les observations publiées par Xu et al. (2024). Dans leurs recherches sur les
champignons marins du genre Penicillium, ces chercheurs ont mis en évidence la présence
constante de voies métaboliques actives dédiées a la synthése de polycétides et de dérivés
terpéniques, des familles de molécules qui se concentrent efficacement sous forme d'extraits

secs lors de l'utilisation d'acétate d'éthyle comme solvant d'extraction.

5.3.  Evaluation de I'activité antifongique des extraits métaboliques des champignons

endophytes par la méthode de diffusion sur disque

L'évaluation du potentiel antifongique par la méthode de diffusion sur disque des
extraits d’acétate d’éthyle, issus des quatre souches de champignons endophytes marins
(AL6.1, UR3, BO2H et CR2), a révélé des profils d’inhibition variables vis-a-vis les quatre
phytopathogénes cibles (Fb2, Fbl, NJ et A. alternata,). Les diameétres des zones d'inhibition
(exprimés en millimetres, moyenne + écart-type) sont consignés dans le tableau 7 ci-dessous.
La figure 18 montre les résultats d’inhibition de croissance des spores des phytopathogénes.

Tableau 7 : Activité antifongique des extraits fongiques vis-a-vis les souches
phytopathogénes exprimée en millimetres (n=3, moyenne + écart type)

Extrait Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3 Extrait 4

Isolats BO2H ALG6.1 CR2 UR3
Fb2 19,0+1,7 18,3+5,8 20,712 19,3+1,2
Nj 13,7+0,6 6,7+0,6 16,3+1,2 16,7+ 0,6

Fbl 16,0+ 1,0 \ 16,0+1,0 16,3+ 0,6
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Figure 18 : Effet des extraits de fermentation liquide d'endophytes sur la germination des
spores de certains champignons phytopathogenes. (a) Extrait 1 sur Alternaria sp (NJ); (b)
Extrait 2 sur Alternaria sp (FB1) ; (c) Extrait 3 sur Alternaria sp (NJ) ; (d) Extrait 4 sur
Alternaria sp (FB1).

L'analyse comparative de l'efficacité de ces extraits met en évidence des différences de
puissance et de spectre d'action remarquables entre les souches endophytes testées. Les
extraits de CR2 (extrait 3) et UR3 (extrait 4) se distinguent nettement comme les plus
puissants du groupe ; CR2 engendre lactivité inhibitrice maximale contre Fb2
(20,7+1,2 mm), tandis que UR3 offre l'action la plus forte et la plus homogene contre Nj
(16,7+£0,6 mm) et Fbl (16,3+0,6 mm). L'extrait BO2H (extrait 2) affiche quant a lui une
efficacité intermédiaire tout a fait satisfaisante, bien que son potentiel soit Iégérement atténué
face & la souche Nj (13,7+0,6 mm). A l'inverse, I'extrait AL6.1 (extrait 1) s'impose comme le
plus faible et le plus limité en raison de I'étroitesse de son spectre d'action ; s'il conserve une
efficacité ciblée acceptable contre Fb2 (18,3+5,8 mm), il s'avére totalement inactif contre Fbl
et montre une inhibition négligeable sur Nj (6,7+0,6 mm), ce qui confirme la supériorité des
métabolites secondaires de CR2 et UR3 pour une application potentielle en lutte biologique.

L’évaluation de ces mémes extraits vis-a-vis du phytopathogene " A. alternata " a
révélé un profil d'interaction singulier, caractérisé par une absence totale de développement de
la nappe fongique ainsi que des zones d'inhibition, indiquant un blocage complet et précoce
de la croissance de cette souche. Cette conclusion a été confirmé par la germination des
spores et la croissance fongique qui a été observé sur la boite témoin du méme isolat.

Cette hétérogénéité d'action parmi nos extraits bruts d'endophytes marins refléte
fidelement la diversité et la sélectivité de leur potentiel de bio-controle. A cet égard, la forte
efficacité et la polyvalence des extraits organiques bruts CR2 et UR3 s'accordent pleinement
avec les conclusions de de Felicio et al. (2015). En effet, ces auteurs ont mis en évidence que
les extraits bruts a I'acétate d'éthyle d'endophytes marins, particuliérement ceux issus du genre

Penicillium, manifestent des propriétés antifongiques remarquables dues a un arsenal de
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métabolites secondaires polyvalents. A l'inverse, les limites observées pour la souche AL6.1
corroborent les conclusions de Khallil et al. (2015). En évaluant des extraits organiques face
a des especes fongiques, ces chercheurs ont démontré que les réponses varient drastiquement
selon I'organisme producteur et la sensibilité intrinseque de I'espéce cible, certaines souches
montrant une résistance élevée tandis que d'autres s'averent hautement sensibles. De plus, la
présence de ces profils d'action restreints chez nos souches appuie I'hypothese de de Felicio et
al. (2015) quant a I'existence de mécanismes d'action spécifiques et hautement sélectifs chez
certains metabolites d'endophytes marins, confirmant la supériorité de CR2 et UR3 pour une
application potentielle en lutte biologique.

Enfin, le blocage précoce et I'effet fongicide radical caractérisés par I'absence totale de
croissance du pathogéne ' A. alternata " au contact de nos extraits mettent en relief la
puissance de diffusion de ces biomolécules d'origine marine. Ce phénoméne d'inhibition totale
rejoint les observations et analyses de Peres et al. (2012). En étudiant l'activité d'extraits
marins contre le phytopathogene Colletotrichum lagenarium, ces auteurs ont démontré par
chromatographie que la fungitoxicité était directement liée a la présence de composés
phénoliques, de stéroides et surtout de métabolites de la classe des terpénes. Ces principes
actifs ciblent les mécanismes vitaux fondamentaux, comme la germination des spores ou
I'élongation hyphale, bloquant ainsi radicalement le développement des champignons
d'importance agricole.
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Conclusion générale

Face aux limites de la lutte chimique conventionnelle en agriculture, la recherche
d'alternatives durables est devenue une priorité. Dans ce contexte, ce travail a porté sur
I’isolement et 1’identification de champignons phytopathogeénes a partir de cultures locales
atteintes, ainsi que sur I’évaluation de I’activité antifongique et enzymatique de champignons

endophytes associés aux algues marines.

L'isolement et [lidentification morphologique des souches phytopathogénes ont
confirmé la présence du genre Alternaria sp. (isolé des tiges de feve et des feuilles de néflier
du Japon) et du genre Botrytis sp. (isolé des feuilles de féve). Ces souches pathogenes ont

servi de modeles d'étude pour valider I'efficacité antifongique de nos endophytes marins.

Concernant l'activité enzymatique, le criblage qualitatif des quatre souches endophytes a
révélé des profils variés. La souche Aspergillus niger AL6.1 s’est particuliérement distinguée
en exprimant simultanément I'ensemble des hydrolases recherchées, tandis que les souches du
genre Penicillium (CR2 et UR3) ont présenté un profil plus restreint sans activité

protéolytique globale.

L'évaluation de I'activité antifongique par confrontation directe a mis en lumiére le fort
potentiel compétitif des souches vivantes. Une nette supériorité a été attribuée a Aspergillus
niger AL6.1, qui a bloqué le développement d'Alternaria sp. (NJ) a 61,11 % et d'Alternaria
alternata a 62,16 %.

La fermentation liquide en milieu PDB a permis I’obtention d’extraits bruts dont le
rendement a varié selon les souches. Enfin, I'évaluation de ces extraits métaboliques a révélé
une action inhibitrice remarquable sur la germination des spores phytopathogénes. Bien que la
souche Aspergillus terreus BO2H ait fourni le rendement le plus important (235,8 mg), ce sont
les extraits des genres Penicillium (CR2 et UR3) qui ont déployé la plus forte inhibition,

I'extrait de CR2 provoquant une zone d'inhibition majeure de 20,7 mm contre Botrytis sp.

Ces résultats mettent en lumiére 1’intérét des champignons endophytes des macroalgues
comme piliers d’une agriculture durable. L'efficacité démontrée de leurs enzymes et de leurs

métabolites secondaires ouvre la voie a de futures investigations.

Les perspectives de ce présent travail sont multiples et les principales peuvent étre

résumeées comme suit :

e Evaluation quantitative de la production des enzymes décelées lors du screening

qualitatif de nos souches endophytes.
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Exploitation approfondie du pouvoir antagoniste direct des souches endophytes les
plus performantes contre les isolats phytopathogenes.
Valorisation biotechnologique de I'effet inhibiteur des extraits bruts ayant montré la

plus forte toxicité contre les champignons cibles.
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Annexes

Annexe N°1 : Composition des différents milieux de cultures et solutions utilisées

Potato Dextrose Agar (PDA)

POMME e TOITC. ... ettt e 200g
L2 101070 ] P 20g
N P 159
Eau distill€e. . ... 1000 ml
PH 51+0.2
Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

D1 101 40g
PePtONe. ..o 10g
N 15¢g
Eau diStille. ... o.ee e 1000 ml
PH 56+0.2

[ 2 101670 ] P g
EXrait e IOVUIC. ....vtie i g
POPtONE ..o 0.5g
AT e l6g
N 016 ) 20g
Bau diStillEe .. ...t 1000ml

GIUCOSE. . .ttt e e e e e e lg
EXtrait de LeVUTe.. ..o e 19
PP M. . .o e e 0.5g
N 16g
GEIALIME. ... v ettt e e e e 4%
Eau distill€e .. ... 1000ml
PH e 6.0£0.2
Solution de Gélatine (8%b) : (Stérilisée séparément)

GEIALINE ...ttt et 8g
Eau distillEe ... .ooeeee it 100 ml
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Milieu Skim Milk Agar

L2 101070 ] P lg
| O s v L e (ol (SA Va0 1 2,59
N 189
Lait €CTEME. . ... 7ml
Bau diStill€e ......oeii e 1000ml

Solution de Lait écréme : (Stérilisée séparément par autoclave a 115 °C ou 121 °C pendant
10-15 min)
Lait €crémeé €N POUATE ....o.uiit ittt et et e e e 125¢g

BaU dISHILEE . ..o vt e 250 ml

Milieu Pectine Agar (activité pectinase)

(NH)2HPO g oo e e e 3g
KH 2P O 4. e 2g
KoHP O g . 39
Y10 7 0.1g
PeCtINE ..ot 10g
N ) PR 25¢
Eau distill€e ... 1000 ml
PH 45+0.2

PP N ..o e 10g
N e 59
GGk e, 0.1g
N2 | P 16 ¢
BaU diStIIEE .. . e 1000 ml
TWEEIN 20 .ot e 10 ml (1% v/v)
PH 6.0+0.2

Solution saturée de Sulfate d’ammonium (NH,4),SO,4
Sulfate d’ammONIUM ... e 76 g

Bau diStILEE ... veeeeeee e e 100 ml
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Solution de Lugol (lode-iodurée)

LOAE (1) e 5¢g
lodure de potassium (K1) .....ouii e 10g
Eau distillée ... ..o e 100 ml
Eau physiologique

3 L N 09¢g
Eau distillée. ... ..o 1000 ml
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