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Résumé :

Dans cette étude, 1'objectif est d'évaluer 1'effet de quatre espéces myco-endophytes sur la
croissance des plants de concombre Cucumis sativus, trois d’entre elles appartiennent aux
genres : Aspergillus, Torula et Alternaria. Les résultats des tests PGPF (plant growth promote
fungi) ont montré que la plupart présentaient une forte capacité de solubilisation du zinc, mais
ne produisaient ni d'acide cyanhydrique HCN, ni inhibaient la croissance du phytopathogéne
testé. La croissance en serre des plants de concombre agés deux mois et inoculés par les
quatre espéces fongiques ainsi que leurs teneurs en chlorophylles sont significativement
meilleures comparativement aux témoins (non inoculés). La colonisation des racines par les
endophytes fongiques a ¢été confirmée, par conséquent ces champignons endophytes
pourraient étre utilisés en agriculture comme biofertilisants pour stimuler la croissance des

plants de concombre.

Mots clés : champignon endophyte ; Cucumis sativus ; PGPF ; Biofertilisant.



Abstract:

In this study, the aim is to evaluate the effect of four mycoendophytic species on the growth
of Cucumis sativus cucumber plants, three of them belong to the genera: Aspergillus, Torula
and Alternaria. The results of the PGPF (Plant Growth Promoter Fungi) tests showed that
most exhibited a strong zinc solubilization capacity, but neither produced hydrocyanic acid
HCN nor inhibited the growth of the phytopathogene tested. The greenhouse growth of two-
month-old cucumber plants inoculated with the four fungal species as well as their
chlorophyll content are significantly better than controls (non-inoculated). The colonization of
roots by fungal endophytes has been proven; therefore these endophytic fungi could be used

in agriculture as biofertilizers to promote the growth of cucumber plants.

Keywords: Endophytic fungi; Cucumis sativus; PGPF; Biofertilizer.
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Introduction

Le concombre (Cucumus sativus) est une plante potagere trés importante dans la
production alimentaire mondiale. Cependant les rendements élevés du concombre sont
souvent entravés par des maladies et des stress abiotiques tels que la sécheresse et les sols
salés. Pour faire face a ces défis, des moyens de lutte physiques et chimiques sont
indispensables et rentables, mais a grande échelle leur utilisation entraine des problémes tels
que la résistance, la pollution environnementale et des effets indésirables sur la sant¢ humaine
et les écosystemes (Ali et al., 2012). De plus, les risques et les problémes associés a
I’utilisation de produits chimiques conduisent a une réglementation environnementale de plus
en plus stricte des pesticides (Pavela et al. 2007). 1l y a donc un besoin urgent de développer
des alternatives efficaces respectueuses de 1’environnement, plus sures, faciles a utiliser et ont
le potentiel de remplacer les pesticides ou les fongicides de synthése (Tapondjou et al.,2005),
I’utilisation des biofertilisants tels que les champignons endophytes et des plus en plus

¢tudiées en agriculture durable.

Les champignons endophytes sont des membres fonctionnels dominants du
microbiome des plantes qu'ils colonisent (Khan et al., 2010), offrant une variét¢ de
biomolécules intéressantes sur le plan pharmaceutique ou agricole. Ils favorisent la croissance
de la plante et améliorent sa résistance contre les agents pathogénes et les stress (Strobel,
2004 ; Kumar et al., 2011). Certains de ces champignons ont été étudiés pour leur effet
bénéfique sur la croissance du concombre. Utiliser les champignons endophytes comme
biofertilisants pourrait &tre une solution intéressante pour stimuler la croissance du concombre
et améliorer sa résistance aux stress. Cependant, les agriculteurs doivent faire face a différents
problémes chaque année, notamment les maladies des plantes, qui sont une préoccupation
majeure a l'échelle mondiale. Chaque année, des pertes importantes représentant 16% de la
production annuelle sont enregistrées en raison de différents types de maladies d'origine
biotique ou abiotique (Both ef al., 2022). C’est dans ce contexte que nous nous somme
intéresser a étudier I’effet de quatre champignons endophytes sur la croissance des plants de

concombre. Ainsi notre travail consistera a :

e Confirmer la pureté des espéces fongiques ;

e FEtudier I’effet des milieux de culture sur la croissance des espéces fongiques ;
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e Tester In vitro la capacité des espéces a améliorer la croissance des plantes par
solubilisation du zinc et ’antagonisme vis a vis d’un phytopathogene ;
o Et réaliser un essai /n vivo d’inoculation des plants de concombre par
les especes fongiques sous serre non contrdlée et étudier leur effet sur la

croissance des plants aprés deux mois de culture.

En somme, ce mémoire vise a fournir une vue d'ensemble des champignons endophytes qui
stimulent la croissance des plantes, en examinant leur potentiel en tant que biofertilisants pour

une agriculture durable.
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Chapitre 01 : Etude bibliographique

1-La phytosphere

La phytosphére représente la composante végétale de la biosphere, englobant I'ensemble
des plantes et de leurs parties aériennes ainsi que celles situées sous terre. Elle englobe
également les interactions entre les végétaux, les microorganismes présents dans le sol, les
animaux et les facteurs abiotiques. La phytosphére offre un habitat attractif pour les
microorganismes en raison de la richesse en nutriments et de la relative stabilité de
I'environnement. Elle se compose de quatre principaux habitats ou les microorganismes
associés aux plantes résident : la phyllosphére (sur les parties aériennes), la rhizosphére
(autour des racines), la spermatosphere (autour des graines) et 1'endosphére (a l'intérieur des

tissus végétaux).

-La phyllosphére est I’ensemble des parties végétales aériennes logeant (hébergeant,
accueillant) des micro-organismes. Le terme phyllosphére désigne la communauté
microbienne qui vit en relation symbiotique avec les plantes en particulier : les feuilles, les
tiges, les bougeons et les fleurs. Ces micro-organismes vivent soit a la surface des végétaux
(généralement appelée phylloplane) ou a I’intérieur des tissus (endosphere). Ils sont composés
de bactéries, de champignons, d’algues, d’archées et rarement de protozoaires (Vorholt,

2012).

Différents groupes de micro-organismes de la phyllosphere tels que les bactéries et les
champignons produisent 1’acide indole-3-acétique (AIA) similaires a celui des plantes
utilisant ou non du tryptophane comme précurseur (Spaepen et al., 2007 ; Sun et al., 2014 ;

Venkatachalam et al., 2016 ; Thapa et al., 2018).

-La rhizosphére : a été¢ définit par Hiltner en 1904 comme la fraction de sol sous
I’influence des racines des plantes d’une forte activité microbienne dans le sol et autour des
racines (singh et al., 2004 ; Naziret et al., 2016 ; Benaissa, 2019). Elle est divisée en trois
zones : ’endorhizosphére, le rhizoplan et I’ectorhizosphére (Badri et Vivanco, 2009 ;
Naziret ef al., 2016). Le sol rhizosphérique comprend a 10" cellules microbiennes et plus de
30000 especes procaryotes qui peuvent €tre 10 a 100 fois supérieurs a celles du sol non
rhizosphériques (Zuo, 2021). Les composants du microbiote tellurique sont les bactéries, les
champignons, les algues, les protozoaires et les virus qui se développent dans leurs hotes

vivants (Hassan, 2014).
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-La spermatosphére : Le terme spermatosphére est mentionnée pour la premiere fois
dans une étude sur les agents pathogénes des semis de graminées fourrageres dans laquel
Fusarium culmorum se développait a proximité immédiate des grains en germination (Nelson,
2004). La spermatosphére est définie comme la zone d’interaction microbienne autour de la

graine.

De nombreuses études ont démontré que les graines abritent une communauté
microbienne diversifiée, non seulement a leur surface mais ¢également a I’intérieur de
I’embryon. Les especes de Fusarium et de Pythium étaient les champignons dominants des

spermosphere isolés des grains de navet germé pendant 72h dans le sol (Aibeche, 2021).

-L’endosphére : est la région des tissus des plantes qui abrite diverses communautés
microbiennes comprenant des champignons, des bactéries et des archées aux propriétés

multifonctionnelles complexes (Adeleke et Babalola, 2020).

Ces microorganismes qui colonisent les tissus internes des plantes hotes sont appelés
endophytes microbiens (Gupta et al., 2020), ils ont le potentiel d’établir des relations
mutuelles, nuisibles ou neutres avec divers espece végétales (Dobereiner, 1992 ; Hardoim et
al.,, 2015). Les endophytes microbiens cultivables occupent les régions discretes de
I’endosphere cela signifie que ces microorganismes ne sont pas uniformément répartis dans
toute la plante, mais se trouvent plutdt dans des zones spécifiques ou localisée a I’intérieur des

tissus végétaux (Adeleke et Babalola, 2020).

Cette communauté est composée de bactéries, virus, champignons, algues, archées et
rarement des protozoaires et des nématodes (Vorholt, 2012). Les bactéries dépassent de loin
les autres groupes a la fois en nombre de cellule et diversité de groupes taxonomiques

(Andrews et Hrris, 2000).

1-1-Champignons endophytes

Les champignons sont les micro-organismes les plus fréquemment isolés en tant
qu’endophytes, ils peuvent croitre de fagon intracellulaire dans les tissus internes des plantes
et sous la couche des cellules épidermiques sans causer aucun symptome apparent chez 1’hote
; 1ls sont présents et ont été isolés de toutes les plantes déja étudi¢es (Hyde et soytong, 2008).
Leur croissance asymptomatique dans les tissus végétaux est liée aux interactions

mutualistiques et symbiotiques avec les plantes hotes mais leur importante biodiversité
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suggere qu’ils peuvent étre également des saprophytes ou des pathogénes opportunistes, une
méme espece mycoendophyte est capable de coloniser plusieurs hotes différents (Andeol et
Benjamin, 2016) (Figure 1). Plusieurs especes végétales herbacées et ligneuses hébergent des

endophytes fongiques diversifiés et spécificiques (Cohn, 2006) (Tableau 1).

Figure 1: Représentation schématique du mode de croissance des champignons endophytes
(Kusari et spiteller, 2012)
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Tableau 1: Exemples de champignons endophytes et leurs plantes hotes.

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

Champignons endophyte
Trichoderma sp

T harzianum

T coningii

Sterile black funguy

Sterile dark fungus

Sterile red funguy

Beauwveria bassiana

Cladosporitm sp., Nemania sp
Fusarium sp., Penicillium sp.,
Aspergillus sp

Cladosporiim sp
Periformaspora indica

Trichoderma asperelivum T34
Phigfocephala fortinii

Plante hite
Cacaotier

Poivron rouge
Tomate., Tabac
Tomate., Revagra
Tabac

Blé., Seigle

Blé
Ble., Seigle

Café

Blé., Coton., Tomate
Pin

Caféier

Citronnier
Orge

Arabette
Gymnosperme
Angiosperme
Monocotylédone
el Décotvlédones

Références
Mejin et al., 2008 et Baily et al., 2006

Chang et al., 1986
Windham et al., 1986
Windham et al., 1986
Hyakumachi, 1994
Speakman et Kruger, 1984

Marita et Suzui, 1991
Dewan et Sivasithamparam, 1989

Peterson et al., 2005
Ownley et al., 2010
Ganley et af., 2000

Vega et al., 2010

Araujo et al.,, 2001
Verma al., 1998

Separa et al., 209
Peterson et al., 2008

1-1-1: Transmission des mycoedophytes
Deux modes de transmission sont observés chez les champignons endophytes : le mode
de transmission et le moyen par lequel le champignon endophyte peut coloniser un autre

individu végétal a partir de 1’héte initial (Figure 2) :

-La transmission verticale : Elle se caractérise par la colonisation d’un nouvel hote
issu de I’hote primaire. La caractérisation des groupes endophytes est basée surtout sur le
groupe végétal infecté, la modalité de la colonisation des tissus de I’hote ainsi que le mode de
transmission au sein de la communauté végétale (Bensaci, 2016). La transmission verticale
par la graine a principalement été observée chez quelques espéces de champignons
endophytes de la famille des Clavicipitaceae qui colonisent les Poaceae, les Cypéraceae et les
Junacaceae. Nous verrons cependant qu’elle existe chez d’autres espéces d’endophytes ayant
été observées comme pouvant coloniser plusieurs especes non graminoides (Pinus spp., Vinga

unguiculata, Theobroma cacao, Castanea spp., Colophospermum mopane).
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-La transmission horizontale : Elle se caractérise par la colonisation d’un nouvel héte
n’ayant la plupart du temps pas de lien avec 1’hote primaire. Elle procéde de la dissémination
de spores par un vecteur de dispersion. Apres germination, I’hyphe pénétre le nouvel hote soit
par les stomates soit au travers 1’épiderme. Ce mode de transmission est le plus répondu. Les

spores peuvent étre issues de la production sexuée ou asexuée des champignons.

Graines festica avec Graines festica Fleuron sur la plante Festica
E.festica Infecté awvec E_festica voisine

/:\1 —\"\y ;,}/%‘ __-V"““\\
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Figure 2 : Modes de transmission observés chez les champignons endophytes : I’exemple du
cycle d’Epichloe festucae (Clay et al., 2002).

1-1-2 : Classification des champignons endophytes
Les endophytes sont actuellement divisés en 4 classes (Rodriguez et al., 2009) selon la
famille de I’endophyte concerné, la localisation dans les tissus de 1’hote et le mode de

transmission (Tableau 2).

-Classe 1 : Inclue un petit nombre de champignons apparentés phylogénétiquement
appartenant aux Ascomycota et Hypoceales tels que Balancia spp., Neotyphodium spp.,
Epichloe spp., et Claviceps spp. lls se développent de fagon systémique a I’intérieur des
cellules corticales des Graminées, et se transmettent verticalement a travers les graines
(Rodriguez et al., 2009). Selon I’espece de I’hdte et les conditions environnementales, ces
champignons peuvent conférer a leurs hotes une augmentation de la biomasse, une tolérance a
la sécheresse, peuvent également produire des molécules toxiques pour les animaux et les

herbivores protégeant ainsi leurs plantes hotes (Mishra et al., 2014).

-Classe 2: La plupart appartiennent aux Ascomycota et une minorité aux

Basidiomycota. Ils colonisent aussi bien les parties aériennes que les parties racinaires une
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large gamme de plantes hotes en formant des infections étendues chez les plantes (Hardoim

et al.,2015 ; Mishra et al., 2015).

-Classe 3 : Ce groupe inclut un ensemble tres diversifié d’endophytes appartenant aux
Ascomycota et Basidiomycota, associés exclusivement aux parties aériennes d’une large
gamme de plantes hotes englobant les plantes non vasculaires, les coniféres, les angiospermes
des régions tropicales, boréales, arctiques et antarctiques. Leur transmission est horizontale
avec induction d’une infection localisée et non étendue (Rodriguez et al., 2009 ; Hardoim et

al.2015).

-Classe 4 : Les endophytes de ce groupe sont des champignons bruns cloisonnés. Ils
appartiennent généralement aux Ascomycota, formant des conidies ou stériles, ainsi que des
structures hyphes et les microsclérotes mélanisées intra ou intercellulaires dans les racines de
diverses plantes hotes appartenant a des €cosystémes trés diversifiés. Ils se transmettent

horizontalement (Rodriguez et al., 2009).

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

Clavicipitaceae Non Clavicipitaceae
Critéres Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Gamme d’hotes Large Etroite Etroite Etroite
Tissus colonisés Tige et rhizome Tige, racines et Tige Racine
rhizome
Colonisation In | Etendue Etendue Limité Etendue
planta
Biodiversité In | Basse Basse Elevée Inconnue
planta
Transmission Verticale Vertical et Horizontal Horizontal
horizontal
Bénéfiques pour la | NHA NHA et HA NHA NHA
plante (hote)

- NHA : Non adaptés a I’habitat. Les avantages de I’endophyte sur la plante ne sont pas liés a

I’habitat d’origine.
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- HA : Adaptés a I’habitat. Les avantages sur la plante résultent des pressions sélectives

spécifiques de I’habitat tel que le pH, la température et la salinité.

1-1-3 : Intéréts des mycoendophytes
Les champignons endophytes offrent divers intéréts pour I’homme et les végétaux.

Parmi ces intéréts :

-La production de composés métaboliques bioactifs bénéfiques a 1’homme ayant des
propriétés antimicrobiennes, anticancéreuses, antidiabétiques, anti-inflammatoires,
antioxydantes et antivirales. Parmi ces composés bioactifs on peut citer la pestacine, le
taxol, la camptothécine, I’ergoflavine et le phloroglucinol. Les endophytes fongiques peuvent

¢galement avoir d’autre roles tels que :

- La protection des plantes contre les maladies (Redman ef al., 2001), la résistance aux stress
biotique et abiotique et 1’amélioration de 1’assimilation des nutriments nécessaires a la

croissance (Miral, 2018).

-La biosynthése des composés organiques volatiles principalement des hydrocarbures et autre
composés oxygénés qui peuvent étre une bonne alternative aux composés fossiles (Yan et al.,

2018).

-La biosynthése d’enzymes d’intérét médical, alimentaire, énergétique et environnemental

(Suryanarayanan ef al., 2012).

- La bioremédiation de I’environnement par 1’élimination des polluants (Soleimani ez al.,

2010).

1-1-3-1 : Réles (intéréts) des mycoendophytes sur la croissance des plantes :

Les champignons endophytes peuvent contribuer directement ou indirectement au
développement des plantes, ils augmentent le taux de germination et d’¢élongation des graines,
la solubilisation des nutriments (Vujanovic, 2007), induisent la résistance systémique
(Induced systemic Resistance ISR) et protégent la plante par antagonisme directe contre les
agents pathogénes (He et al., 2009). En effet divers auteurs rapportent que les endophytes
Colletotrichum alatae, Fusarium spp., Cylindrocarpor spp., Cladosporium tenuisium,
Trichoderma harzainum et Hypoxylon spp. Isolées de Dendrobium moniliforme stimulent la
croissance des plantes et les protégent contre les agents pathogenes (Glick et al., 2001 ; Shah

et al., 2019).
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De nombreuses expériences comparatives de semences inoculés ou pas d’endophytes
ont révélé que le champignon procure a la plante qui I’héberge plusieurs avantages
notamment la tolérance au déficit hydrique, des excés de sel, a la vie a ’ombre, aux attaques

fongiques et aux ultraviolets (Selosse et Gilbert, 2011).

L’¢tude du « langage chimique » des endophytes a permis de révéler que ces
champignons secrétent des molécules ayant des propriétés antibiotiques contre les agents
phytopathogénes, insecticides ou anti-appétantes contre les insectes, neurotoxiques contre les
herbivores, hormonales pour stimuler la croissance de la plante et anti-oxydantes pour limiter
les effets déléteres des molécules oxydantes accidentellement produites dans les cellules

stressées (Combes et al., 2012).

Comme c’est une relation symbiotique, de méme que pour la plante, le champignon en
bénéficie aussi. En plus du fait d’étre abrité et fournis en nutriments, il acquiert lui aussi

plusieurs avantages tels que I’adaptation aux conditions environnementales.

Certains composés synthétisés par les endophytes sont parallelement synthétisés par les
hotes ; ceci est possible grace a une recombinaison génétique. Cela permet de réduire la
nécessité de récolter des végétaux poussant lentement mais également de préserver la

biodiversité (Miral, 2018).

Les mycoendophytes sont les décomposeurs pionniers des débris végétaux : apres la
chute d’une feuille, les endophytes qu’elle abritait passent au mode de vie saprophytique
participant ainsi au recyclage de la matiere organique (Terhonen et al., 2019). Certains
endophytes ont montré une capacité a dégrader le plastique et polystyréne (Tymon et Inglis,
2016). D’autres permettent aux plantes de tolérer et accumuler les métaux lourds (Saleem et
al., 2020). Les perspectives visent a se servir des endophytes dans la bioremédiation des

biotopes (Rana et al., 2019).

10
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Production des phytohormones
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Figure 2 : les mécanismes directs et indirects des champignons endophytes sur la plante
(Rigobelo et al.,2021).

1-1-3-2 : Solubilisation du phosphate

Le phosphate est I’un des micro-nutriment essentiels nécessaires au bon fonctionnement
des organismes vivants a savoir le transport d’énergie, le développement des racines, la
promotion de la croissance des plantes ainsi que d’autres processus physiologiques (Lobo et
al., 2019). Dans la plupart de sols agricoles, le niveau de phosphate varie entre 400mg/kg et
1200mg/kg cependant, seulement 1mg/kg de la forme soluble de phosphate (HPO,) est mis a
la disposition des plantes (Rasul et al., 2019). Certains champignons endophytes subissent
plusieurs processus pour rendre le phosphate disponible pour les plantes via la solubilisation,
la chélation, I’échange d’ions, la production d’acide organique et la sécrétion de phosphatase
acide extracellulaire (Santoyo et al., 2016). Les mycoendophytes solubilisant le phosphate
jouent un rdle majeur dans la libération des composés de phosphate du sol facilement

disponibles pour une utilisation par les plantes (Rasul ez al., 2019).

1-1-3-3 : Dégradation des substrats complexes

11
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Les endophytes produisent des enzymes principalement pour faciliter la colonisation des
tissus en dégradant les composés polysaccharidiques tels que le du xyléne et la pectine
présents dans les plantes hotes (Fouda et al., 2021). Ces enzymes comprennent la lipase,
tannase, cellulase, glucanase, protéase, laccase, xylanase et chitinase (Sharma, 2019). Elles
remplissent des fonctions spécifiques contre les agents pathogenes envahissant des plantes par
la dégradation de leurs matiéres organiques telles que la lignine, les polysaccharides

complexes, la cellulose et ’hémicellulose (Chu et al., 2021).

1-1-3-4 : Production des phytohormones

L’amélioration de la croissance des plantes peut étre influencée par des composés tels
que les phytohormones produites par les endophytes microbiens. L’AIA secrété¢ par les
champignons endophytes Colletotrichum alatae, Fusarium spp., Cylindrocarpon spp.,
Cladosporium tenuissimum, Trichoderma hazianum et Hypoxylon spp. Isolées de
Dendrobium moniliforme (orchidée) stimulent la croissance des plantes et les protége contre
les agents pathogénes (Glick et al., 2001 ; Shah et al., 2019). Les autres auxines la cytokinine

et la gibbérelline sont aussi produites comme mécanismes principaux par les endophytes.

1-1-3-5 : ACC (1-Aminocyclopropane-1-Carboxylate) désaminase microbienne :

L’éthyléne est une autre phytohormone qui contribue de maniere significative a la
croissance et a la survie des plantes dans des conditions de stress. Ses fonctions comprennent
I’¢longation cellulaire, le développement des feuilles, I’initiation et la nodulation racinaires,
I’abscission et la maturation du fruits ainsi que le transport de 1’auxine (Ji et al., 2020). La
synthése d’éthyléne dans les plantes est réalisée par la production de 1’enzyme S-adénosyl-L-
méthionine (SAM) synthétase, qui catalyse la conversion de la méthionine et de 1’adénosine
triphosphate (ATP) en SAM : puis I’ACC synthase médiant I’hydrolyse du SAM en ACC et
en méthylthioadénosine (MAT), et enfin I’oxydation de I’ACC par I’enzyme ACC oxydase en
ses produits sous forme d’éthyléne, de dioxyde de carbone et de cyanure d’hydrogéne (He et

al., 2019).

La croissance des plantes dans un environnement de stress métallique stimule la
production d’éthyléne inhibant ainsi 1’allongement des racines, la formation des poils
absorbants et la croissance des racines latérales (Glick et al., 1998 ; Wu et al., 2020). De

méme certains endophytes fongiques réduisent I’influence régulée par le stress chez les

12
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plantes par réaction enzymatique dans 1’hydrolyse de I’ACC et par la suite réduire le stress de

production d’éthyléne par les plantes (Santoyo et al., 2016).
1-1-3-6 : Elimination des micro-organismes pathogénes :

La protection des plantes contre les agents pathogenes peut étre obtenue directement
par interaction antagoniste et induction de la résistance de 1’hote, ou indirectement par la
suppression des agents phytopathogénes et en améliorant la croissance des plantes par divers
mécanismes (Orozoco-Mosqueda et al., 2018). Ces mécanismes incluent la capacité¢ des
endophytes a sécréter des métabolites antimicrobiens, des enzymes dégradant les parois
cellulaires microbienne et du cyanure d’hydrogeéne qui réprime la croissance des agents
pathogeénes microbiens (Adeleke et Babalola, 2020). La production d’antibiotiques, des
sidérophores et des enzymes extracellulaires déterminent I’efficience du mycoendophyte en
biocontrole (Ye et al., 2019). Aspergillus terreus et Penicillium citrinum ont montré une
amélioration de la croissance et du rendement du tournesol et une bonne performance globale
contre le développement du Sclerotium rolfsii chez 1’espece végétale (Potshangban et al.,

2017).
1-1-3-7 : Résistance au stress abiotique :

Il est intéressant de noter que la tolérance au stress conférée par certains
endophytes implique des adaptations fongiques a 1’habitat. Curvularia protuberata est un
endophyte dominant chez Dichanthelium lanuginosum (Poaceae) dans les sols géothermiques
du parc national de yellowstone (Etats unis). Ce champignon confére une tolérance a la
chaleur a la plante hote, alors que ni lui ni la plante ne peuvent survivre séparément lorsqu’ils
sont exposés a un stress thermique ou une température supérieure a 38°C (Redman et al.,
2002). Une ¢étude comparative des isolats de C. protuberata provenant de plantes
géothermiques et non géothermiques a révélé que sa capacité a conférer la tolérance a la
chaleur était spécifique aux isolats provenant des plantes vivant dans les conditions
géothermiques. Il en ressort que D’aptitude a conférer la tolérance a la chaleur est un

phénomene adapté a 1’habitat (Rodriguez et al., 2008).

Un autre exemple d’adaptation fongique propre a I’habitat concerne une graminée des
dunes (Leymus mollis) abondante sur les plages cdtieres de puget sound (Seattle, Etats Unis).

Cette espece est colonisée naturellement par Fusarium culmorum qui lui confére une

13
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tolérance au sel malgré son incapacité a survivre dans les habitats cotiers sans I’endophyte
adapté a I’habitat. Une évaluation comparative des isolats de F. culmorum de L. mollis et
d’une plante non cotiére a révélé que la capacité de conférer une tolérance au sel était
spécifique aux isolats des plantes cotieres, ce qui indique que la tolérance au sel est aussi un

phénomene adapté a I’habitat (Rodriguez e al., 2008).

Curvularia protuberata qui supporte a 1’état isolé une température de 40°C, arrive a
supporter plus de 65°C en étant endophyte. Encore Fusarium culmorum pour qui le
développement est limité en conditions de forte salinité a I’état isolé, arrive a tolérer 1’eau de
mer (300-500 mM NaCl) en étant endophyte. De cela on peut conclure que le champignon
fuit les stress abiotiques grace a I’endophytisme (Rodriguez et al., 2009).

Des isolats de C. protuberata, F. culmorum et C. magna favorisent davantage
I’adaptation spécifique des habitats des endophytes. Ces tolérances de stress, sont conformes
aux dynamiques évolutives qui doivent se produire dans les différents habitats. Les
champignons endophytes s’adaptant de ce fait au stress propre a 1’habitat et procurent ainsi
une tolérance a la plante qui les héberge (Rodriguez et Redman, 2008). Cette adaptation
spécifique a I’habitat est défini a travers le concept de symbiose HA (Habitat-Adapted) qui
soutient 1’hypothése que la plante et ’endophyte établissent une interaction de symbiose
permettant a la plante de survivre dans des habitats de conditions extrémes tels que les
environnements pollués ou sol contaminé par les métaux lourds (Rostami et Azhdarpoor,
2019 ; Peter et al., 2011) (Tableau), Tableau :quelques exemples d’endophytes fongiques qui
conférent aux plantes la résistance aux stress abiotiques (Singh et al., 2011)(Tableau 3) .

Tableau 3: Quelques exemples d’endophytes fongiques qui conférent aux plantes la
résistance au stress abiotiques selon Singh et al. (2011) actualisé.

Endophytes fongiques Stress Plantes hotes Références
abiotique
Tichoderma sp. Salinité Theobroma cacao Chipa et Desshmukh (2019)

Hordeum vulgare
Brassica rapa

Subsp. Pekinensis

Paecilomyces formonsus Chaleur Oryza sativa subsp. Wagqas et al. (2015)

LWLI Japonica
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Fusarium culmorum (Fc18) Sécheresse Leymusmollis Oryza sativa Rodriguez et al. (2008)
Lycopersicum esculentum
Fusarium sp., Alternaria sp. Sécheresse Capsicum annum Khan et al. (2014)
Penicillium brevicompactum Sécheresse Hordeum vulgare Chipa et Deshmukh (2019)
Piriformospora indica Sécheresse Brassica rapa subs .Pekinensis | Sun et al. (2010)
Penicillium roqueforti Thom Métaux lourds | Triticum Ikram et al. (2018)
Exophiala pisciphila M¢étaux lourds | Zea mays Wang et al. (2016)
Acrocalymma vagum Me¢étaux lourds | Nicotiana tabacum Jin et al. (2017)

1-1-3-8 : Production des composés organiques volatiles :

Les champignons endophytes produisent divers mélanges de composés a base de carbone
en phase gazeuse appelés les composés organiques volatiles (COVs) qui en raison de leur
petite taille sont capables de diffuser a travers I’atmosphere et les sols. 250 COV fongiques
ont été découverts dont beaucoup ont des odeurs caractéristiques et sont produits au cours du
métabolisme primaire et secondaire. Les COVs fongiques peuvent contribuer dans le succes

de certaines especes en lutte biologique tel que Trichoderma spp.

Les COVs jouent également un role de signalisation importante pour les champignons
dans leur milieu naturel. Plusieurs interactions écologiques sont médiées par les COVs, y
compris entre les champignons et les plantes, les arthropodes, les bactéries, les champignons

et autres organismes (Morath et al., 2012).

Les diverses fonctions des COV fongiques peuvent étre développé pour des applications
biotechnologiques dans la production des biocarburants, la lutte biologique, et
mycofumigation. Les composés volatiles dérivés des voies métaboliques primaires et
secondaires représentent une nouvelle frontiere dans la bioprospection (Derkaoui, 2015). En
raison de leur diffusion a travers l'atmosphere et le sol, les COVs sont idéaux en Info-

chimiques.
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1-2-Les domaines d’application des champignons endophytes :

Les champignons endophytes ont une large application dans différents domaines. Ils ont
le potentiel de produire de nombreux composés bioactifs. Les métabolites secondaires
produits par les champignons endophytes ont la capacit¢ d’agir comme agent de lutte
biologique. Les champignons endophytes isolés des plantes médicinales seraient une source
prometteuse en industries pharmaceutiques (Sudha et al., 2016). Parmi ces domaines on

citera :

1-2-1-Biomédecine et en pharmaceutique :

Les champignons endophytes sont a 1’origine d’un grand nombre de métabolites
secondaires trés vari€es structurellement, comprenant les terpénoides, alcaloides, quinones,
xanthones, peptides, stéroides, flavonoides et composés phénoliques ainsi que des
nanoparticules (Alurappa et al., 2018). Ces différentes molécules possédent des activités
biologiques trés variées comprenant [’activité antibactérienne, antifongique, antivirale,

anticancéreuse, antioxydante, antidiabétique, etc. (Sharma et al., 2019).

1-2-2-L’énergie et les biocatalyseurs :

Les problémes environnementaux causés par I’émission de gaz a effet de serre due aux
combustibles ont créé un besoin de nouvelles sources d’énergie alternatives et durables.
Récemment, de nombreux champignons endophytes ont ét¢ découverts comme producteurs
de composés organiques volatiles principalement des hydrocarbures et autres composés
oxygénés qui peuvent étre une bonne alternative aux composés fossiles (Yan et al., 2018).
Cette capacité a été attribuée selon Wu et al. (2017) au pouvoir des champignons endophytes
en tant que symbiote de plantes a synthétiser des enzymes lignocellulytiques permettant la

conversion de la lignocellulose en mycodiesel.

1-2-3-Bioremédiation :

L’utilisation des champignons endophytes dans 1’élimination des polluants ne cesse de
prendre de 1’ampleur car ils peuvent accélérer le processus de phytoremédiation établi par
leurs plantes hotes comme il a été démontré par Soleiman et al. (2010) ou les deux plantes
Festica arundinacea et Festuca protensis inoculées par Neotyphodium coenophialum et

Neotyphodium unicinatum respectivement avaient une plus grande production de biomasse et
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une plus grande accumulation de cadmium dans leurs racines et pousses par rapport aux
plantes non infectées. Ils peuvent également dégrader ou accumuler eux-mémes différents
polluants toxiques tels que les hydrocarbures, les biphényles polychlorés (BCP), les
hydrocarbures polyaromatiques, les radionucléides et les métaux lourds indépendamment de

leurs plantes hotes (Yan et al., 2018).

1-2-4-L’agriculture :

L’agriculture est la principale activit¢ économique et le moyen de subsistance de
millions de personnes, en particulier dans les pays en développement. Une population
croissante doit étre nourrie par I’augmentation de la production et la productivité des produits

agricoles, et de nouvelles stratégies sont nécessaires.

L’idée que la plupart des microorganismes habitant les plantes sont pathogénes a
contribué au manque d’effort pour comprendre le role des endophytes dans la promotion de la
croissance des plantes et 1’amélioration de leur santé (White et al, 2019). Au cours des
dernicres décennies le développement progressif d’un ensemble de recherches a contribué a
un important progrés dans la compréhension de I’importance et de la fonctionnalité des
endophytes. Elles ont démontré que les endophytes sont courants dans les plantes et qu’ils ont
un effet positif sur le développement et la santé des plantes par la stimulation de la croissance
des plantes, la protection contre le stress biotiques et abiotiques et les ravageurs via la
modulation de la signalisation de I’hormone de croissance et 1’augmentation du rendement
des graines (figure 4) (Waller et al.,2005 ; Rodriguez et al.,2009 ; Compant et al.,2010 ;
Sun et al., 2010 ; Beltran-Garcia et al., 2014 ; Miliute et al., 2015 ; Prieto et al., 2017 ;
Domka et al., 2019).
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1. Potentials of EF in agriculture 2. Advantages of EF technology

* Enhances growth and yield * Reduces carbon footprint

* Imparts tolerance to stresses * Environmentally safe

* Enhances nutrient extraction » Farmer friendly; easy to use technology

S‘% Potential Realization
., ) —

) i i3 B
3. Bottlenecks 4. Way Forward
» Colonization and stability/persistence * Understanding of plant-EF interactions
» Co-existence with native microbiome * Selection of EF-crop combinations
* Toxicity and collateral reactions in plant * Enhance shelf life of EF products
* Regulatory approvals * Development of reliable technologies

Figure 3: Illustration schématique du potentiel et des limites d'application des endophytes en
agriculture Chitnis et al. (2020).

Récemment, 1I’exploration des endophytes et autres microorganismes utiles pour des
applications en agriculture a ét¢ améliorée par I’émergence d’entreprise qui ont pour objectif
principal le développement et la commercialisation de biostimulants végétaux d’origine
endophytique (Ricci ef al., 2019). La lutte intégrée contre les ravageurs en particulier les
entomopathogenes par les endophytes fongiques permet de réduire 1'utilisation de pesticides

chimiques (Berg, 2009).

Les champignons peuvent é&tre utilisés comme produits biologiques dans
l'agriculture. En 2004, le marché mondial du biocontrdle était estimé a environ 558 millions
de dollars américains, et il devrait atteindre 5 milliards de dollars américains en 2020.
L'Amérique latine représente environ 800 millions de dollars américains de ce total (Dunham
et Trimmer, 2020). Le Brésil est le leader mondial dans I'adoption de ces produits, avec un
marché brésilien qui a doublé depuis 2017, atteignant plus de 120 millions de dollars
américains en 2019, et une perspective de croissance encore plus prometteuse en 2020
(MAPA-Ministério da Agricultura, Pecuaria et Abastecimento, 2020). Cependant, il est bien
connu que certains champignons endophytes favorisant la croissance des plantes peuvent
avoir des effets négatifs sur la santé humaine et animale, certains peuvent produire des
mycotoxines qui peuvent nuire a la santé humaine (Chitruis et al., 2020). Par exemple, des
¢tudes ont rapporté qu’Epichloé festucae var. lolii (endophyte des graminées) utilisé¢ dans les

systémes d'exploitation des prairies en Australie, en Nouvelle-Zélande, aux Etats-Unis et dans
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certaines régions d'Amérique du Sud, a produit et accumulé des alcaloides dans les tissus
végétaux. Ces molécules sont toxiques pour certains vertébrés, notamment le bétail (Faeth,
2002 ; Gimenez et al., 2007). Dés alors, des investissements considérables ont été consentis
dans le développement d'un processus de recherche pour la sélection de souches d'endophytes
sans nocivité pour les animaux, efficientes contre les insectes nuisibles et protégent contre les
stress abiotiques_(Lugtenberg et al., 2016). Actuellement, de nouvelles souches d'endophytes
ont été rapidement adoptées par les agriculteurs (Caradus et al., 2013) et on estime qu'elles
contribuent a hauteur d'environ 130 millions de dollars américains par an a 1'économie néo-

z¢élandaise (Johnson et al., 2013).

Ces endophytes sont commercialisés pour améliorer l'agriculture face aux
changements climatiques et sont vendus sous forme de formulations liquides pulvérisées sur
les semences par des entreprises commerciales de traitement des semences. Les champignons
restent dormants sur la graine jusqu'a la germination et établissent une association
symbiotique avec les semis. Les produits comprennent BioEnsure®-Corn et BioEnsure®-
Rice. Ils améliorent le rendement de 25 a 80 % en cas de stress hydrique intense. Les plantes
utilisent également 25 a 50 % d'eau en moins dans des conditions normales ainsi qu'en cas de

faible stress hydrique (Lugtenberg et al., 2016).

Tableau 4: Utilisation des mycoendophytes en agriculture

Mycoendophytes Cultures végétales Référence

Periformospora indica | Chou chinois | Sun et al. (2010)

(Barassica rapa)

Epichloe Coenophila | Festica arundinacea Lata et al. (2018)

2. Caractéristiques de la plante étudiée : le concombre.

2.1. Description Botanique du concombre :
Le concombre (Cucumis sativus L.) est une plante annuelle herbacée appartenant a la famille

des Cucurbitacées. Sa classification est ci-dessous :
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Regne Plantae

Sous-régne | Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Sous-classe| Dilleniidae

Ordre Violales
Famille Cucurbitaceae
Genre Cucumis

Le concombre (figure 5) est une plante potagére rampante, cultivée pour son fruit,
lequel est consommé comme légume. C'est la méme espece qui produit les cornichons. Sa
tige est robuste de 4 angles simples, les feuilles triangulaires ou ovales avec une base
profondément cordée et pétiole de 5 a 15 cm de longueur, les vrilles sont poilues, tandis que
les fleurs males et femelles sont sur la méme plante. Quant aux fruits, elles sont pendantes et
variables en forme et en taille et de chair vert pale et les graines sont plates, blanches de 8 a
10 mm x 3 a 5 mm avec environ 50 graines/g (Tindal, 1983 ; Rogg, 2002 ; Ahmed, 2005).
Les semences sont grosses et gardent longtemps leur vigueur. Elles se conservent entre 5 et 10
ans selon les conditions. La germination est rapide, elle prend entre 3 et 13 jours a des

températures variant de 15 a 35°C (Drainville, 2010).
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Figure 4: Aspect botanique du concombre (anonyme 1)

https://www .techno-science.net/illustration/Definitions/1200px/i/illustration-cucumis-
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2. 2. Cycle biologique de la culture :

Le semis se fait au printemps. Dés le 3¢me ou 4¢me ncoeud a Iaisselle des feuilles, les
fleurs males éclosent successivement en petites inflorescences contractées tandis que les
fleurs femelles reconnaissables par leur long ovaire prennent naissance isolée ou par 2 fleurs

hermaphrodites.

Les principaux agents pollinisateurs sont les abeilles qui doivent étre suffisamment
présentes pour que les fruits se développent correctement. Une pollinisation médiocre donne

lieu a des fruits déformés ou courbés.

Le développement du fruit est rapide, 1 a 2 semaines apres la floraison, en fonction du
génotype jours, Par ailleurs, il existe une forte compétition entre la croissance végétative et le
développement des fruits. Une surcharge des fruits pouvant entrainer des nécroses
radiculaires.  Dés le 3™ mois aprés le semis, on récolte les concombres tous les deux ou
trois jours généralement avant leur maturité physiologique afin de prolonger leur cycle de vie

lors de leur commercialisation.
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2-3 : Importance de la culture de concombre dans le monde et en Algérie :

Le concombre est connu pour ses fruits comestibles, riches en nutriments, faibles en
calories et une excellente source de fibres nécessaires pour un systeme digestif sain (Kroll,
2010). Les fruits de concombre contiennent 0.6g de protéines, 2.6g de glucides, 0.18mg Ca,
0.2mg de Fe, 0.02 mg de thiamine, 0.02 mg de riboflavine, 0.01 mg de niacine et 10mg de
vitamine C pour 100 g de portion comestible (Hossain et al., 2010).

Le concombre est consommé cru en salade, cuit farci ou en conserve au vinaigre (Kroll,
2010). 11 a été découvert a I’état sauvage a la base de I’Himalaya et cultivé depuis de 3000 ans
en Inde, pour ensuite étre introduit en Amérique par Christophe Colomb (de Candolle ,1883 ;
Abu-Reidah et al., 2012). Mondialement, 74975625 tonnes de concombre et cornichons sont

produites chaque année (FAO ,2014).

En Algérie occupe une part importante parmi les aliments les plus consommables dont
la surface totale réservée a la culture uniquement pour 1’année 2016 est de 1’ordre de 4061 ha
avec une production totale de 139587,13 t calculées sur la base d’un rendement moyen de
343.726 gx/ha (FAO stat 2016). La production de concombre (Tipaza, Boumerdes ...) est de

115 000 tonnes, dont 40%sous serres.

Au Canada, 180194 tonnes de concombres de serre sont produites annuellement,
représentant une valeur a la ferme de 308 199 000$ (Agriculture et Agroalimentaire Canada,
2016). Les Canadiens consomment en moyenne 3.2 kg de concombre/personne annuellement

(MAPAQ, 2016).

2-4-Les symbioses du concombre avec les endophytes :

Plusieurs auteurs ont souligné l'importance de la colonisation du tissu végétal du
concombre par des champignons et des bactéries. Les bactéries résident dans les tissus
internes de la plante sans causer de maladies et favorisent ainsi sa croissance grace a diverses
fonctions, telles que la libération de certains produits chimiques, la production de biomasse et
les mécanismes d'activation et de disponibilité (Hardium ez al., 2015 ; Santoyo et al., 2016).
Des ¢études ont rapporté que les endophytes suppriment les maladies (Malfonova et al., 2013 ;
Sun et al., 2013) et améliorent la croissance des plantes de concombre (Ozaktan et al.,
2013). Selon Brois et al. (2012), les graines et les racines du concombre sont colonisées par

une communauté bactérienne composée de 26% de Pseudomonadaceae, 1,9% de
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Xanthomonadaceae, 1,4% de Flavobacteriaceae, 3,2% de Paenibacillaceae, 1,1% de
phylobacteriaceae, 2,3% de Rhizobaceae, 3,5% de Sphinogomonadaceae, 4,7% de
Comamondaceae, 40,3% de Oxalobacteraceae, 1% de Methylophilaceae, 2,2% de

Enterobacteriaceae et 1% de Moraxellaceae.

Parmi ces microorganismes, les champignons mycorhiziens arbusculaires sont des agents
promoteurs de biocontrole du concombre contre Pythium (Rosendahl et Rosendahl, 1990),
Fusarium oxysporium (Dehne et Schonbeck, 1979 ; Hao et al., 2005) et Rhizoctonia solani
(Chandanie Kubota et Hyakumachi, 2009). Ils peuvent également &tre des biofertilisants
potentiels dans la production du concombre (Ravanskov et Hassen, 2005). D'autre part,
l'inoculation de Glomus versiforme et G. mosseae améliore la croissance du concombre et sa

résistance contre la maladie (en cas d'infection par F.oxysporium) (Changxian et al., 2012).

Les champignons endophytes (tableau S) constituent aussi une partie importante de
I’endosphére du concombre (Arnold, 2008 ; Richardson ez al., 2009). Ces endophytes ont
été principalement signalés pour leur capacité a améliorer la croissance de 1’espece (Schulz et
Boyle, 2005). Les mycoendophytes Phoma glomerata LWL2 et penicillium sp. LWL3
augmentent la biomasse végétale du concombre dans des conditions de stress hydrique et
améliorent I’assimilation des éléments nutritifs essentiels dans des conditions du stress salin
(Wagqas et al., 2012). De la méme manicere, Paecilomyces formosus LHL10 améliore la
croissance et la tolérance du concombre a la salinité par 1’accumulation de proline et des
antioxydants (Khan et al., 2012). Le développement de l'association endophytique dans les
racines du concombre modifie des aspects clés de la biophysique végétale en influencant la
composition des nutriments minéraux dans les tissus, I'équilibre hormonal de la plante, la
composition chimique des exsudats racinaires, la structure physique du sol et la protection de

I'hote contre les stress biotiques et abiotiques.
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Tableau 5: Quelques activités PGP des mycoendophytes associés au concombre.

Mycoendophytes Activité PGP Référence

-Chaetomium globosum ND35 | Production gibberllins/AIA Khan et Hamayun. (2012).

-Chaetomium Lech 1001 Production I’acide abscissique Yan et al. (2011).

Cladosporium sp. Production gibbérellines Hamayun et al. (2010).

-Penicillium sp. Production d’acide jasmonique/ | Waqas ef al. (2012).
gibbérellines /AIA .

-Paecilomyces formosus -Production des gibbérellines Khan et al. (2012).

-Phoma glomerata -Production AIA/ gibbérellines | Waqas et al. (2012).
/acide jasmonique

-Aspergillus fimugatus sp. -Production gibbérellines Khan et Hamayun. (201).

-Paecilomyces varrotii LHL -Production AIA. Khan et al. (2012).

2-5 : Conditions climatiques et tolérance au stress :

Le concombre a besoin d’un sol riche et chaud, bien drainé avec une bonne structure et
une grande capacité de rétention d’eau tandis que la température idéale de germination est de
25°C a 30°C et la levée se fait en trois ou quatre jours par la suite, on garde la température 22

°C le jour et a 18 °C la nuit (Drainville, 2010).

Le concombre réclame pas mal d’eau mais pas au point de I’asphyxie racinaire, alors
qu’une faible humidité relative génére une forte évaporation de la plante en raison de large
superficie foliaire, cependant, le sol doit étre fertile, bien drainé, avec un pH de 6.0-7.0. En

Afrique tropicale, des altitudes jusqu’a 2000 m semblent convenir a la culture du concombre.
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2-6 : Les maladies et les problémes de la culture du concombre :

Les stress abiotiques tells les pluies, la sécheresse, les fraicheurs et les chaleurs humides
affectent le concombre alors que les sélectionneurs offrent parfois des variétés résistantes

(Kroll, 2010).

De trés nombreuses maladies et ravageurs peuvent affecter le concombre a tous les
stades de son développement et donner lieu a de graves dégats et nécessitent un arrachage
précoce dont les nématodes et les maladies fongiques (figure a-b): La Fusariose (Fusarium),
le mildiou (Pseudoperospora cubensis), I’oidium (Erysiphe cichoracearum et Sphaerotheca
fuliginea), 1’anthracnose (Colletotrichum lagenarium), la maladie des taches foliaires
(Corynespora cassiicola) et pourriture noire (Didymella bryoniae), ainsi que la maladie
bactérienne des taches anguleuses graisseuses (Pseudomonas lachrymans). L’anthracnose

cause aussi des symptomes sur les fruits.

Premiéres taches d'Oidium sur feuille de concombre Tdches provoquées par le mildiou

Figure S: a/Premicre taches d’Oidium sur feuille de concombre -b / Tache provoquées par
le mildiou
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1-Matériel biologique

Les isolats fongiques proviennent du laboratoire de biologie des microorganismes et
biotechnologie d’Oran, ils ont été isolés a partir des racines d’halophytes par Benlatreche

(2021) sous la direction du Dr Sidhoum.

Les graines de concombre proviennent d’une ferme agricole située a Ouled Maallah (W.
de Mostaganem). Notre choix a porté sur le concombre car sa culture est limitée en Algérie en

raison de sa sensibilité au stress salin.

Le présent travail a pour objectif de mettre en évidence I’effet de 04 champignons
endophytes sur la croissance du concombre In vivo et par quelques tests ‘PGPF’ In vitro

(Solubilisation du Zn, antagonisme et production HCN)).

2. Méthodes

2.1. Confirmation de la pureté des isolats fongiques :

En utilisant la technique de la culture monosporale (Booth, 1971), il est possible
d'obtenir une culture pure des spores fongiques par étalement. Pour ce faire, un explant est
prélevé a partir de la périphérie de la boite contenant 1'isolat fongique, puis introduit dans un
tube contenant 9 ml d'eau distillée stérile. Apres agitation, une suspension sporale est obtenue,
puis des dilutions sont réalisées a partir de cette suspension de fagon a obtenir une
concentration de micro-conidies d’environ 100/mL ajustée a I’aide de la cellule de Malassez
(Si Mohammed, 2010). A partir de la dilution appropriée, 100 pl sont prélevés et étalés a
l'aide d'un rateau sur le milieu PDA (Potato Dextrose Agar). Le tout est ensuite incubé a une
température de 25°C. Une fois des thalles issus de germination a partir des microconidies sont
formés, ils doivent €tre identiques entre eux et identiques a la culture meére, ils sont ensuite
transplantés séparément dans de nouvelles boites. Le comportement de la nouvelle culture
(croissance, aspect du mycelium et pigmentation) doit étre identique a celui de la culture

mere.

2-2-Caractérisation morphologique des souches endophytes :
L'identification des champignons repose sur des critéres macroscopiques et
microscopiques. Les critéres macroscopiques incluent 1'observation des colonies, la vitesse de

croissance mesurée en fonction du diamétre des colonies, leur texture (veloutée, laineuse,
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poudreuse), leur couleur a l'endroit et a l'envers, leur aspect (filamenteux, collant), leur
transparence (opaque, translucide), leur contour et pigmentation diffusible dans le milieu, la

présence ou absence d’exsudats.

Les caractéristiques microscopiques comprennent l'aspect morphologique des
différentes structures des champignons : le type de thalle (septé ou non), la forme des spores,
la couleur des hyphes (foncées ou claires), 1'origine des spores (endogéne ou exogene), la
taille et la forme des fructifications, et le mécanisme de production des spores, la forme des
tétes (en forme de pinceau, aspergillaire) (Aouti et Chebil, 2018). La caractérisation
microscopique des champignons est réalisée en prélevant un fragment de colonie fongique et
en l'é¢talant entre une lame et une lamelle dans une goutte de bleu coton au lactophénol

(0.1%).

Ces critéres macroscopiques et microscopiques sont comparés a des clés d'identification,
telles que celles de Pitt et Hocking (1985) et Botton et al. (1999), (Chabasse et al., 2002) et
Dufresne (2013).

2-3-Etude de la croissance des isolats fongiques sur différents milieux de culture :

Pour déterminer le milieu de culture optimal selon les exigences nutritionnelles de
chaque isolat fongique, des implants de 6mm de diametre sont cultivés a 25°C sur différents
milieux de culture : PDA, pois chiche, Sabouraud, YEA (Yeast Extract Agar) et MEA (Malt
extract agar). Les compositions respectives de ces milieux sont présentées en annexe 1. La
comparaison entre les isolats cultivés sur différents milieux s’est effectuée sur la base de leurs

caractéres culturaux et de leurs vitesses de croissance.

La croissance radiale est évaluée chaque deux jours par la mesure de deux diamétres
perpendiculaires de chaque colonie pendant 15 jours. La vitesse de croissance est calculée

selon la formule Meletiadis et al. (2001) :

D(t2)-D(t1)

V (em/j)= e

D : Diamétre des colonies et t : temps en jours.
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2-4- Tests de caractérisation de I’effet PGPF (Plant growth promoting

fungi) In vitro des mycoendophytes :
2-4- 1-Test d’antagonisme :

L’effet d’antagonisme des mycoendophytes a été testé In vitro sur le champignon
ascomycete phytopathogéne qui cause la verticilliose de I’olivier Verticillium dahliae. Le
champignon phytopathogene appartient a la collection du laboratoire de Biologie des
microorganismes et Biotechnologie de 1’'université d’Oranl. Il a été gracieusement fourni par

Dr Saad D.

Le criblage est réalisé par la technique de double culture (confrontation directe) décrite par
Orole et Adejumo (2009) et Srividya ez al. (2012). L’activité antifongique est réalisée sur
milieu PDA en plagant deux implants de 6 mm de diamétre provenant des cultures jeunes des
deux champignons (5 a 7 jours de culture) a une distance d'environ 6 cm 1'un de 'autre. Les
boites sont incubées a 25°C pendant 7 jours. Le pourcentage de réduction de la croissance

radiale du champignon phytopathogéne est calculé selon Worth (2002) comme suit :
Pourcentage d’inhibition= [(A—B) /A] x100
Ou I’A : Le rayon du champignon pathogéne dans la boite controle.

Etle B : Le rayon du champignon pathogéne dans la double culture.
2-4-2-Test de production du cyanure d'hydrogéne HCN :

La capacité de production de 1’acide cyanhydrique HCN par les mycendophytes est
¢tudiée selon la méthode de Bakker et Schippers (1987). Pour ce faire, chaque isolat issu de
culture jeune est repiqué sur du milieu PDA additionné de glycine (4.4g/L). Du papier filtre
de méme diametre que les couvercles des boites de Pétri est imprégné d'une solution jaune de
picrate de sodium (0,5% d'acide picrique et 2% carbonate de sodium) et est déposé dans les
couvercles. Les boites sont scellées et incubées a 25°C. Un changement de couleur du papier

filtre de jaune a brun indique la synthése d'HCN selon la réaction suivante :
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C'OOH COOH
HaN - CH HN:é H-C=N CcO,
r v
Glyaine Imino Acetic Acid Hydrogen Cyamde

2-4-3-Test de solubilisation du zinc :

La solubilisation du zinc par les mycoendophytes est réalisée sur le milieu Bunt et
Rovira BR contenant de 1’oxyde du zinc a 0.1% (annexe 1), puis incubées a 25°C pendant
environ deux semaines conformément a la méthode décrite par Bhatt et Maheshwari (2019).
Les isolats fongiques présentant une zone de solubilisation ont été sélectionnés pour évaluer
leur capacité a solubiliser le zinc en calculant leur efficacité de solubilisation (ES) par la

formule suivante (Sadiq et al., 2014 ; Sharma et al., 2014).

Diameétre de solubilisation+ diametre de croissance
ES = x 100

Diametre de croissance

2.5- Etude de ’effet In vivo des mycoendophytes sur la croissance des plants

de concombre :

2.5.1-La désinfection des graines du concombre :

Tout d'abord, les graines de concombre ont subi un prétraitement, elles sont trempées dans
de I'eau de robinet pendant 3 heures, puis dans une solution d'hypochlorite de sodium a 5%
sous agitation constante pendant 45 minutes pour les désinfecter et éliminer toute présence de
germes et rincées a I’eau distillée stérile les graines sont ensuite rincées a l'eau distillée stérile
pour ¢éliminer toute trace résiduelle du désinfectant. Les étapes de désinfection et ringage ont
¢été refaits en conditions aseptiques pour éviter la contamination par les microorganismes de
I’air. Elles ont ensuite été transférées dans une boite de Pétri contenant du papier filtre stérile
et séchées pendant 10 a 15 minutes pour étre aseptiquement déposées sur le milieu de culture

PDA et incubées a 25°C jusqu’a obtention de plantules a deux feuilles.
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2.5. 2. Production d’inoculum fongique :

La préparation de I’inoculum est réalisée selon la méthode de Rouhani (1979) et
Bellahcene (2004) a partir de culture agée de 15 a 20 jours qui est une période suffisante pour

une bonne sporulation (Figure 7).

La surface des colonies est d’abord inondée par 10mL d’eau distillée stérile. La
suspension myc¢lienne est réalisée en raclant la surface a l'aide d'un étaloir, elle est ensuite
récupérée, soumis a l'action de vortex pendant 3 & 5 minutes pour détacher les conidies du
mycélium puis filtrée pour €éliminer les débris mycéliens. La suspension sporale ainsi obtenue

est ajustée 4 3x10” conidies/mL 4 l'aide de la cellule de Malassez.

Figure 6: les ¢tapes de préparation de la suspension sporale. A. le raclage de la colonie ; B.
récupération de la suspension mycélienne ; C : mélange de la suspension.

2.5.3-Préparation du substrat de culture :

Le substrat de culture utilisé est constitué¢ d'un mélange de sable de riviére et de terreau

(2V : V), qui ont été désinfectés par autoclavage 03 fois successif a 120°C pendant 20 min.

Le gravier est utilis¢é pour faciliter le drainage de l'eau d'arrosage des cultures de
plantes. Il a été lavé plusieurs fois a I'eau du robinet, séché a l'air et stérilisé au four pasteur

pendant une heure a 180°C.

-Pour confirmer que le sable est inerte et n’influence pas négativement sur la culture de
concombre, le pH et la conductivité ont été mesurés a I’aide de pH-métre et conductimétre.

Les résultats ont montré que le sable est neutre (pH=7.13) et non sal¢ (CE=0.288 mS/cm)

(figure 8).
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Figure 7: Le pH et conductivité du sable de riviere utilisé pour la culture

2.5.4- Méthode d’inoculation :

Les plantules de concombre sont inoculées par trempage des racines dans la suspension
sporale comme décrit par Rumualde (1992) et Bellahcene (2004). Les racines jeunes
plantules agées de 15 jours sont trempées durant 3h puis dans 20 mL de la suspension sporale
(inoculum) fraichement préparée et plantées dans des pots en maticere plastique tapissés de
gravier et emplies de 200mL de substrat. Les racines des plants témoins sont trempées dans de

I’eau distillée stérile.

Nous avons préparé pour chaque traitement 7 pots de plantules. Tous les plants sont
¢levés en serre non climatisée et arrosés périodiquement a 1’eau de robinet. Lorsque les plants
ont atteint le stade de 4 feuilles, ils sont arrosés une fois par semaine avec la solution nutritive

de Hoagland et Arnon (1950) (annexe 1).

2-6 : Estimation de la croissance végétale :
Afin d'évaluer 1'impact de I'inoculation des champignons endophytes sur la biostimulation de
la croissance du concombre, nous avons mesuré les parametres de croissance liés au

développement de la partie aérienne et de la partie racinaire.
-La longueur de la partie aérienne

La mesure de la longueur de la partie aérienne des plants a été effectuée en utilisant un double
décimetre, en prenant comme référence le collet et en allant jusqu'a l'extrémité apicale de

chaque plant (figure 9).
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-La longueur de la partie racinaire

Nous avons mesuré la longueur du systéme racinaire en prenant en compte la distance entre

I'extrémité inférieure du collet et la fin de la racine principale.

Figure 8 :Mesure des paramétres de croissance végétale.

-Le poids frais et sec de la partie aérienne racinaire

Toutes les plantes ont été¢ coupées au niveau de collet et pesées immédiatement pour éviter les
pertes en eau. Une fois le poids frais des deux parties est noté, les fragments sont mis a 1’étuve
pour évaluer le poids sec des deux parties, aérienne et racinaire a une température de 60°C

jusqu’a stabilisation du poids sec (Vile et al., 2005).

2.7-Dosage de la chlorophylle :

La méthode de Holden (1965) a été¢ employée pour extraire la chlorophylle. Pour cela,
nous avons prélevé 50 mg de feuilles que nous avons découpé en petits morceaux, puis broyé
avec Sml d'acétone a 80% a froid. Apres une centrifugation pendant 15 min a 4000 tours par
min, le surnageant est récupéré pour mesurer la quantité de chlorophylle a l'aide d'un
spectrophotomeétre. Les mesures ont été effectuées a trois longueurs d'ondes, soit 470, 645 et

663 nm.
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-Les teneurs en pigments, exprimées en mg/g de matiere fraiche, sont calculées selon les
équations suivantes :
Chlorophylle total = (18,72*A663) ;
Chlorophylle a = (12,25%A663) -(2,798*A646) ;
Chlorophylle b = (21,5%A646) -(5,1*A663) ;

2-8- Mise en évidence de I’infection fongique racinaire des plantes par les

champignons endophytes testés :
2.8.1. Par ré-isolement sur milieu de culture :

A la fin de I'expérience, nous avons jugé nécessaire d'évaluer le taux de colonisation des
racines et des feuilles par les endophytes fongiques. Tout d'abord, les tissus végétaux ont été
rincés a l'eau du robinet pour €liminer le sol adhérent, ensuite, désinfectés selon le protocole

de Gallo et al. (2008) résumé dans le tableau ci-dessous :

Tableau 6 : Les étapes de désinfection des fragments racinaires et foliaires

Traitement 1 Traitement 2 | Traitement 3 | Rincage Séchage

Ethanol 70 %, Imin | Eau de javel | Ethanol 70 | Eau distillée | Papier filtre
6%, 10 min | %, lmin stérile (3 | stérile

fois 1min)

Les racines et les feuilles sont ensuite coupés en fragments d'environ Icm et placés sur
du milieu PDA additionné d’antibiotiques (80mg/L) (Johannson et al., 1982) a raison de dix
fragments par boite de Pétri et mis en incubation a 25°C. La colonisation racinaire est évaluée
quotidiennement pendant 10 jours afin de déterminer le taux de colonisation (TC), selon la

formule suivante décrite par Petrini et al. (1992).

Taux de colonisation TC (%) = (Nombre de fragments colonisés/Nombre total de

fragments utilisés) x 100
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2.8.2- Par la méthode de Phillips et Hayman (1970) :

Afin d'effectuer des observations microscopiques des endophytes présents dans les
racines du concombre, il est nécessaire de les colorer. La méthode de coloration consiste a
vider les racines de leurs organites pour ensuite ne colorer que le mycélium fongique intra-
racinaire. Cette technique de coloration a été développée par Phillips et Hayman (1970). Tout
d'abord, les racines ont ét¢ découpées en segments d'environ 1 cm, puis mises dans un tube
contenant une solution de KOH (hydroxyde de potassium) a 10% et chauffées dans un bain-
marie a 90°C pendant 1 heure. Cette étape permet de vider les cellules racinaires par osmose.
Ensuite, les racines ont été traitées dans une solution a 1’acide lactique (10%) pendant 10 min
et colorées dans du bleu de trypan a 0,1% au lactophénol pendant 1 h a 90°C. Enfin, une
observation microscopique a été effectuée sur les racines placées entre une lame et une

lamelle, avec une goutte de lactoglycérol (acide lactique et glycérol V : V).

Figure 9: Les étapes de traitement des racines par la coloration de Phillips et Hayman (1970)
(In Bouattou, 2021)
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Résultats et Discussion

1. Confirmation de la pureté des especes fongiques
La culture monosporale a permis de vérifier la pureté des souches fongiques. Les thalles

obtenus a partir de la germination des conidies sont identiques entre eux et les cultures

obtenues sont identiques aux cultures meres (Planche 01).
2. Caractérisation morphologique des mycoendophytes

2.1. Les caractéristiques culturales des mycoendophytes
L’étude macroscopique des mycoendophytes est réalisée sur le milieu PDA. Les espéces ont

montré des aspects culturaux différents (planche 02). La description est dans le tableau 7.

2.2-Aspects microscopiques des espéces fongiques
Les observations microscopiques ont révélé que la totalité des myco-endopytes sont a

mycéliums septés, certains ont des conidiophores et un est stérile (planche 3).

Les conidies de la souche ESGI1 se présentent sous forme de chaines non ramifiées, elles
apparaissent comme un corpuscule rond ou ovale et peut étre libre ou associé en chapelets.
Les conidies forment des chaines en forme de perles. La description de cette espece se

rapproche de celle du genre "Torula".

ESA2: L'identification précise peut éEtre réalisée par examen microscopique des
caractéristiques de la téte aspergillaire, qui présente une disposition bisériée des vésicules
sphériques et un mycélium septé. Les conidies sont petites et globuleuses. L'ensemble de la
vésicule, des phialides et des conidies constitue la téte aspergillaire qui est caractéristique du

genre "Aspergillus" (Chabasse et al., 2002).

ESJ1 : En ce qui concerne l'aspect microscopique, elle est caractérisée par la présence de
dictyospores, qui sont des conidies piriformes de grande taille, brunatre, et compartimentées
par des cloisons transversales, obliques et longitudinales en nombre variable, formant une
massue ou une raquette. Leur extrémité est constituée d'une partie rétrécie plus ou moins

longue appelée "bec". Ces spores caractérisent le genre Alternaria.

ESF2 : Se présente sous forme de mycélium stérile dont la sporulation n’a pas été observée.

Ce qui rend difficile son identification.
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3. Etude de la croissance des espéces fongiques sur différent milieux de

culture
L’étude est réalisée sur cinq milieux différents : PDA, sabouraud (SAB), pois chiche

(PCH), gélose a I’extrait de malt (MEA) et gélose a I’extrait de levure (YEA). Nous avons
remarqué que les espéces montrent des aspects différents lorsqu’elles sont cultivées sur un
autre milieu. En outre, certains milieux favorisent la sporulation et d’autre la production de

pigments. Cette variation de couleur et d’aspect est résumée dans le tableau ci-dessous.

Tableau 7: Description des caractéristiques macroscopiques des espécess mycoendophytes

Espéces | Milieux Aspect macroscopique

ESG1 PDA -Colonies plates, lisses, avec un mycélium aérien d’aspect feutré de couleur
noir foncé vers le centre et grisatres en marges de la boite. La couleur est

grise au verso.

Sabouraud | -Mémes aspect sur le milieu PDA mais la couleur est grise olivatre au

Verso.
Pois -Mémes aspect sur le milieu Sabouraud.
Chiche
MEA -Mémes aspect sur le milieu PDA.
YEA -Colonies en forme d’orbites graduées noires, blanches et grisatre. La
couleur au verso est blanche.
ESA2 PDA Colonies de taille différente de couleur blanche aprés jaune et d’aspect

duveteux et granuleux.

Sabouraud | -Mémes caractéristique sur milieu PDA mais 1’aspect granuleux est faible.

Pois -Des colonies blanches aprés jaunes formant un tapis granuleux sur toute la
Chiche surface de la boite.
MEA -Des colonies rondes, granuleuses, de tailles différentes dispersées sur toute

la boite de couleur blanche aprés beige a jaune claire.

YEA -Colonies bombées crémeuses de couleur blanche au recto et verso avec des

bordures transparentes.
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Sabouraud | -Idem.

Pois
chiche
MEA -Des colonies cotonneuses a bords ondulés de forme de rosette avec couleur
jaunatre au recto et orange au verso.
YEA -Colonies grises de nature collante devenant aprés un certain temps noir au
recto et au verso.
ESF2 PDA - colonie plate transparente au centre, de forme sphérique rappelant une

roue, cotonneuse, blanche au recto et verso puis au vieillissement de la

culture beige et vert brunatre sur la surface de la boite.

Sabouraud | -Des colonies au centre transparent, ondulées, cotonneuses et entre chaque
forme ondulée se trouve une surface séche et transparente. Les colonies sont

blanches puis beiges et finalement vert-brunatres.

Pois -La forme est similaire au milieu de culture PDA ; a I’exception du centre
chiche formant des anneaux.

MEA - Colonies blanches crémeuses au centre et sur toute la boite.

YEA -Colonie transparente, ondulée et au centre blanc.

3.1. Les vitesses de croissance
Nous avons remarqué une bonne croissance pour I’ensemble des especes sur tous les

milieux de culture. Les vitesses de croissance sont calculées durant 10 jours. L’évolution des
vitesses de croissance des champignons endophytes est présentée sous forme de graphiques
(figure 11) en fonction du temps T1, T2, T3 et T4 qui désignent a partir des 1%, 3%, 5™t

7M€ jours respectivement.

Les vitesses maximales de croissance sont atteintes chez 1’espéce ESA a T2 sur les
milieux MEA, PCH et SAB et a T3 sur PDA, montrant ainsi que les milieux MEA et PCH
sont les plus favorables a son développement. Par ailleurs la croissance la plus lente est

observée sur le milieu YEA.

Concernant 1’espéce ESG, la croissance reste lente dans l’ensemble des milieux

dépassant T4, avec un maximum sur les milieux PDA et SAB. La croissance a aussi démarré
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rapidement sur SAB chez ESJ mais n’atteindra sa vitesse maximale qu’a T3 sur les autres
milieux. Par ailleurs, 1’espéce ESF2 croit rapidement sur tous les milieux avec des vitesses
maximales atteintes sur les milieux SAB, MEA et PDA. De I’ensemble des résultats on notera
que ESF2 est I’espece la plus rapide et que le milieu le moins favorable a la croissance de

I’ensemble des espéeces est le milieu YEA.
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Figure 10 : variation de vitesse de croissance des espéces myco-endophytes sur différent
milieux.

4-Résultats de I’antagonisme In-vitro des mycoendophytes vis-a-vis du
champignon phytopathogéne
4-1 Purification et confirmation du champignon phytopathogéne

Verticillium dahliae est un Ascomycete de la famille des Plectosphaerellaceae. Apres
une semaine d'incubation sur milieu PDA, les colonies de V. dahliae présentent un mycélium
dense, blanc et cotonneux qui devient apres 15 jours de culture créme, puis noir trés mélanisé
et compact composé de cellules gonflées aux parois épaisses. La coloration noiratre de la
colonie est due a une production abondante de microsclérotes. Cette description est celle du

morphotype sauvage de Verticillium.
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Les observations microscopiques ont révélé la présence d'hyphes mycéliens bruns septés,
ramifiés et des amas de microsclérotes (figure 12 a). Ils sont formés par 1’agglomération
d’hyphes contigus a aspect bulbeux et parois épaisses et mélanisées (figure 12 b) (Hawke (et
Lazarovits, 1994 ; Pegg et Brady, 2002). Cette description corrobore avec celles de divers
auteurs (Jabnoun-Khiearddine et al., 2010 ; Lola et al., 2011 ; Kumar ef al., 2012) ce qui

confirme I’identité du champignon phytopathogene et sa pureté.

' <

microsclérote

Mycélium

Figure 11 : Aspect microscopique du V. dahliae. A : mycélium brun mélanisé formants des
microsclérotes (Grx400). B : aspect d’un microsclérote (Grx1000).

4-2-Confrontation direct en boite de Pétri

Les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne de la souche phytopathogéne
témoins est plus importante par rapport a celle observée lors des différentes confrontations
(pathogene - antagoniste). La confrontation directe des espéces antagonistes avec V. dahliae a

montré des pourcentages d’inhibition variables d’une espéce a un autre (Planche 05).

Nous avons observé l'apparition d'une zone d'inhibition entre les deux champignons, ce
phénomene étant principalement attribuable a la présence d'une substance antifongique qui
entrave la progression du mycélium des endophytes. En se basant sur ces résultats, nous avons
comparé notre étude a celle de Katagiri er al. (1979) qui démontre que l'espéce de
Verticillium sp. Produit un antibiotique appelé "la verticilline A". Cette substance présente

une activité antimicrobienne contre les bactéries gram+ et les mycobactéries.

5 : Production de cyanure d’hydrogéne (HCN)

Apres 15j de culture aucun virage de couleur du papier n’a été¢ décelé montrant ainsi
que les mycoendophytes ne produisent pas de HCN (Planche 05). Notre résultat contredit
I’é¢tude de Mohamed et al. (2022) qui montre la capacité de production de HCN, AIA et des
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sidérophores chez Aspergillus ababamensis, A.oryzae et A.tubingensis et celle de Dalal

(2014) chez Aspergillus sp. (JDF7).

6 : Solubilisation du Zn

Les trois especes fongiques Aspergillus ESA2, Alternaria ESJ1 et ESF2 ont démontré
une bonne capacité a solubiliser le zinc. Cette solubilisation est mise en évidence par la
présence d'un halo autour de la colonie fongique (voir Planche 4). La variation du diametre du
halo révele une variabilit¢ dans le pouvoir de solubilisation du zinc entre les especes
fongiques testées. En revanche, ’espéce fongique Torula ESGI1 s'est révélée incapable de
solubiliser le zinc. L'indice de solubilisation du zinc pour Aspergillus ESA2 était de 82%,
démontrant un pouvoir de solubilisation supérieur par rapport aux autres souches. En
revanche, les taux de solubilisation d’ESF2 et Alternaria ESJ1 étaient proches, avec des
pourcentages respectifs de 43% et 40%. L'application du test de variance anova a un facteur a

révélé des effets hautement significatifs (voir figure 13).

Figure 12 : Les indices de solubilisation du zinc par les especes. Niveaux de significations de
I’analyse de variance ANOVA a un facteur : ns : non significatif, *: P <0.05, **: P<0.01,
*a%: P<0.001, ****: P<0.0001.

7-L’effet In vivo des myco-endophytes sur la croissance des plantes de concombre

7-1- Estimation de la croissance végétale.

-Apres deux mois de transplantation (Planche 9) il y avait des différences significatives en ce
qui concerne la hauteur, la longueur racinaire, les poids secs et frais des parties aériennes, le
poids frais des parties souterraines, le nombre de feuilles des plants inoculés par rapport aux

plants non inoculés.

7-1-1 : Hauteur de la partie aérienne

Les résultats de la hauteur des parties aériennes des plants de concombre ont montré
que les plants inoculés (ESA2, ESG1, ESF2, ESJ1) sont significativement plus évolués que
les témoins non inoculés (T) (Figure 14). La meilleure hauteur a été enregistrée chez ESGI1,
suivie par Aspergillus ESA2 puis ESF2 et Alternaria avec des valeurs proches (15,96 cm —

15.82 c¢m). Par ailleurs le témoin a enregistré une valeur moyenne de 11,32 cm.
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Figure 13 : Hauteur de la partie aérienne des plants de concombre. Niveaux de significations
de I’analyse de variance ANOVA a un facteur : ns : non significatif, *: P <0.05, **: P<0.01,
*a%: P<0.001, ****: P<0.0001.

7-1-2-La longueur racinaires des plants de concombre

Les souches d’Aspergillus ESA2, Torula ESG1, ESAF2 et Alternaria ESJ1 ont provoqué une
augmentation de la longueur des parties racinaires des plantes par rapport au témoin (voir
Figure 15). En ce qui concerne les parties racinaires, I'espéces fongique Aspergillus ESA2 a
enregistré la meilleure valeur de 18,37 cm, suivi par Torula ESGA avec 16,68 cm, ESF2 avec
une valeur proche de 16,59 cm, et Alternaria ESJ1 avec 13,63 cm. En revanche, le témoin a
enregistré une valeur moyenne de 10,88 cm. Les plantes inoculées par ’espece fongique

Aspergillus ESA2 ont présenté les plus grandes longueurs des parties racinaires.

Figure 14: La longueur des racines des plants de concombre. Niveaux de significations de
I’analyse de variance ANOVA a un facteur : ns : non significatif, *: P <0.05, **: P<0.01,
*a%: P<0.001, ****: P<0.0001.

7-1-3-Le poids frais de la partie aérienne des plants de concombre

Les plants de concombre traités avec la souche fongique Torula ESG1 ont présenté¢ des
valeurs moyennes de poids frais de la partie aérienne plus élevées, suivit par la souche
Aspergillus ESA2, par rapport aux autres traitements et par rapport au témoin, qui affichait un

poids frais inférieurs (voir Figure 16).
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Figure 15: Poids frais des parties aériennes des plants de concombre. Niveaux de
significations de ’analyse de variance ANOV A a un facteur : ns: non significatif, *: P <0.05,
**: P<0.01, ***: P<0.001, ****: P<(0.0001.

7-1-4-Poids frais des parties racinaires

Les résultats des analyses statistiques montrent une augmentation trés hautement
significative des poids frais racinaires des plants de concombre inoculés par les champignons
endophytes par rapport aux témoins. Les meilleurs poids frais de la partie racinaire ont été
enregistrés chez les plantes inoculés par Aspergillus ESA2 suivis par Torula ESG1 (Figure
17)

Figure 16 : Poids frais des racines des plants de concombre. Niveaux de significations de
I’analyse de variance ANOVA a un facteur : ns: non significatif, *: P <0.05, **: P<0.01,
*a%: P<0.001, ****: P<0.0001.

7-1-5-Poids Secs des parties aériennes des plants de concombre

Les résultats obtenus montrent une augmentation trés hautement significative des poids secs
de la partie aérienne des plants de concombre inoculés avec des especes fongiques. Les

meilleurs valeurs moyennes des poids secs ont ét¢ enregistrées par la souche Torula ESG1
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suit par les deux souches ESF2 et Alternaria ESJ1 par contre le témoin a enregistré¢ des

valeurs nettement plus faibles (Figure 18).

Figure 17 : Poids secs des parties aériennes des plants de concombre. Niveaux de
significations de I’analyse de variance ANOV A a un facteur : ns : non significatif, *: P <0.05,
**: P<0.01, ***: P<0.001, ****: P<(0.0001.

7-2-Dosage de la chlorophylle

Les résultats ont montré une augmentation hautement significative des teneurs en
chlorophylle a, b et totales chez les inoculées par Aspergillus ESA2 et Torula ESG1 par
rapport au témoin, par contre les deux espéces ESF2 et Alternaria ESJ1 ont des valeurs plus

faibles (Figure 19).

Figure 18: Taux de chlorophylle dans les feuilles des plants de concombre. Niveaux de
significations de I’analyse de variance ANOVA a un facteur : ns : non significatif, *: P <0.05,
**: P<0.01, ***: P<0.001, ****: P<(0.0001.
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8-Estimation de I’infection fongique des racines du concombre :

8-1 - par ré-isolement :

Le ré-isolement des inoculats fongiques a partir des racines et des feuilles des plants de
concombre des différents traitements a été réalisé sur le milieu PDA. Apres 10 jours
d’incubation, aucune germination des champignons endophyes n’a été¢ décelé chez inoculés et

le t¢émoin (Planche 10).

8-2-par coloration des racines

Les résultats de la coloration des racines par la méthode de Phillips et hayman (1970) ont
confirmé la présence des endophytes inoculés aux systémes racinaires des plants (voir planche
12). Les observations microscopiques ont permis de mettre en évidence la présence de
mycélium intraracinaire septé et mélanis¢, des conidies d’Alternaria et de Torula parfois en
germination ainsi que le mycélium extraracinaire 1i¢ au conidiophore d’Aspergillus. Les
structures présentes dans les systémes racinaires sont identiques a celles observées lors de la

caractérisation microscopique des endophytes.

L’estimation des taux d’infection des systémes racinaires par les endophyes fongiques révele
des taux moyens atteignant 36% dans les racines infectées par Torula ESG suivie par
ESJ1(Alternaria) avec un pourcentage de 26% ainsi Aspergillus ESA2 20% et ESF2 avec un

taux d’infection trés faible (Figure 19).

Le taux d'infection des racines de concombre
par les isolats fongique
40%
35%

30%

25%

20%

15%

10%
-
0%

ESG1 ESJ1 ESA2 ESF2

Figure 19: Taux d’infection des racines des plantes de concombre par les especes
endophytes.
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Discussion générale :

Les plantes sont colonisées par de nombreux types de microorganismes endophytes
(stone et al., 2004 ; Demain, 2014). Parmi ces microorganismes endophytes, les
champignons endophytes qui ont suscité¢ beaucoup d’intérét de la recherche car ils ont fourni
non seulement de nouvelles sources de composées cytotoxiques, tels que des substances
antibactériennes (Radic et strukelj, 2012). Il peuvent améliorer la solubilisation des
nutriments dans la rhizosphére des plantes (Mehta et al.,2019), favoriser la croissance des
plantes (Pooveda et al., 2021), agir comme agents de lutte biologique (Poveda et Baaptista,
2021), ou activer les résistances systémiques des plantes aux stress biotiques (Poveda et al.,

2020a) ou abiotiques (Cui et al.,2021).

Lors de notre étude, menée In vivo et In vitro dans le but d’évaluer 1’efficacité des 04
champignons endophytes dans la promotion de la croissance du concombre. Nous avons pré-
identifi¢ les quatre espéces fongiques (Aspergillus ESA2, Alternaria ESJ1, ESF2, Torula
ESG1). nous avons constaté que ces endophytes avaient quelque activit¢ PGP impliqués

directement ou indirectement dans la stimulation de la croissance végétale.

Les trois souches endophytes Aspergillus ESA2, Alternaria ESJ1 et ESF2 sont capables de
solubiliser le zinc a I’exception de la souche ESG1 Torula. De nombreuses études ont
rapporté que les champignons sont efficaces pour solubiliser les nutriments essentiels du sol,
Aspergillus est rapporté comme un genre importants doté d’une activité de solubilisation
minérale ¢élevée (Gupta er al.2007), ce qui confirme notre résultat, Aspergillus est la
meilleure espece solubilisatrice de Zn. Ce résultat est semblable a celui de Lubna et al. (2018)
qui indique qu’Aspergillus niger CSR3 solubilise également le phosphate et produit des

sidérophores en culture, ce qui démontre son potentiel en tant que biofertilisant.

Le genre Aspergillus longtemps pris pour un contaminant de 1’air et un pathogene
de ’homme a prouvé son efficacité comme mycosymbiote des végétaux par la solubilisation
du phosphate par Aspergillus niger et Aspergillus awamini (Yadavo et al., 2011 ; Saxena et
al., 2016 ; Ye et al.,2019), la production des phytohormones d’AIA et d’acide gallique, la
production de divers sous types de gibberellines chez Aspergillus chavatus et Aspergillus
niger (Hamayaune et al., 2009 et 2007 ; Khan et al., 2011 ; Waqas et al., 2014 ; You et al.,
2015).
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Les endophytes étudiées sont incapables de produire ’HCN. Par contre, I’étude d’Ajit
(2015) confirme la capacité d’Aspergillus versicolor a produire le HCN. D’apres la littérature,
certains endophytes produisent une gamme de composés organiques volatiles (COVy) avec

une activité contre les bactéries et les champignons (Mitchell et al.,2010).

Aspergillus ESA2 n’a pas inhibé la croissance du phytopathogéne Verticillium, par ailleurs,
Rosier et al. (2016) garantissent 1’efficience d’Aspergillus terreus en tant qu’agent de lutte
biologique contre Scleorotium rolfssi agent de maladie du tournosol (Potshangban et

al.2017).

L’essai in planta de la promotion de la croissance par 1’utilisation des especes
mycoendophytes étudiés a montré une amélioration significative des parametres de croissance
comparés aux témoins non inoculés. Cette amélioration a permis une augmentation de la
hauteur et biomasse végétative aérienne et racinaire des plants de concombre. Ce fait est
expliqué par la faculté de ces genres de champignon a produire les hormones régulatrices de

croissance végétale et a solubiliser les minéraux (Beng,2009 ; Jia ef al.2016).

Par ailleurs, les souches ESJ1 Alternaria et ESF2 ont engendré un effet négatif sur le taux de
chlorophylle des plants inoculés par rapport au témoin par contre une meilleure concentration
en chlorophylle est enregistrée chez les plants inoculés par ESA2 Aspergillus et ESG1 Torula.
Selon nos résultats les plants inoculés par Aspergillus ESA2 et Torula ESG1 présentent la
meilleure croissance. Une ¢étude semblable indique qu’Aspergillus fimigatus améliore la
germination des graines, 1’indice de vigueur et la croissance des pousses et des racines en
décomposant la cellulose et en fournissant du carbone au semis (Thomas ez al., 2008).
Nombreuses recherches soutiennent les effets bénefiques des endophytes fongiques sur le
développement et la performance des plantes dans les condition défavorable (Grundel et al.,
2013). Les effets bénéfiques de la colonisation des plantes par les endophytes fongiques sont
principalement par I’augmentation de la résistance des plantes aux stress biotiques et
abiotiques (Busby et al, 2015). Dans une autre étude, il a été rapporté que 1’association
endophytique de C. globosum souche ND35 améliore significativement les caractéristiques de

croissance des plantes de concombre par la production du (AIA et GA) (Yehan et al., 2022).

Les résultats de 1’é¢tude in planta ont confirmé la présence des endophytes dans les
racines de concombre apres la coloration. Le concombre montre une réaction positive suite a
la bonne colonisation racinaire par les champignons endophytes. Certains champignons qui

vivent a I’intérieur des tissus racinaires ou des endophytes ont également des effets positifs
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divergents sur la croissance des plantes est sont PGPF. L’endophyte le plus dominant selon
Khalnalmunartova et al. (2015) semble étre le Fusarium (25%) suivi par Penicillium
(12,5%) et Alternaria (7.5%). La réponse des plantes a la symbiose des endophytes peut
conduire a une meilleure aptitude de 1’hote a la colonisation des endophytes comme cela été
rapporté dans I’interaction entre la tomate et Trichoderma harzianum. La racine de tomate
modifie sa machinerie transcriptionnelle pour promouvoir d’avantage interaction positive

avec T.charazianum (Phoma et al., 2019) .

Lopez et sword (2015) ont évalué I’effet de la colonisation endophytique de P.lilacinum et
B.bassiana sur les plantes de coton est ont démontré comment les deux champignons étaient
capable d’augmenter la masse seéche et le nombre de fleurs sur les plantes. Jaber et Enkerli
(2017) ont démontré dans leur étude comment les souches de B.bassiana et de M.brunnem ont
pu établir la colonisation endophytes de Vicia faba et favoriser la croissance des plantes des
individus ayant recu un traitement par graines, et ils ont souligné 1’importance d’inoculum
fongique dans la capacité de colonisation et la promotion conséquente des effets bénéfiques
sur les plantes. L’utilisation de ces microbes comme biofertilisants représente un outil
nouveau, et ils sont un plus grand potentiel pour apporter des avantages a 1’agriculture
durable. Les microbes colonisent les racines ou ils stimulent la croissance des plantes par des

divers mécanismes directes et indirectes.
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Planche 1 : Purification des champignons endophytes.
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Planche 1 : Purifucation des champignons endophytes .

A : ESA2

B :ESF2

C :ESGI

D :ESJ1

a : ESA2 sous la loupe binoculaire
b :ESF2 sous la loupe binoculaire
¢ :ESG1 sous la loupe binoculaire

d :ESJ1 sous la loupe binoculaire
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Planche 2 : L’aspect macroscopiques des isolats fongiques sur différent milieu culture.

Sabouraud
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Planche 2 : L aspect macroscopiques des especess fongiques sur différent milieux

de culture.

(A, B, C,D, E): ESA2
(F, G, H, I, J): ESF2
(K, L, M, N, O) : ESJ1

(P,Q,R, S, T): ESGI
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Planche 3 : Observation microscopique des mycoendophytes GX40

Conidiophore

Téte aspergillaire

g Dictyospores

Conidiophore
septé

Perles de conidies

Torula : D
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A : Aspergillus
B : Diaporthe
C : Alternaria

D : Torula
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Planche 4 : Solubilisation du Zinc par les quatre isolats.

Planche 4 : Solubilisation du Zinc par les quatre isolats.

A : ESJ1

B : ESF2

C: ESA2

D : ESGI1
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Planche S : La production d’HCN par les quatre isolats mycoendophytes.
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Planche 6 : L’effet antagoniste des champignons endophytes contre le verticilluim

Planche 6 : L’effet antagoniste des champignons endophytes contre le verticilluim
A : 1-Verticilluim  2-ESF2

B : I-Verticilluim  3-ESA2

C : 1-verticilluim 4-ESJ1

D : 1-Verticilluim 5-ESG1

a-1 -Verticilluim
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Planche 7 : La croissance des plantes aprés deux mois d’inoculation
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Planche 7 : La croissance des plantes apres deux mois d’inoculation

1-Témoin 2-ESF2 3-ESJ1 4- ESA2 5-ESGl1
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Planche 8 : La Hauteur aérienne et la langueur racinaire de déférent isolats fongique
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Planche 8 : La Hauteur aérienne et la langueur racinaire de déférent isolats fongiques.

1 et2:ESGI
3:ESJ1
4 : ESA2

5et6: ESF2
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Planche 9 : Les taches sur les feuilles de concombre apres deux moins de culture.

-
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Planche 10 : Pré isolement des isolats fongique (ESJ1, ESF2, ESA2, ESG1)
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Planche 11 : Observation Microscopique des racines des espécess fongique (ESJ1, ESF2, ESA2,
ESG1), par Coloration de Phillips et Hayman (1970).

Les conidies
germées
d’Alternaria
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Conclusion

Conclusion :

Ce présent travail vise a examiner l'effet de I’inoculation des plants de concombre par
les champignons endophytes sur leur croissance dans le but d’améliorer sa qualité et son

rendement.

L’étude des caractéristiques micros et macromorphologiques des espéces fongiques
nous a permis de démontrer qu’elles appartiennent aux genres Aspergillus, Alternaria et
Torula. Par ailleurs 1’absence de condiophores dans le mycélium d’ESF 2 rend difficile son

identification.

Les résultats de I’étude de la culture des champignons sur différents milieux montre que
toutes les especes se développent sur les milieux testés mise a part YEA que le milieu le
moins favorable a la croissance de 1’ensemble des especes. En outre ESF2 est dotée de la

vitesse de croissance la plus élevée.

Les tests PGPF ont révélé que les champignons endophytes ne produisent pas HCN,
n’inhibent pas la croissance du V. dahliae mais solubilisent fortement le zinc en particulier
ESA2 (A4spergillus). Les résultats obtenus ont démontré de manic¢re concluante que les

champignons endophytes ont un effet positif sur la croissance du concombre.

L'évaluation des paramétres de croissance, tels que la biomasse végétale, la hauteur de
la plante, le nombre de feuilles et le systéme racinaire développé, a confirmé I'effet positif des
champignons endophytes sur la croissance globale du concombre par apport au témoin. De
plus, la mesure de la teneur en chlorophylle a révélé une augmentation significative, indiquant
une amélioration de l'efficacité photosynthétique et une production accrue d'énergie pour la
croissance de la plante. Les résultats obtenus montrent que les espéces Aspergillus (ESA2) et

Torula (ESG1) sont les plus efficientes sur la croissance des plants de concombre.

La confirmation de la présence des champignons endophytes par la colonisation des
racines ont renforcé les résultats obtenus. Cela confirme que les champignons endophytes
¢tablissent une symbiose avec le concombre, ce qui joue un rdle clé dans la promotion de sa

croissance.

Cette étude ouvre des opportunités de recherche supplémentaires. Ces résultats
suggerent que l'utilisation de champignons endophytes peut étre une stratégie prometteuse
pour améliorer la production agricole, la résistance des plantes aux stress environnementaux

et réduire la dépendance aux intrants chimiques...
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Conclusion

En termes de perspectives, il reste encore beaucoup a explorer dans le domaine des

champignons endophytes et de leur impact sur la croissance des plantes.

Il est important d'approfondir 1’identification des isolats de champignons endophytes

par des moyens moléculaires

De plus, il est essentiel de comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents a ces
interactions symbiotiques et d'étudier les voies de signalisation et les composés bioactifs
impliqués. Cela permettrait d'améliorer notre compréhension des interactions entre les
champignons endophytes et les plantes hotes et de développer des applications plus ciblées et

efficaces.

Enfin, il convient également de prendre en compte les aspects pratiques et les
implications potentielles de l'utilisation des champignons endophytes en agriculture,
notamment en termes de production de masse des inocula, de méthodes d'application et

d'éventuels effets sur I'écosysteme.
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Annexes



Annexe 1 : Composition des milieux.

Potato Dextrose Agar (PDA)

POMME A TOTTC. ...\ttt ittt et et et et e e e e e e e anens 200g

L6 1010 T 20g

N 2 15¢

Bau distill€e. . .. .o 1L
PHS5.1 0.2

Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA)

D103 (01 40g

o7 0110781 10g

N 15¢

Eau diStill€e . .....ooeii 1L
PH5.60.2

Yeast Extract Agar (YEA)

EXIrait de LOVUIE ..oviititi i e e e et e e et e 3g
o 0110711 5¢g
o . 15g
Eau diStillEe . ... ..t 1L
PH7.2 0.2
Malt Extract Agar (MEA)
EXtrait de mMalt .....oo.oiniiii e e 20g
D103 (01 20g
o 0110781 6g
o . | 15g
Eau distillée
............................................................................................................... 1L
PH5.40.2
Extrait de pois chiche
Pois
0] 31 1 50g
GlUCOS . . i e e e 20g



Bunt et Rovira

60 10170 T 10g
NHASOA . .o lg

1 4] 0.2g
] 0.2g
KZHPOA . . 0.1g
/7T T g



Annexe 2 :

Solution nutritive de Hoagland et Arnon (1950).

Eléments

Concentration finale

Macro-¢léments mg 1-1
KNO3 510
5

Ca (NO3)2,4H20 1180
5

KH2PO4 136
1

MgS04,7H20 490
2

Microéléments mg -1 uM
MnS04, H20 1.8
10

ZnS0O4,7 H20 0.4
1

CuSo4 0.1
0.5

H3BO3 2,0
30

Na2MOO04,2H20 0,3
1

Co (NO3)2,6H20 0,2
0.5

Fe-EDTA 9,7

27
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