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Résumé

Résumé

Les racines peuvent étre fortement colonisées par les endophytes fongiques. Ces derniers semblent
revétir une importance particuliére pour la survie des plantes, vivant dans des habitats stressants.
Cette étude se propose d’identifier la communauté fongique endophyte associée aux racines des
plantes poussant dans des environnements salins, en séquencant les régions ITS et 18S de I’ADNr et
quantifier I’interaction de la combinaison de la salinité avec ces champignons in vitro et in vivo, sur
T. durum et H. vulgare. E. phragmospora, A. chlamydospora, Ph. betae, F. equseti, Ch. coarctatum
et F. graminearum ont ¢été identifiées, avec une prédominance de 1’endophyte Ch. coarctatum. In
vitro, dans la tolérance du blé et de I’orge, sous différentes concentrations de sel (NaCl = 0, 400, 600
et 800meq/l), au stade germination, montre que la germination et la croissance ont été favorisées en
présence des champignons endophytes. En leur absence, aucune germination n’a été observée a 600
et 800 meqg/l de NaCl. Chez le blé, des taux de germination de 93,4 (400meqg/l) et 49,8% (800meq/l)
ont été enregistrés en présence d’A. chlamydospora et 71,2% en présence de Ch. coarctatum sous
600meq/l de NaCl. Alors que chez 1’orge, des taux de ’ordre de 91% (Ch. coarctatum), 45,6% (F.
equseti) et 52,2% (Ph. betae) ont été notés sous 400, 600 et 800meq/l de NaCl, respectivement. Les
radicules, les coléoptiles et le nombre de racines, sous conditions de salinité, sont plus développés en
présence des endophytes. L’évaluation in vivo semblent indiquer une action positive, des endophytes,
sur la levée du blé et de I’orge. La levée des graines d’orge sur le sol fortement salé (14dS/m) a été
améliorée en présence d’E. phragmospora (66,67%), A. chlamydospora (83,33%), Ph. betae
(86,67%) et Ch. Coarctatum (70%), contre 60% observée en leur absence. Alors que chez le blé, des
taux de 20%, 16,66% et 0% ont été enregistrés par E. phragmospora, A. chlamydospora et le témoin,
respectivement. Les racines principales les plus longues ont été notées sur le sol faiblement salé (E.
phragmospora = 14,8cm) et le sol fortement salé (Ch. coarctatum = 19,87cm), respectivement chez
le blé et I’orge. Une surface foliaire de 33,56cm? (E. phragmospora) et une matiere seéche racinaire de
0,669 (A. chlamydospora) ont été enregistrées, chez 1’orge, sur le sol faiblement salé. Les feuilles de
blé présentent des taux de potassium plus €levés en présence du mélange d’endophytes (207,01ppm
sur 2,5dS/m de salinité). De plus, la teneur en proline (Ch. coarctatum = 1,19g), en chlorophylle b
(Mélange d’endophytes = 17,93ug/g MF) et en caroténoides (E. phragmospora = 8,36ug/g MF) sont
plus élevées chez les graines de blé traitées aux endophytes et cultivées sur le sol moyennement salé.
Les graines d’orge inoculées par les endophytes présentent une teneur relative en eau plus élevée (Ph.
betae = 85,69% sur 14dS/m de salinité) ainsi que des taux de sodium élevés (56,79ppm en présence
de Ph. betae et Ch. coarctatum sur 8dS/m de salinité), par rapport a celles non traitées. Le role des
endophytes dans I'atténuation des conséquences liées au sel des deux plantes cultivées est discuté.

Mots clés: Champignons endophytes — Salinité — Isolement — Germination — Croissance - Plantes
cultivées.



Résumé

Abstract

Roots can be highly colonized by fungal endophytes. They show a particular importance for plants
survival inhabiting stressful habitats. This study focused on fungal endophytic community
identification, associated with roots plants growing in salt environments, by sequencing the ITS and
18S rDNA regions, and the quantification of salinity interaction with endophytic fungi in vitro and in
vivo on T. durum and H. vulgare. E. phragmospora, A. chlamydospora, Ph. betae, F. equseti, Ch.
Coarctatum and F. graminearum were identified, with Ch. coarctatum predominance. In vitro, after
endophytic fungi inoculation, wheat and barley tolerance, under different salt concentrations (NaCl =
0, 400, 600 and 800meg/L), at germination stage, showed ideal germination and growth. In their
absence, no germination was observed at 600 and 800meqg/L NaCl. Wheat germination rates of 93.4
(400meg/L) and 49.8% (800meqg/L) were showed by A. chlamydospora and 71.2% by Ch.
coarctatum under 600 meg/L NaCl. While, in barley rates of around 91% (Ch. Coarctatum), 45.6%
(F. equseti) and 52.2% (Ph. Betae) were noted under 400, 600 and 800meg/L NaCl, respectively.
Radicles, coleoptiles and roots number, under salinity stress conditions, are more developed where
endophytes are present. In vivo, assessment suggests positive action of endophytes on wheat and
barley emergence. Barley seed emergence on heavily salt soil (14dS/m) was improved by E.
phragmospora (66.67%), A. chlamydospora (83.33%), Ph. betae (86.67%) and Ch. Coarctatum
(70%), compared to 60% observed in their absence. While, wheat levels of 20%, 16.66% and 0%
were recorded by E. phragmospora, A. chlamydospora and control, respectively. The most developed
roots were noted on low salt soil (E. phragmospora = 14.8cm) and heavily salt soil (Ch. Coarctatum
= 19.87cm), respectively on wheat and barley. A leaf area 33.56cm? (E. phragmospora) and a root
dry matter 0.66g (A. chlamydospora) were recorded on barley at low salt soil. Wheat leaves have
higher potassium levels under 2.5dS/m salinity (Mixture of endophytes = 207.01ppm). In addition,
proline (Ch. Coarctatum = 1.19g), chlorophyll b (Mixture of endophytes = 17.93ug/g MF) and
carotenoids contents (E. phragmospora = 8.36ug/g MF) are more high in endophyte-treated wheat
seeds grown on moderately salt soil. Barley seeds inoculated with endophytes have a higher relative
water content (Ph. betae = 85.69% on 14dS/m salinity) as well as sodium levels (56.79ppm by Ph.
betae and Coarctatum on 8dS/m salinity). Endophytes role in mitigating salt related consequences of
both crops is discussed.

Key word: Endophytic fungi — Salinity — Isolation — Germination — Growth - Cultivated plants.
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*Liste des abreéviations*
AC: Alternaria chlamydospora
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CE : Conductivité électrique
EP: Embellisia phragmospora
FE: Fusarium equseti
FG: Fusarium graminearum
INSID: Institut National des Sols, de I’Irrigation et de Drainage
ITGC: Institut Technique des Grandes Cultures
ITS: Internal Transcribed Spacer
NS: non significatif
PB: Phoma betae
PCR: Polymerase Chain Reaction
PDA: Potato Dextrose Agar

RWC: Relative Water Content
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Introduction

Introduction

Les contraintes environnementales sont les facteurs majeurs limitant de 1’agriculture et de la
productivité des plantes (Chaves et al., 2002). En plus des stress biotiques, il existe une variété de
stress abiotiques dont la salinité est considérée comme un facteur majeur limitant du développement
des plantes, particulierement dans les zones arides et semi-arides du monde (Munns et Tester, 2008)
en réduisant la disponibilité de 1’eau, ce qui provoque une déshydratation ou un stress osmotique
induisant la fermeture des stomates et, par conséquence, la capacité biochimique de 1’assimilation et
I’utilisation du carbone est réduite, ceci méne a la limitation des capacités photosynthétiques
affectant la croissance des plantes (Karpe et al., 2012). Sur 1,5 milliard d’hectares de terres cultivées
dans le monde, environ 77 millions d’hectares (5%) sont affectés par la teneur excessive en sel
(Sheng et al., 2008). Les régions du bassin méditerranéen sont fortement touchées par ce fléau.

En Algérie dont une grande partie des régions agricoles se caractérise par un climat aride et
semi-aride ; 3,2 millions d’hectares sont menacées par la salinisation (Benmahioul et al., 2009), ce
qui répercutent sur la croissance et le développement des plantes et particulierement les céréales et
par consequent sur leur productivité (Chaise et al., 2005).

La culture des céréales tient de loin, la premiere place quant a 1’occupation des terres agricoles,
parce qu’elles servent d’aliments de base pour une grande proportion de la population mondiale.

En Algérie, les céréales occupent les plus grandes superficies et leur grain constitue la base de
I’alimentation humaine et animale. La superficie emblavée au titre de la campagne céréaliere
2016/2017 est de 3 millions d’hectares. Le blé dur occupe la part la plus importante, soit 45% suivi
de I’orge avec 37%, du blé tendre avec 15% et enfin de I’avoine avec 3% (MADRP, 2017). Les
produits céréaliers constituent un aliment d’une haute valeur nutritive puisqu’ils fournissent plus de
60% de I'apport calorifique et 75 a 80% de l'apport protéique de la ration alimentaire (Djermoun,
2009). Le blé dur (Triticum durum Desf) compte parmi les especes les plus anciennes et constitue une
grande partie de 1’alimentation de I’humanité, d’ou son importance économique. L’orge (Hordeum
Vulgare L.) est la deuxieme céréale en importance apres le blé dur (Benmahammed, 2004).

Malgré cette importance de la filiére céréaliére, elle se trouve constamment menacées par
plusieurs contraintes (les facteurs du climat, les caractéristiques du sol, le matériel végétal, les
pratiques culturales et les stress biotiques et abiotiques) qui affectent les rendements de fagon
qualitative et quantitative (Chennafi, 2012).

Une grande partie de la céréaliculture se concentre a I’intérieur du pays dans les zones arides et
semi arides (Selmi, 2000). Dans ces zones, la salinité des sols et des eaux d’irrigation est 1’un des

facteurs limitant de la productivité végétale et du rendement agricole des céréales ; selon les

-

estimations les plus récentes, elle affecte déja au moins 400 millions d’ha (Baatour et al., 2004).
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Les pertes de rendement de blé¢ dur et de I’orge dans les zones salines sont importantes. L’orge
est considérée comme la plus tolérante a la salinité (Hopkins et Evrard, 2003), elle tolére
d’importantes quantités de sel. Généralement, 1'orge (Hordeum vulgare L.) est plus tolérante que le
blé dur (Triticum dururm Desf.), certaines variétés de blé dur sont capables de donner des rendements
élevés sur les sols modérément affectés par la salinité (Ouhaddach et al., 2015).

La résistance ou méme la tolérance de I’orge et de blé dur a la présence des sels sont des qualités
largement recherchées, afin d’étendre la culture de ces deux especes a des régions peu favorables
(Baenziger et al., 2006).

Aujourd'hui, il est devenu impératif d'adopter de nouvelles approches pour realiser un
développement durable et assurer le recyclage et le renouvellement des ressources naturelles. A cet
égard ’homme a pensé se retourner vers la nature et chercher les vertus d’intérét économique chez
les microorganismes, a travers les associations que forment ces derniers avec leurs hétes (Mansouri,
2011).

Parmi ces associations symbiotiques, on trouve celles qui se forment entre les plantes et les
champignons appelés endophytes, qui colonisent les tissus internes (Dutta et al., 2014), sans causer
aucun symptéme apparent de maladie (Petrini, 1991).

L’identification et la quantification de ces champignons, en utilisant les méthodes
morphologiques sont difficiles & cause des ressemblances constatées entre certaines espéces
(Redecker et Raab, 2006). Divers techniques basées sur I’emploi des anticorps spécifiques (Hahn et
al., 1993), des izoenzymes (Rosendahl, 1989) ou des profils lipidiques (Bentivenga et Morton, 1994)
ont été développées pour lever en partie ces contraintes. La biologie moléculaire par amplification et
séquencage d’ADN est la plus employée, cette technique consiste a amplifier par réaction de
polymérase en chaine (PCR) des régions de ’ADN nucléaire ribosomique (ADNr) qui codent les
différents ARN ribosomiques (ARNr), 5S, 18S, 28S et 5.8S, a I’aide d’amorces nucléotidiques
universelles et spécifiques des champignons (White et al., 1990). Les séquences d’ADN qui codent
les ARNr sont suffisamment bien conservées. Elles sont présentes en multiples copies et sont
polymorphes d’une espéce a I’autre. Elles sont donc utilisables pour obtenir des phylogénies de
bonne résolution (Simon et al., 1992).

Certains champignons endophytes identifiés dans des études précédentes, ont montré des effets
positifs sur la plante hote comme 1’amélioration de la croissance ainsi que la résistance et la tolérance
aux stress biotiques et abiotiques (Rodriguez et al, 2008), ce qui les a rendu utiles pour I'agriculture,
comme un outil d’amélioration de la performance des cultures (Dutta et al., 2014).

Les champignons endophytes jouent un réle important dans la croissance et le développement

des plantes grace a différents mécanismes. Ils produisent une vaste gamme de métabolites bioactifs
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capables de protéger la plante hote sous des stress biotiques et abiotiques (Hamayun et al., 2010 ;
Khan et al., 2013).

Certains endophytes ont la capacité de synthétiser les gibbérellines, les auxines (IAA) et I’acide
abscissique (ABA) pour améliorer la résistance des plantes dans des conditions environnementales
défavorables (Leitdo et Enguita, 2016). Hasan (2002) a montré que la gibbérelline produite par
Fusarium spp. sous un fort stress salin peut réduire I'effet de la salinité sur les plantes cultivées.

En Algérie, le manque d’cau et les sécheresses prolongées ne permettent pas 1’utilisation des
moyens classiques de désalinisation comme le drainage, de plus le cout de leur installation et leur
entretien sont assez couteux. La recherche de moyens biologiques comme les champignons
endophytes constituent une alternative moins couteuse et certainement plus efficace surtout pour des
zones arides et semi-arides (Shrivastava and Kumar, 2015).

C'est dans cette perspective que notre étude a été orientée, et a pour objectif de:

e Isoler et identifier les champignons endophytes des plantes spontanées poussant en milieux
salés ;

e Analyser I'impact de l'infection par ces endophytes sur la capacité de blé dur (Triticum
durum Desf.) et de ’orge (Hordeum Vulgare L.) d'endurer la contrainte saline a travers des
paramétres morphologiques, physiologiques et biochimiques ;

e Sélectionner les plantes ayant acquises les effets positifs dus a la présence des
champignons ;

e En fin I’objectif principal de cette recherche est la valorisation des terres salées.

L’étude comporte trois grandes parties. Une premiére expérimentationi a pour objectif d’isoler
les champignons endophytes sur des plantes spontanées poussant en milieux salée dans I’ouest
Algérien (Relizane) et de les caractériser par des méthodes morphologiques (études macro et
microscopique) et des méthodes moléculaires (séquengage des régions ITS et 18S de ’ADN;
fongique). Dans une seconde expérimentation, on a suivi la réponse des graines de Triticum durum
Desf. (Variété SIMETO) et Hordeum Vulgare L. (Variété SAIDA:g3) soumisses a différentes doses
de NaCl, au stade germination, en présence et en absence des champignons endophytes. Et dans la
troisieme expérimentation, sont étudiées les différentes modifications morphologies, physiologiques
et biochimiques de blé dur et de I’orge cultivés sur des sols naturellement salés en la présence et
I’absence de I’infection par les différents endophytes identifiés.

Le travail a été structuré en deux parties ; une premiére partie traite une synthése portant sur les
champignons endophytes et leurs roles dans la protection des plantes contre les stress biotiques et

abiotiques, ainsi que les différents aspects de la salinité, les mécanismes de la tolérance des plantes a
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cette contrainte, et la description des deux céréales (blé dur et orge) sur lesquelles 1’étude a été basée.
Une seconde partie divisée en deux chapitres, un premier chapitre dans lequel sont exposées les
caractéristiques du materiel végétal utilisé et les différentes méthodes employées pour la réalisation
des différentes expérimentations. Et un deuxiéme chapitre englobe les résultats auxquels on est

parvenu et leur discussion.
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Chapitre I : Les champignons endophytes

Introduction

Les plantes et les microorganismes présentent un complexe d'habitat écologique trés divers
(Bacon et White, 2000). Dans la nature, les organismes ne vivent pas en isolation, mais en
association avec d'autres entités vivantes. De Bary (1879) a décrit cette relation par le mot
"Symbiose".

La symbiose est une association permanente entre deux ou plusieurs organismes distincts, au
moins durant une partie de leurs cycles de vie (Smith et Read, 2000). Les symbioses mutualistiques
sont le type le plus attirant, vue son importance écologique et évolutionnaire. Le mutualisme est une
association biologique de deux organismes d’espéces distinctes en vue d’un bénéfice mutuel (Strobel
et al., 2004). L'évolution des plantes au cours des éres était maintenue grace a I'établissement de ces
symbioses avec certains microorganismes dont les champignons. Dans ce groupe, deux catégories
majeures sont distinguées:

1. Les champignons mycorhizes résidant seulement dans les racines mais qui s'étendent en
dehors ; dans la rhizosphere (Smith et Read 2000 ; Rodriguez et al., 2004).

2. Les champignons endophytes résidant entiérement dans les tissues des plantes, et colonisent
les espaces inter et/ou intracellulaires des racines (Sieber 2002), ainsi que les parties aériennes ; tiges
et feuilles (Stone et al., 2000).

I.1. Définition des champignons endophytes

Les champignons sont les microorganismes les plus fréquemment isolés en tant qu’endophytes
(Strobel et al., 2004). Le terme endophyte a été utilisé pour la premiére fois par De Bary en 1866
pour décrire les champignons qui colonisent l'intérieur des tissus vegétaux des tiges et des feuilles
(Moricca et Ragazzi, 2008).

La définition la plus couramment utilisée pour décrire les champignons endophytes est celle de
Petrini (1991), qui définit les endophytes comme étant tous les microorganismes vivant de fagon intra
et/ou intercellulaire (Pimentel et al., 2011) dans les organes végétaux internes a un certain moment de
leur vie et peuvent coloniser les tissus végétaux internes sans causer de dommages apparents chez
I’héte (Hyde et Soytong, 2008).

IIs ont longtemps pensé que ces champignons ne montraient aucune fonction, ni intérét.
Cependant, ces derniéres années, les endophytes ont été exploités (Moricca et Ragazzi, 2008) comme
source de composés antimicrobiens, antioxydants, anticancéreux, insecticides, etc. (Maheshwari,
2006).
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1.2. Diversite des champignons endophytes

Les champignons endophytes représentent un groupe trés diversifié (Zabalgogeazcoa, 2008) avec
une estimation de 1,5 millions d’espéces (Fernandes et al., 2009) et une moyenne d’environ 50
especes d’endophytes par espéce de plante. Ils ont été isolés a partir des grands arbres (Oses et al.,
2008), du palmier (Frohlich et al., 2000), des graminées marines (Alva et al., 2002) et méme a partir
des lichens (Li et al., 2007). Encore, a partir de plantes poussant dans les foréts aussi bien tropicales,
tempérées que boréales (Stone et al., 2004).

Plus de 90% d’espéces de champignons endophytes ne sont pas décrites (Shipunov et al., 2008).
Huang et al. (2008) ont décrit seulement 80.000 a 100.000 especes.

1.3. Classification des champignons endophytes

Les champignons endophytes représentent un groupe écologique et taxonomique extrémement
diversifié, la plupart des champignons endophytes appartiennent a I’embranchement des Ascomycota.
Cependant, certains appartiennent a d’autres taxons tels que les Deuteromycota, Basidiomycota,
Zygomycota et les Oomycota (Saar et al., 2001).

A I’échelle taxonomique des partenaires fongiques et végétaux, sont distinguées :

1.3.1. Les Balansieae

Deux genres de la tribu des Balansieae (Clavicipitaceae, Ascomycota) renferment des membres
endophytes : Epichloé et Balansia (Stone et al., 2004) associés, essentiellement, aux membres de la
famille des Poaceae, Cyperaceae et Juncaceae (Muller et Krauss, 2005).

Le genre Balansia comprend également une phase de vie asexuee, et de ce fait, ces formes
imparfaites sont rangées au sein du genre Ephelis (Stone et al., 2004). Les Epichloé développent
leurs structures reproductrices au niveau des méristemes des inflorescences de la plante-hote, mais ils
peuvent également coloniser une partie des feuilles avoisinantes, ainsi, les mycéliums sont
généralement détectés sur toutes les parties du végétal (Malinowsky et Belesky, 2000).

En se basant sur la biologie et les affinités phylogénétiques avec le genre Epichloé, les membres
anamorphes ont été réecemment attribués au genre Neotyphodium (Stone et al., 2004). Cette nouvelle
révision de la classification vers le genre Neotyphodium avait pour but la séparation des Acremonium
aux affinités endophytes (e-endophytes) de ceux ayant des affinités saprophytes (Malinowsky et
Belesky, 2000). Les especes appartenant au genre Neotyphodium sont rencontrées généralement chez
les Poaceae des zones tempérées de 1’hémisphére Nord (Stone et al., 2004). Les especes
Neotyphodium coenophialum et N. uncinatum sont spécifiqguement associées a Festuca arundinacea

et F. pratensis, respectivement (Malinowsky et Belesky, 2000).
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1.3.2. Les endophytes non-Clavicipitacées

Des études plus détaillées ont réussi de découvrir d'autres groupes de champignons endophytes
non-clavicipitacées. Ces derniers représentent maintenant le deuxiéme groupe majeur avec les
mycoendophytes clavicipitacées.

Les non-clavicipitacées sont fortement diversifiés, représentant un assemblage polyphylétique
compose principalement d'ascomycetes avec des réles écologiques divers et souvent mal définis ou
inconnus (Schulz et Boyle, 2005 ; Rodriguez et al., 2009). Ils ont été isolés presque de toutes les
principales familles de plantes terrestres et de tous les écosystéemes terrestres, y compris les
agroécosystemes (Arnold, 2007).

En outre, ce groupe renferme d'autres mycoendophytes appelés (P-endophytes), représenté par le
genre Glicocladium isolé de Lolium perenne L. et le genre Phialophora trouve chez Festuca gigantea
L. Vill.,, et F. arizonica Vasey (Latch et al., 1985).

Les P-endophytes sont rangés dans l'ordre des Eurotiales (Ascomycota) (Malinowsky et Belesky,
2006). lls n'ont aucune liaison avec les E-endophytes et different, substantiellement, d'eux non
seulement sur le plan morphologique et physiologique au niveau des aspects de croissance
mycélienne, la colonisation des tissus foliaires, la colonisation des racines ainsi que leurs aptitudes a
sporuler sur I’hote (Malinowsky et Belesky, 2000), mais également dans la réponse de la graminée a
I'égard de l'infection (Malinowsky et Belesky, 2006). Les P-endophytes et les E-endophytes peuvent
coexister chez la méme plante hote (Latch et al., 1985; Malinowsky et Belesky, 2000). Un autre
groupe les A-endophytes ont été classés avec les champignons endophytes isolés des espéces Lolium
multiflorum Lam. et Festuca paniculata L. (Naffaa et al., 1998), ainsi qu'une autre espece annuelle
du genre Lolium (Malinowsky et Belesky 2006). Similaires aux P-endophytes, les effets des A-
endophytes sur les processus physiologiques et écologiques des graminées des zones tempérées sont
mal compris (Malinowsky et Belesky, 2006).

1.3.3. Les endophytes non-systémiques des graminées

Les études portées sur les poaceae quant aux endophytes non-systémiques ont révélé la présence
des formes épiphytes ou pathogénes (Stone et al., 2004). Parmi les formes les plus signalées des
mycoendophytes épiphytes, sont trouvées chez le riz (Oryza sativa) et le mais (Zea mays) :
Alternaria alternata, Arthrinium spp., Cladosporium tenuissimum, et Epicoccum purpurascens
(Fisher et al., 1992). Pour les formes pathogenes, sont citées a titre d'exemple: Phaeosphaeria

nodurum et quelques especes de Fusarium comme Fusarium graminearum (Stone et al., 2004).

1.4. Modes de reproduction et de transmission des champignons endophytes
Les champignons endophytes possedent deux modes de reproduction.
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1.4.1. Croissance végétative des hyphes

Elle est accompagnée par la transmission verticale, la croissance se fait completement a
I’intérieur des tissus de la plante hote (Selosse et Schardl, 2007). La transmission verticale est connue
notamment chez les Graminées (Faeth, 2002). Elle est effectuée généralement par les formes
vegétatives (hyphes) du champignon porté par les semences de la plante hote (Saikkonen et al.,
2004). C’est le principal mode de transmission des champignons endophytes (Saikkonen et al.,
2010). Cela peut procurer a la plante hote plusieurs bénéfices : augmentation de la tolérance a la
sécheresse, protection contre les herbivores et résistance contre les pathogénes (Clay et Schardl,
2002).
1.4.2. Croissance par le biais des spores

Ce groupe de champignons se transmet horizontalement (Saikkonen et al., 2004), par les spores
sexuées ou asexuées et infecte, par conséquence, les autres plantes (Gallery et al., 2007). En général,
la transmission horizontale des endophytes est associée aux tissus photosynthétiques de la plante
(feuilles), ce mode nécessite la production des spores externes et leur dispersion aéroportée
(Zabalgogeazcoa, 2008).

La transmission horizontale semble étre le mécanisme prédominant de la dispersion de ce genre

d’especes fongiques (Zabalgogeazcoa, 2008).

1.5. Réles des champignons endophytes

Les champignons endophytes recoivent la nutrition, la protection, et la possibilité de se propager
grace a leurs hotes (Clay et Schardl, 2002); et en retour la plante héte bénéficie aussi de certains
avantages procurés par 1’endophyte.
1.5.1. Réles physiologiques des champignons endophytes

Les plantes sont constamment menacées par une variété d’agents comme les microorganismes
tels les champignons, bactéries et virus, les herbivores et les insectes. Cependant, les plantes
possedent des mécanismes de défense contre ses agents, dont les obstacles structurels qui se
renforcent rapidement lors du processus d’infection (cire, lignine, cellulose, composés phénoliques et
des protéines de la paroi cellulaire) sont le type le plus performant de défense.

Parmi les roles joués par les champignons endophytes, sont mentionnés:

1.5.1.1. Protection contre les microorganismes pathogénes

Plusieurs mécanismes peuvent étre utilisés par les endophytes pour inhiber les microorganismes
phytopathogénes : la production d’antibiotiques, la stimulation des mécanismes de défense de 1’hote,
la concurrence pour la nourriture ou les sites de colonisation, et le mycoparasitisme (Cao et al.,
2009). De nombreuses espéces de champignons endophytes produisent plusieurs métabolites

N
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secondaires dont des substances antibiotiques (Strobel, 2002; Wang et al., 2007). Plusieurs extraits
liquides des cultures des endophytes ont démontré une inhibition de la croissance de plusieurs
espéces de champignons phytopathgénes (Kim et al., 2007).

Selon Arnold et al. (2003), inoculer des feuilles de jeunes plants de Theobroma cacao, par le
mélange de six endophytes isolés a partir de la méme plante hote, puis les infecter avec Phytophtora
sp. agent pathogéne responsable de la maladie de la pourriture brune, une réduction significative de
I’incidence de la maladie et ses effets néfastes sur les feuilles inoculées a ¢été conclue. Vu la
différence de sévérité de la maladie observée entre les feuilles inoculées et non inoculées, 1’induction
d’un mécanisme de résistance de la plante ne peut étre impliqué. La protection dans ce cas pourrait
étre le résultat d’une concurrence directe entre les endophytes et les agents pathogénes, par exemple
en formant une zone d’inhibition qui restreindrait 1’entrée des autres champignons ou bien

I’occupation des sites disponibles pour 1’infection.

1.5.1.2. Protection contre les insectes

Certains endophytes peuvent aussi protéger leurs hotes contre les insectes en produisant des
métabolites secondaires (Spiering et al., 2005).

Webber (1981), a probablement été le premier a démonter la protection des végétaux contre les
insectes due a des champignons endophytes par ’exemple de I’endophyte Phomopsis oblonga, qui
protége les ormes contre le dendroctone Physocnemum brevilineu, vecteur d’un champignon
pathogene qui provoque la maladie hollandaise de ’orme. Cet endophyte produit des composés
toxiques qui auraient un effet répulsif contre ce vecteur de 1’agent pathogeéne. Cela a été confirmé
quatre ans plus tard par Claydon et al. (1985), qui ont démontré que les champignons endophytes
appartenant a la famille des Xylariacea synthétisaient des métabolites secondaires chez les hotes du

genre Fagus, ces derniers affectaient les larves des coléoptéres.

1.5.2 Roles des endophytes dans la tolérance aux stress abiotiques

Les plantes sont exposées a des conditions environnementales changeantes, les obligeant a
s’adapter a des températures extrémes, des insuffisances d’eau et des produits chimiques. Plusieurs
études ont démontré que les plantes associées a des champignons endophytes ont été plus tolérantes a
la sécheresse, la chaleur, la toxicité des métaux et a une salinité élevée (Waller et al., 2005).

Les champignons endophytes des graminées fourragéres (Fétuque élevée) augmentent de
maniere significative la tolérance a la sécheresse de cette espece (Clay et Schardl, 2002). La teneur
en eau des graminées associées a des endophytes était plus élevée que celle des graminées
dépourvues d’endophytes (Buck et al., 1997). Ce phénomeéne peut s’expliquer par I’accumulation
accrue de solutés dans les tissus des plantes infectées par les endophytes, ou par la réduction de la

o
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conductance foliaire et un ralentissement du flux de transpiration (Malinowsky et Belesky, 2000), ou
encore par la limitation de la germination des graines et donc la réduction du risque de la mort des
plantules (Gundel et al., 2006). De méme, Festuca spp. infectée par les endophytes a montré une plus
grande tolérance a 1’aluminium du sol et une plus grande croissance par rapport a la plante non
infectée (Zaurov et al., 2001).

Redman et al. (2002) ont démontré que les champignons endophytes pourraient aussi augmenter
la tolérance & la chaleur chez leurs hotes, cette tolérance a été détectée chez Dichanthelium
lanuginosum infecté par 1’endophyte Cuvularia sp. qui résiste a des tempeératures de 65° C, alors que
les plantes non infectées ne résistaient méme pas a une temperature de 40° C. Il a été suggéré que
I’endophyte agirait comme un déclencheur biologique pour activer la réponse au stress plus
rapidement et plus fortement que dans les plantes non symbiotiques. Cette résistance a la température
peut étre tres avantageuse pour ces plantes qui pourraient croitre dans des chaleurs ou tous les agents
pathogenes, les ravageurs et les mauvaises herbes ne résisteraient pas.

Waller et al. (2005) ont démontré que 1’endophyte Piriformospora indica protége 1’orge du
stress salin. L’exposition des plantes infectées pendant deux semaines au sel modéré (100mM de
NaCl) a permis d’obtenir une plus grande biomasse que celle des plantes contrdles sous les mémes
conditions. L’orge non infectée a méme montré une augmentation de chlorose des feuilles et une
croissance réduite des semis.

Les champignons endophytes peuvent aussi améliorer la photosynthése de leur héte, par exemple
quand Agave victoria-reginae grandit en présence du champignon endophyte Fusarium oxysporium,
la chlorophylle totale et la teneur en sucre augmente, entrainant une augmentation du rendement de la
photosynthése des plantes par rapport a celles dépourvues d’endophyte (Obledo et al., 2003). Ils
peuvent aussi améliorer la croissance de nombreuses espéces végétales (Tan et Zou, 2001), cette
amélioration est due en partie a la production de phytohormones par I’endophyte, tels que 1’acide
indole-3-acetic (AlA), acide indole-3-pyruvic (AIP), cytokines et d’autres substances de promotion
de la croissance comme les vitamines, et en partie du fait que les endophytes peuvent améliorer
I’absorption des ¢léments nutritifs par [’hote comme la fixation de 1’azote et I’assimilation du

phosphore, et ils régulent les qualités nutritionnelles (Waller et al., 2005 ; Zhang et al., 2006).

w0




Chaprtre LI
Salaneté



Synthése bibliographique Chapitre II: Salinité

Chapitre 11 : La salinité

Introduction

La salinité, caractéristique naturelle, définit par I’accumulation des sels solubles dans le sol ou
les eaux. Elle provoque, par conséquent, au-dela d’une certaine concentration, la dégradation des
sols réduisant ainsi leurs rendements.

La salinité constitue I’un des facteurs abiotiques les plus répandus au niveau de la planéte et qui
limite fortement les rendements agricoles, notamment dans les régions arides et semi-arides, ou les
précipitations sont limitées et ne sont pas suffisantes pour transporter les sels du profil racinaire des
plantes (Schulze et al., 2005 ; Khales et Baaziz ,2006).

Selon Hamdy (2004), les sols salés présentent des concentrations excessives en sels solubles
principalement les cations (Na*, Ca™, Mg™™, et K*) et les anions (CI', Sos”, Cos”, HCO3"). La
concentration en sels est estimée en mg/l, ou par la conductivité électrique de 1’extrait de pate saturé
a 25°C et exprimée en dS/m. Un sol est salin si sa conductivité est supérieure a 4dS/m (Calvet, 2003).
Cette valeur constitue le seuil de sensibilité de la majorité des cultures a la salinité des sols
(Chinnusamy et al., 2005).

Alors que, la salinisation est, particulierement, causée par 1’activité de I’homme. La salinisation
des sols est le processus d'accumulation des sels a la surface du sol et plus particuliérement dans la

zone racinaire, elle se solde par des effets nocifs sur les végétaux et le sol (Mermoud, 2006).

I1.1. Répartition des sols salés
11.1.1. Dans le monde

La plupart des grands systemes d’irrigation a travers le monde sont concernés par le probléme de
salinité et ce sous 1’effet conjugué d’une mauvaise qualité des eaux d’irrigation, de I’aridité et du
drainage insuffisant des sols (Marlet et al., 2005). A I'échelle mondiale, les sols salés occupent des
surfaces étendues et constituent un grand probléme pour l'agriculture. La surface affectée par la
salinité dans le monde est évaluée a 954,8 millions d'hectare (Tab.1), soit 23% des terres cultivées
(FAO, 2008).
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Tableau 1 : Superficies affectées par la salinité dans le monde (FAO, 2008)

Régions Superficies (millions d’hectares)
Afrique 80,5
Europe 50,8
Amérique du Nord 15,7
Amérique du Sud 129,2
Australie 357,3
Mexique et Amérique centre 2
Asie du Sud Est 20
Asie du centre et du Nord 211,7
Asie du Sud 87,6

11.1.2. En Algérie

Selon Drevon et al. (2001), de nombreuses zones arides et semi arides du bassin méditerranéen
rencontrent un probléme de salinité. En Algérie, une grande partie des régions agricoles caractérisées
par un climat aride et semi-aride, représentées par 3,2 millions d’hectares sont menacées par le
processus de salinité (Belkhodja et Bidai, 2004).

Eviron 20% des sols irrigués en Algérie sont touchés par le probleme de salinité (Douaoui et
Hartani, 2007). Ce probleme est tres répondu dans les basses pleines d’Oranie, dans la vallée de Mina
pres de Relizane, sur les hautes plaines au Sud de Sétif et de Constantine, aux bords de certains
Chotts comme Chott Melghir. Ils ont aussi une grande extension dans les régions sahariennes au Sud

de Biskra jusqu’a Touggourt, Ouargla et d’autres (Durand, 1983).

11.2. Effets de la salinité sur le sol et sur la plante
11.2.1. Sur le sol

La salinité cause de sérieux problémes sur les propriétés physiques, chimiques et biologiques des
sols:

11.2.1.1. Effets sur les propriétés physiques

C'est par leurs cations que les sels solubles affectent les propriétés physiques du sol. Il s'agit
essentiellement de I'ion sodium. L'action défavorable de cet ion a I'état échangeable se traduit par la
dispersion des colloides du sol et par conséquence:

e Réduction de la perméabilité;

e Mauvaise stabilité structurale;
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e Faible disponibilité de I'eau a la plante (Duchaufour, 1977).

11.2.1.2. Effets sur les propriétés chimiques
D’aprés Oustani (2006), 1’exces de sels présente un effet sur les propriétés chimiques,
notamment sur le pH et le taux de sodium échangeable (ESP).
e pH : la réaction du sol est influencée par la nature des sels. Alors que certains sels sont
acidifiants (CaSO,4, KCL, MgSQ,), d'autres sont alcalinisant (NaHCO3, CaCO3, NaCO3).
e ESP: le taux de sodium échangeable a une grande importance dans les sols alcalins, vu que
ces derniers retiennent de faible concentration en sels solubles et la grande quantité de sodium se
trouve sous la forme échangeable. Tandis que dans le cas des sols salés, la grande partie du sodium

se trouve dans la solution du sol.

11.2.1.3. Effets sur les propriétés biologiques

L’exces de sels a aussi un effet sur les propriétés biologiques des sols ceci se traduit par une
diminution du nombre de microorganismes et de leurs activités (Albouchir, 2001). Les sels forment
une couche imperméable en surface des sols empéchant toute activité biologique dans le sol
(Halfaoui, 1988).

11.2.2. Sur la plante

Le milieu salin provoque de nombreux effets négatifs sur le comportement physiologique de la
plante, ce qui est dd au faible potentiel osmotique de la solution du sol (stress osmotique), aux effets
des ions spécifiques (stress salin), a un déséquilibre nutritionnel ou a une combinaison de ces facteurs
(Kausar et al., 2014). Tous ces facteurs affectent la germination des graines, la croissance des plantes
ainsi que leur développement et réduisent par conséquent la production des cultures (Rasool et al.,
2013).
11.2.2.1. Effet de la salinité sur la germination et la levée

Selon Abdelly (2005), la plupart des plantes sont plus sensibles a la salinité durant leurs phases
de germination et de levée dont I’effet nocif est de nature osmotique ou bien toxique.

La salinité des sols constitue un facteur limitant dans 1’agriculture, car elle inhibe la germination et
le développement de la plante. La présence de NaCl dans la solution nutritive avec une concentration
élevée, freine la germination (Saeed et al., 2014). Selon les mémes auteurs, la présence de chlorure
de sodium entraine une augmentation de la durée du processus de la germination et retarde par
conséquent la levée, car, les stress salin et osmotique sont responsables a la fois de I’inhibition ou

d’un retard de germination et de la levée des graines.
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Il a été démontré que la salinité inhibe la germination par son effet osmotique ou elle affecte tous
les processus de germination suite & la baisse du potentiel hydrique autour des graines, ce qui rend
I'eau inaccessible a cette derniére pour la réhydratation et la reprise de la vie active de I'embryon
(Maas et Poss, 1989).

La réduction du potentiel osmotique de la solution du sol empéche I’imbibition de la graine suite
a une diminution des activités enzymatiques et une forte absorption de Na* par rapport au K*, ce qui
conduit & une toxicité embryonnaire et un retard dans les processus métaboliques (Adel et Bader,
2002).

Mauromicale et Licandro (2002), ont montré que plus de 50% de graines d’artichauts irriguées
avec des solutions salines sont mortes 4 a 5 jours aprés 1’émergence de la radicule. Méme chez les
halophytes la germination est affectée par la salinité ; elle empéche I’absorption d’eau (effet
osmotique), dans certains cas, ¢’est du a un effet ionique (Duan et al., 2004).

Selon Zapata et al. (2004), la germination de la tomate est inhibée par des concentrations de
150mM de NaCl, en revanche, chez les graines d’Atriplex ssp. ces concentrations n’entrainent qu’un

simple retard de germination.

11.2.2.2. Effet de la salinité sur la croissance et le développement

La salinité est une contrainte majeure qui affecte la croissance et le développement des plantes
(Bouaouina et al, 2000). La salinité des sols et des eaux demeure, pour les régions arides et semi
arides, un obstacle majeur a la croissance des végétaux.

La salinité affecte les plantes physiologiquement, leurs réponses varient considérablement selon
I’espéce, le stade de croissance, et les conditions climatiques de la culture (Ashraf et al., 2008).

L’inhibition de la croissance est d’aprés Munns et al. (2006) due a deux raisons, tout d’abord, a
la présence de sel dans la solution du sol qui réduit la capacité de la plante a absorber I’eau, et cela
conduit a une croissance plus lente, par un effet osmotique ou un déficit hydrique. Et a des quantités
excessives de sel dans le flux de transpiration qui endommagent les cellules foliaires responsables de
la transpiration qui réduit encore la croissance. Cette inhibition de la croissance des plantes se fait
selon trois maniéres principales : une toxicité ionique (notamment le Na" et le CI), un stress
osmotique et une perturbation nutritionnelle (Gama et al., 2007).

Les effets de la salinité se manifestent principalement par une diminution de la croissance de
I’appareil végétatif, caractérisée par la faible ramification, le faible diamétre des organes, le nombre
réduit des nceuds et les réductions du nombre de feuilles et de la longueur de la tige. Une baisse des

poids de matieres fraiches et seches est aussi démontrée (Rush et Epstein, 1981).
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La salinité affecte négativement le développement de la plante, notamment en réduisant la
croissance de la partie aérienne chez les glycophytes. Un retard de croissance important est signalé
chez la plupart des glycophytes dés 50mM dans la solution du sol (Zhang et al., 2011). Par contre
chez les halophytes, la croissance ne semble guere diminuer que pour des concentrations beaucoup
plus élevées, I’exemple d’Atriplex halimus L., elle diminue sa production a partir de 500mM de NaCl
(Debez et al., 2003), et de Cacile maritima, la masse de la partie aérienne n’est réduite qu’a des
concentrations de NaCl relativement élevées (300 a 500mM), alors qu’a 100 mM de NaCl aucun
effet n’est observé (Debez et al., 2006).

Il s’est avéré aussi que les feuilles sont les tissus les plus sensibles de la plante a une salinité
excessive, par contre la croissance des racines s’en trouve faiblement affectée (Benmahioul et al.,
2009).

La réduction de la croissance due a la salinité est également attribuée a la toxicité d’ions et au
déséquilibre nutritionnel, ce qui provoque non seulement une accumulation élevée de sodium (Na*)
et de chlorure (CI) dans les plantes, mais aussi affecte 1’absorption des éléments nutritifs
antagonistes essentiels tels que le potassium (K*), le calcium (Ca™) et le magnésium (Mg™™) en
concurrence avec le Na* et les nitrates (NO3) (Zorb et al., 2005). Le Stress salin en plus des
composants connus du stress osmotique et a la toxicité d’ions, se manifeste aussi comme un stress
oxydatif (Esfandiari et al., 2007).

L’effet de sel chez la variété de blé (Mohamed Bel Bachir) se manifeste par une chute de la
taille de la partie aérienne a 8g/l de (NaCl) et une réduction la croissance des tiges a 20% (Bennaceur
et al., 2001).

11.2.2.3. Effet de la salinité sur la photosynthése

Greenway et Munns (1980) suggérent que la salinité affecte en premier lieu la croissance de la
plante puis la photosynthése, causant la réduction de la capacité photosynthétique.

D’aprés Alem et al. (2002) la salinité affecte l'activité physiologique de la feuille, et plus
particulierement la photosynthése, qui présente la cause principale de la réduction de la productivité
végétale. Selon Munns (2008), la réduction de la photosynthése est liée a la diminution du potentiel
hydrique foliaire, qui est & l'origine de la fermeture des stomates, qui cause la réduction de la
conductance stomatique (Debez et al., 2008).

La baisse des taux de photosynthése induite par la salinité differe dans les différents génotypes.
En général, les taux de photosynthese et de conductance stomatique des génotypes tolérants au sel
sont moins affectés par la salinité par rapport aux génotypes sensibles au sel (Lopez-Climent et al.,
2008).
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Foyer et Noctor (2005) ont montrés que la salinité limite fortement la fixation photosynthétique
du CO; et que le taux d’absorption d’énergie lumineuse par les pigments photosynthétiques dépasse

le taux de sa consommation dans les chloroplastes.

11.2.2.4. Effet de la salinité sur I’état hydrique de la plante

Le plus souvent, le stress salin est causé par de fortes concentrations de Na* et de CI” dans la
solution du sol.

Le bilan hydrique de la plante affecte et cause probablement la réduction initiale de la croissance
(Yeo, 1998). L’état hydrique de la feuille est perturbé par la présence de fortes concentrations de sels
minéraux dans la solution nutritive, de méme, les potentiels hydrique et osmotique sont abaissés
(Chaves et al., 2009 ). La diminution des potentiels hydrique et osmotique en présence de sel dans le
milieu de culture est observée chez diverses espéces : I’orge (Horie et al., 2011), le blé dur (Ouerghi
et al., 2015) et la tomate (Rivero et al., 2014).

Le RWC (Relative water content/Teneur relative en eau) est largement utilisé pour évaluer 1’état
hydrique des plantes. En milieu salin, les plantes absorbent des quantités importantes de sodium et de
chlore, mais le transport et I’accumulation de ces éléments dépend du degré de tolérance de ’espece
considérée (Munns et al., 2006). L’augmentation de la teneur de solutés chez les plantes traitées a la
salinité provoque une sortie d’eau, un RWC faible sous ’effet de NaCl. Ceci est prouvé dans les
mesures de 1’état hydrique chez le blé dur ou la pression de turgescence demeure inchangée par la

salinité mais le RWC diminue significativement (Rampino et al., 2012).

11.3. Mécanismes de tolérance des plantes a la salinité

La sensibilit¢ des végétaux a la salinit¢ dépend de 1’espece, de la variété et du stade de
développement (Daoud et Halitim, 1994). Les plantes peuvent adopter certaines stratégies pour
affronter les contraintes dues au stress salin. Les plantes peuvent soit exclurent les ions toxiques des
cellules ou établir un ajustement osmotique suite a la compartimentation de ces ions dans la vacuole
(Chinnusamy et al., 2005).

Les halophytes et les glycophytes, peuvent développer plusieurs mécanismes pour assurer leur

cycle de croissance et de développement sous des conditions de salinité.

11.3.1. Inclusion et compartimentation des ions
La compartimentation des ions entre les organes (parties racinaires/parties aériennes), les tissus
(épiderme/mésophile), ou encore entre les compartiments cellulaires (vacuole/cytoplasme) est 'un

des mécanismes d’adaptation a la contrainte saline (Ben Hassine et al., 2008). L’inclusion et la

Y




Synthése bibliographique Chapitre II: Salinité

compartimentation sont les stratégies les plus efficaces pour éviter la toxicité de Na* sur des sites
métaboliques dans le cytoplasme (Ouerghi et al., 2000).

Les plantes halophytes ou glycophytes, ne peuvent pas tolérer des quantités élevées en sel dans
le cytoplasme, et par conséquent le sel est stocké dans les vacuoles grace a des systémes de "pompes”
moléculaires en conditions salines. Les vacuoles étant des compartiments fermés au sein de la cellule,
le sel est ainsi isolé des constituants cellulaires vitaux pour faciliter les fonctions métaboliques des
plantes (Zhu, 2003).

Aussi, en condition de stress salin, les plantes peuvent maintenir des concentrations élevées en
K" et faibles en Na* dans le cytosol. Ce mécanisme est induit par 1’action des transporteurs de K" et
Na* et des pompes a proton H* (Silveira et al., 2009). Les mitochondries peuvent aussi accumuler
quelques ions de Na* et contribuent a la compartimentation subcellulaire de Na* (Zhu, 2003).

La compartimentation est illustrée par les halophytes, qui détiennent des concentrations plus de
500mM de NaCl sur la base du tissu de la feuille, mais qui ne montrent aucun signe de dommages
(Flowers et Colmers, 2008 ; Tavakkoli et al., 2011).

11.3.2. Exclusion

Le génotype résistant recele la faculté d’exclure le sel par les feuilles (Davenport et al., 2005).
Le site principal de la toxicité de Na" pour la plupart des plantes est le limbe de la feuille, ol le Na*
s’accumule apreés étre transporté par le flux de transpiration, plutét que dans les racines (Munns,
2002). La plante empéche le sel de remonter dans la séve jusqu’aux feuilles. La présence de
I’endoderme dans les racines ainsi que le transport s€lectif, leur permet d’absorber les ions nutritifs
utiles et de réexcréter les ions Na* (Genoux et al., 2000).

Quelques halophytes peuvent empécher 1’absorption excessive du sel par son exclusion au
niveau des racines et de la partie inférieure de la tige (Luttge et al., 2002). Les halophytes utilisent le
mécanisme d’exclusion des sels a partir des racines pour réguler les teneurs en sels dans les feuilles
(Silveira et al., 2009).

La toxicité de CI™ est plus importante que la toxicité de Na* pour le soja, 1’avocat, et les espéces
qui sont couramment cultivés sur 1’exclusion de CI" comme les porte-greffes de la vigne et des
agrumes.; cette déclaration ne signifie pas que le CI est plus toxique métaboliquement que le Na™;
ces espéces peuvent mieux exclure le Na* par les feuilles que le CI". Ainsi, le Na* peut étre un soluté
plus toxique que le CI™ pour les espéces, mais puisque la plante gére mieux le transport de Na* que le

transport de CI', ce dernier devient un composant potentiellement plus toxique (Prior et al., 2007).
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I1.3.3. L’excrétion

Ce mécanisme est propre aux halophytes; il se fait par les glandes foliaires et les poils vésiculeux
et permet le maintien d’une concentration constante de sel dans les cellules foliaires. Ces glandes
foliaires secrétent du sel (spécialement le NaCl) a partir des feuilles et maintiennent des
concentrations ioniques internes a un niveau faible (Flowers et al., 2010).

L’évitement permet le maintien d’un potentiel hydrique élevé dans la plante. Ceci peut étre
obtenu par une réduction de la transpiration qui est souvent associée a une réduction de la
productivité (Yoshida et al., 2015). Cette diminution dans le processus de transpiration est obtenue
par une fermeture des stomates qui limite 1’assimilation du gaz carbonique et la photosynthése
(Kaymakanova et Stoeva, 2008).

La transpiration peut enfin étre affectée par le phénoméne d’enroulement foliaire induit par la
perte de turgescence (Hsiao et al., 1984), I’enroulement foliaire, fréquent chez de nombreuses plantes
cultivées (blé, sorgho...etc.) peut étre considéré comme un indicateur de perte de turgescence et un

caractere d’évitement de la déshydratation.

11.3.4. Ajustement osmotique

L’ajustement osmotique est généralement considéré comme un élément important dans la
tolérance des plantes a la contrainte saline (Munns, 2002). Cet ajustement implique I’accumulation,
au niveau cellulaire, des sucres, d’acides aminés (exemple : la proline), d’ions ou d’autres solutés non

toxiques (Nouri et al., 2002).

I1.3.4.1. Ajustement osmotique par accumulation d’ions

Les solutés les plus importants chez les halophytes pour diminuer le potentiel hydrique dans la
vacuole sont le Na* et le CI', réduisant ainsi la concentration en sels au sein du cytoplasme (Belkheiri
et Mulas, 2013). L’accumulation de Na* et CI” peut aussi ajuster osmotiquement les tissus de certains
glycophytes (Munns, 2005).

Les halophytes et les glycophytes tolérants qui accumulent le Na®, présentent une réduction de
leur contenu en K* avec une augmentation croissante de sel dans le sol ; Erik et al. (2005) ont montré

que cette diminution semble étre liée au remplacement du K* vacuolaire par le Na".

11.3.4.2. Ajustement osmotique par accumulation de solutés organiques

Les halophytes accumulent divers composés non toxiques a des concentrations suffisantes pour
réaliser un équilibre osmotique et ionique au sein de la cellule, on trouve essentiellement des acides
organiques des composés azotes et des sucres (Di Martino et al., 2003) dans des conditions de
déshydratation (Bray et al., 2000).
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Les solutés ou les osmolytes incluent les polyols, la proline, la glycine bétaine (Hasegawa et

al., 2000) et les sucres solubles comme les sucres simples (glucose, fructose...), les sucres alcool
(glycérol et inositol) et les sucres complexes (tréhalose, raffinose et fructane) ont été identifiés

comme des composés impliqués dans I'ajustement osmotique (Yokoi et al., 2002).
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Chapitre 111 : Les ceréales

Introduction

Les céréales représentent I'ensemble des plantes cultivées en vue de 1’obtention de graines a
albumen (Belaid, 1986), telles que le blé, I'orge, I'avoine et le seigle. Ce sont des monocotylédones
(plantules a un seul cotylédon) ; elles appartiennent a la grande famille des poaceae, généralement
classées en différents genres ; Triticum (BIé), Hordeum (Orge), Avenae (Avoine) et Secale (Seigle)
(Alais et al.,2003).

Dans ce chapitre, deux principales céréales sont présentées : le blé dur (Triticum durum Desf.) et

I’orge (Hordeum vulgare L.).

I11.1. Le blé dur
111.1.1. Généralités

Le blé dur est une plante annuelle de la classe des monocotylédones, appartenant a la famille des
graminées (Gramineae = Poaceae), au genre Triticum et a I’espéce T. durum Desfontaines (Mac Key,
2005). 1l fait partie du groupe des tétraploides (2n=28) (Boulal et al., 2007). Le blé dur possede les

génomes : A issu de T. monococcum et B provenant de Aegilops speltoides (Huang et al., 2002).

111.1.2. Biologie et cycle de développement
I11.1.2.1. Caractéres morphologiques
111.1.2.1.1. Structure du grain de blé dur
Sur le plan botanique, le blé est un fruit sec et indéhiscent contenant la graine, appelé «caryopse»

(Zeitoun, 2011). Il est constitué de 3 grandes parties: les enveloppes, le germe, et I’albumen (Fig.1):

Les enveloppes et la couche a aleurone

Les enveloppes sont constituées de quatre tissus : le péricarpe externe, le péricarpe interne, la
testa et la couche nucellaire ou bande hyaline (qui correspond a 1’épiderme du nucelle). Ces tissus
sont constitués d’un ensemble d’enveloppes qui protégent la graine et représentent 13 & 16% du poids
total du grain (Pomeranz, 1987).

Le péricarpe externe est constitué de deux tissus composés de cellules mortes ; I’épiderme et
I’hypoderme. L’épiderme est constitué de cellules allongées ; I’hypoderme possede la méme structure
que I’épiderme et lui est fortement adhérent (Surget et Barron, 2005). Le péricarpe interne
correspond a I’endocarpe et au mésocarpe, respectivement constitués de cellules tubulaires et de
cellules croisées. Les péricarpes ont un réle de protection mécanique et de résistance aux agents
pathogenes et un réle physiologique dans le contr6le de la maturation et de la germination du grain,
en agissant comme une barriére a la circulation de I’eau, des nutriments et des gaz (Piot et al., 2000).
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Le germe
Le germe provient de la fusion des gamétes males et femelles. 11 est constitué d’une part, de I’axe
embryonnaire qui donnera la tigelle, le mésocotyle et la radicule et d’autre part du scutellum qui

donnera le cotylédon (Surget et Barron, 2005).

L’albumen

L’albumen constitue le plus important compartiment du grain et représente environ 80% de son
poids (Pomeranz, 1988). Il est composé de trois types de cellules parenchymateuses de tailles
variables. Ce dernier est composé de cellules contenant des granules d’amidon enchéssées dans une
matrice protéique viscoélastique: le gluten. L’ensemble est recouvert par une enveloppe de structure

pluri-lamellaire composée d’une grande diversité de tissus spécialisés (Marechal, 2001).

Brosse

Sillon

Couche 7|
d'aleurone

Albumen (6-9%)
(80-85%)
Amidon er Epiderme
protémes du nucelle
- Testa (1%)
375 1 Péricarpe
* Lipides g : I
. | interne et
» Antioxvdants péricar]
5 ' wericarpe
* Vitamine E externe
» litamines B (4-5%)

* Minéraux
* Phytostérols

Germe
(3%)

* Enzymes

Figure 1: Structure du grain de blé (Poutanen et Gleizes, 2009).

111.1.2.1.2. Appareil végétatif

L’appareil végétatif comprend 1’appareil aérien et I’appareil racinaire (Gate et Giban, 2003) :

Le systéme aérien est formé d’un certain nombre d’unité biologiques, les talles, les feuilles et les
gaines. Le talle est formé d’une tige feuillée ou chaume portant a son extrémité une inflorescence
(Clarke et al., 2002). Le premier talle apparu est appelé maitre-brin. 1l se forme a partir de bourgeons
axillaires aux nceuds a la base de la tige principale (Bozzini, 1988). Les feuilles sont simples,
allongées, alternées et a nervures paralleles alternes ou distiques (disposées sur deux rangs le long de

la tige). Au point d’attache de la gaine de la feuille se trouve une membrane mince et transparente

E

(Ligule) comportant deux petits appendices latéraux (Oreillettes).
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Le systeme racinaire est composé de deux systemes radiculaires successifs.

e Le systeme séminal (racines primaires), seul fonctionnel de la levée au début du tallage.
Ces racines sont d’origine embryonnaire. Ce systéme est constitu¢ d’une racine
principale et deux paires de racines latérales, soit cing racines ; éventuellement une
sixiéme racine qui peut se développer. Les racines de ce systéme sont au nombre de six,
rarement sept (Hazmoune, 2006).

e Le systeme adventif (racines secondaires), c¢’est un systéme de racines coronaires ou
systeme de racines de tallage. Il se forme dés le tallage et se substitue parallelement au
systeme séminal. Il est de type fasciculé bien que moins puissant (Soltner, 2005). Les
racines adventives se forment plus tard a partir des nceuds a la base de la plante et

constituent le systéme racinaire permanent (Clarke et al., 2002).

111.1.2.1.3. Appareil reproducteur

L’inflorescence du blé est un épi. Ce dernier est constitué d’unités de base, les épillets. L épillet
est une petite grappe de un a cinq fleurs enveloppées chacune par deux glumelles (inférieure et
extérieure). La grappe est incluse entre deux bractées ou glumes, les fleurs sont attachées sur le rachis

et sont autogames (Soltner, 2005).

111.1.2.2. Cycle de développement
Le cycle de développement du blé comprend trois principales phases : végétative, reproductrice

et maturation (Fig.2).

a. La période végétative

Elle s’étend de la germination au tallage. La germination est ’ensemble des phénomenes par
lesquels la plantule, en vie ralentie dans la graine mure, commence une vie active et se développe
grace aux reserves contenues dans cette derniére (Mazoyer, 2002).

Elle débute lorsque la gaine commence a absorber de 1’eau (Bill, 2007) et elle se traduit par la
sortie des racines séminales et par la croissance du coléoptile (Boulal et al., 2007).

La levée est notée quand 50% de plantules sont sorties du sol. Pendant cette phase, les jeunes
plantes sont sensibles au manque d’eau qui provoque une diminution du nombre (Karou et al., 1998).

Le tallage comporte 03 principaux stades : début, plein et fin tallage. Cette phase s’amorce a
partir de la quatrieme feuille et elle se caractérise par ’entrée en croissance des bourgeons
différenciés a 1’aisselle de la premicre feuille, dont le bourgeon donnera le maitre-brin (Soltner,

2005). Le fin tallage est celle de la fin de la période vegétative (Gate, 1995).
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b. La période reproductrice

La phase ébauche d’épillets

Selon Boufenar-Zaghouane et Zaghouane (2006), le début de cette phase est marqué par une
différenciation de 1’ébauche d’épillet sur I’apex et par une transformation du bourgeon végétatif en
bourgeon floral. La fin de ce stade est repérée par 1’apparition de deux renflements latéraux qui
apparaissent sur 1’épillet, ce sont les ébauches des glumes (Boulal et al., 2007).

Montaison-gonflement

Selon Baldy (1984), la montaison constitue la phase la plus critique du développement du blé.
Cette phase s’acheéve une fois I’épi prend sa forme définitive a I’intérieur de la gaine de la feuille
étendard qui gonfle (stade gonflement).

Epiaison-floraison (anthese)

L’épiaison se détermine par 1’apparition de 1’épi hors de la gaine de la derniére feuille. Les épis
dégainés fleurissent généralement entre 4 a 8 jours aprés 1’épiaison (Bahlouli et al., 2005).

La précocité de la floraison est un facteur trés important dans les environnements ou les facteurs
limitants hydriques et thermiques sont souvent une contrainte pendant la période de remplissage des
grains (Barbotin, 2004).

c. La période de maturation

Au cours de cette derniere période, I’embryon se développe et I’albumen se charge de substances
de réserves. Mazouz (2006) a mentionné que cette phase se compose de trois étapes successives :

La premiére étape est définit comme une phase de multiplication des cellules du jeune grain
encore vert, elle se termine par le stade laiteux (le grain s’écrase facilement en laissant apparaitre un
liquide blanchatre).

La seconde étape concerne I’accumulation des assimilats, le poids frais des graines continus a
augmenter alors que celui des tiges et des feuilles diminue et se termine par le stade pateux ou le
grain s’écrase en formant une pate.

La derniére période est qualifiée de phase de dessiccation, le grain devient dur et de couleur
jaunatre. C’est le stade de la maturation physiologique (Boufenar-Zaghouane et Zaghouane, 2006).
La période s’achéve par la phase de desséchement du grain qui perd son humidité pour atteindre son
poids sec final (Wardlaw, 2002).
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Figure 2 : Différents stades de développement du blé (Soltner, 2005).




Synthése bibliographique Chapitre I11: Céréales

II1.2. L’orge
111.2.1. Généralités

L’orge est une plante annuelle monocotylédone appartenant a la famille des Poaceae, au genre
Hordeum et a I’espéce H. Vulgare (Boulal et al., 2007). C'est une espece diploide avec un nombre
réduit de chromosomes (2n = HH = 14) et autogame (Kunzel et al., 2000). Lorsque les trois épillets
d’un méme étage florifere sont fertiles, 1’orge est dite a 6 rangs et lorsque seuls deux épillets centraux

sont fertiles, 1’orge est désigné de 2 rangs (Simon et al., 1989 ; Soltner, 2005).

111.2.2. Biologie et cycle de développement
111.2.2.1. Caracteres morphologiques
I11.2.2.1.1. Structure du grain d’orge

Le fruit des graminées est un caryopse ou le grain est soud¢ aux parois de I’ovaire, c¢’est un fruit
sec indéhiscent. Chez I’orge le grain est vétu; le péricarpe du grain se soude aux glumelles (Belaid,
1996 ; Hariri, 2003). La composition du grain d’orge différe assez peu de celle du blé ; sa teneur en

cellulose est un peu plus élevée, en raison de I’existence des glumelles (Guiga, 2006).

111.2.2.1.2. L’appareil végétatif
L’orge est une plante herbacée de petite taille, elle se développe en produisant un certain nombre
d’unités :
Le systeme racinaire : Il est de type fasciculé, composé de deux systémes qui se forment au
cours du développement.
e Un systeme séminal, fonctionnel seul de la leveée au début du tallage. Les racines de ce
systéme sont au nombre de six, rarement sept (Hazmoune, 2006).
e Un systéeme adventif ou coronal, apparaissant au moment ou la plante émet ses talles. Ce
systeme se substitue progressivement au précédent durant 1’avancement du cycle biologique

des céréales a paille. 1l est de type fasciculé (Soltner, 2005).

Le systeme aérien

a. La tige, sur la partie aérienne des céréales, on distingue une tige principale « le maitre-brin »
et des tiges secondaires « les talles » qui naissent a la base de la plante (Gomez- Macpherson, 2001).
Quant aux entre-noeuds et selon Belaid (1996), ils sont creux chez les blés tendres, 1’orge et 1’avoine,
et pleines chez les blés durs.

L’orge est caractérisée par un fort tallage supérieur a celui du blé et un chaume plus faible,

susceptible a la verse par rapport a celui du ble (Boulal et al., 2007).
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b. Les feuilles, sont a nervures paralleles et formées de deux parties : la partie inferieure
entourant la jeune pousse ou la tige : c’est la gaine, la partie supérieure en forme de lame : c’est le
limbe qui possede a sa base deux prolongements arqués glabre, embrassant plus ou moins
complétement la tige ; les oreillettes ou stipules. A la soudure du limbe et de la gaine se trouve une
membrane non vasculaire entourant, en partie, le chaume : la ligule qui est bien développée (Gomez-
Macpherson, 2001).

111.2.2.1.3. L appareil reproducteur

L’orge est autogame. Son inflorescence est un épi composé d’unités morphologiques de base :
les épillets « groupes de fleurs » enveloppées de leurs glumelles et incluses dans deux bractées ; les
glumes (Belaid, 1996 ; Gomez- Macpherson, 2001).

111.2.2.2. Le cycle de développement

L'orge (Hordeum vulgare L.) est une plante annuelle herbacée, effectuant son cycle évolutif en
trois grandes périodes (période végétative, période reproductrice et période de maturation). Les
mécanismes végétatifs et reproducteurs de blé dur et d’orge, de la germination a la maturation du

grain, sont identiques (Soltner, 2005).
Les différences les plus marquées concernent I’orge :

e Une organisation plus forte au tallage avec une paille souvent plus fragile ;
e Un cycle semis-maturité souvent plus court ;

e Une capacité de survie au froid n’atteignant généralement pas celle des blés (Gallais et

Bannerot, 1992).

a. La période végétative

S'étend de la germination au tallage. Cette période, elle-méme est subdivisée en trois stades
principaux :

Phase semis-levée

Elle débute par le passage du grain de I'état de vie ralentie a I'état de vie active au cours de la
germination qui se traduit par I'émergence de la radicule et des racines séminales et celle de la
coléoptile. Des que la premiere feuille a percé la coléoptile, ce dernier s'arréte de croitre et se
desseche (Boufenar-Zaghouane et Zaghouane, 2006). La réalisation de cette phase dépend des
facteurs propres a la semence (faculté et énergie germinatives) et dse facteurs extérieurs (température

et humidité du sol).
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Phase levée-début tallage

La premiére feuille fonctionnelle s'allonge, puis la deuxiéme, jusqu'a la quatrieme toutes en
position alterne. Celles-ci, imbriquées les unes contre les autres, partant toutes une zone proche de la
surface du sol appelée plateau de tallage, constituée par I'empilement d'un certain nombre d'entre-
noeuds et reliées a la semence par le rhizome (Giban et al., 2003).

Phase début tallage- début montaison

Elle se caractérise par I'entrée en croissance des bourgeons différenciés a l'aisselle de la premiére
feuille, dont le bourgeon donnera le maitre brin. Le nombre de talles émises par plante est en fonction
de I'espece, de la variété, du climat, de lI'alimentation de la plante en azote et de la profondeur de
semis (Hadria, 2006).

b. La période reproductrice

Selon Boufenar-Zaghouane et Zaghouane (2006), le début de cette phase est marqué par une
différenciation de I'ébauche d'épillet sur lI'apex (stade A), ce stade marque la transformation du
bourgeon végétatif en bourgeon floral. Le stade B est repéré par I'apparition de deux renflements
latéraux qui apparaissent sur I'épillet, ce sont les ébauches des glumes. Dés le début de la montaison,
les pieces florales se différencient : glumelles (inférieure et supérieure), organes sexuels (étamines et
stigmate); et en paralléle, la tige et I'inflorescence s'allongent. Les apex des talles différencient des
ébauches d'épillets puis des piéces florales et montent : c'est le tallage épi. Au stade gonflement,
I'inflorescence monte en grossissement dans les gaines des différentes feuilles. Ainsi, la gaine de la
derniére feuille s'allonge et gonfle. Peu apres, I'inflorescence sort de la gaine de la derniére feuille :
c'est le stade épiaison. La fécondation et I'anthese suivent de quelques jours I'épiaison.

c. La période de maturation

Au cours de cette derniere période, I'embryon se développe et I'albumen se charge de substances
de réserves, entrainant une augmentation du volume et du poids des grains. La phase se termine par le
stade laiteux (le grain s'écrase facilement en laissant apparaitre un liquide blanchéatre). Ensuite, le
poids frais des grains continue a augmenter alors que celui des tiges et des feuilles diminue. La phase
se termine par le stade pateux. Le grain a ce stade s'écrase en formant une pate. Enfin, le grain
devient dur et de couleur jaunatre. C'est le stade de la maturation physiologique (Boufenar-
Zaghouane et Zaghouane, 2006).

111.3. Exemples de tolérance des plantes a la salinité
Les plantes different grandement dans leur tolérance a la salinité. La variation de la tolérance a la

salinité des espéces dicotylédones est encore plus grande que celle des especes monocotylédones.
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D’aprés Munns et al. (2006), la tolérance des céréales a la salinité dépend de la variabilité
génétique. L'effet toxique des sels est moins prononcé chez le blé tendre que chez le blé dur. Ce
caractere lui est conféré grace a la présence du Knal, un gene responsable a I'exclusion du sodium.
En outre l'orge, arrive a croitre normalement dans des conditions considérées comme limitantes. En
effet, en plus de I'exclusion de sodium, la plante d'orge utilise un autre mécanisme de tolérance a la
salinité qui est I'emprisonnement des sels, dans un compartiment bien spécifique, dans la feuille. Ceci
non seulement lui épargne leurs effets toxiques mais aussi contrebalance la pression osmotique du sol
(Munns, 2008).

Les espéces tolérantes et en particulier les halophytes accumulent des quantités importantes de
sodium dans la partie aérienne, alors que les racines sont moins riches en sodium que les feuilles
(Flowers et Colmers, 2008), on citant I’exemple de Beta vulgaris (Turan et al., 2009), de I’Atriplex
halimus (Silveira et al., 2009) et de Crithmum maritimum L. (Atia et al., 2011). Beaucoup
d’halophytes dicotylédones nécessitent une concentration assez élevée de NaCl (100 a 200mM) pour
une croissance optimale (Flowers et al., 2010). Alors que chez les glycophytes, comme le haricot,
I’abricotier et ’avocatier, il y a une limitation de la migration du sodium vers les feuilles d’ou des
difficultés d’ajustement osmotique en milieu riche en sels et des troubles d’alimentation au niveau
des racines (Ashraf, 2004).

Presque la totalité de 1’abaissement du potentiel osmotique est due a ’absorption du Na® et du
CI" chez les halophytes et les glycophytes (Hanana et al., 2011). La plupart des plantes exclues le Na*
et le CI" par les racines tandis que 1’eau est captée par le sol (Munns, 2005). Les halophytes,
représentent la flore naturelle des sols trés salins, sont capables de maintenir cette exclusion a des
salinités plus élevées que les glycophytes. Par exemple, I’espéce Hordeum marinum, exclut a la fois
le Na" et le CI” au moins jusqu’a 450mM de NaCl (Garthwaite et al., 2005).

Parce que la salinité est une caractéristique commune des régions arides et semi-arides, qu’il
n’est pas étonnant que les plantes développent des mécanismes pour tolérer le faible potentiel d’eau
des sols causé par la salinité et la sécheresse, ainsi la tolérance au stress osmotique est une

caractéristique majeure des glycophytes et des halophytes.
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Expérimentation 01 : Isolement et identification des champignons endophytes

I.1. Conduite de ’essai

Cette étude avait pour objectif d’isoler et d’identifier les champignons endophytes hébergeant les
plantes spontanées poussant en milieux salés. Les champignons endophytes, isolés a partir des
racines des especes collectées, ont été identifiés par les différentes méthodes recommandeées ;
morphologiques : macro et microscopiques et moléculaire suite a un séquencage des régions ITS et
18S de I’ADN; fongique.

Les différents travaux ont éte realises au niveau des laboratoires de protection des végétaux,
Université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem et de généetique moléculaire de la faculté

d’Agronomie de I’Université Ain Shams, Le Caire, Egypte.

1.2. Site d’échantillonnage

La zone d'échantillonnage est située a Relizane (Fig.3), Ouest algérien (Lat. 35°47°46”N, Long.
0°33’11”, Alt. 50m). Celle-ci est formée de trois parcelles a différents degrés de salinité (Parcelle 1:
salinité < 4dS/m ; Parcelle 2: salinité de 4 a 8dS/m ; Parcelle 3: salinité de 8 a 16dS/m), a partir

desquelles la collecte des especes végétales spontanées a été effectuée (Fig. 4).

Légende
(7 Parcelle expéerimentale

Figure 3: Localisation géographique de la zone d’étude (Google Earth, 2017).
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Figure 4: Carte de salinité de la zone d’étude (INSID, 2008).

1.3. Matériel végétal

Afin d’assurer un bon isolement des champignons endophytes, le choix des espéces végétales
spontanées a été porté exclusivement sur des plantes fraiches (Devaraju et Satish, 2010), saines et
matures. Aprés préléevement, les échantillons sélectionnés ont été mis dans des sacs en plastiques

stériles et transportés immédiatement au laboratoire (Khan et al., 2007).

1.4. Méthodes
1.4.1. Choix et traitement des racines

Une partie de la zone piliféere a été préleveée et découpée en petit fragments (5mm). Les
fragments ont éte stérilisés superficiellement suivant la méthode de Larran et al. (2007). Elles ont été
traitées en série par : I’eau de robinet pour 10min, I’eau de javel (NaOC]) : (I’hypochlorite de sodium
5%) pendant 3min et rincées a I’eau distillée stérile trois fois pendant 1min chacune, dans le but

d’éliminer les traces du désinfectant (Rubini et al., 2005) et enfin séchées sur du papier filtre stérile.

1.4.2. Isolement, purification et conservation des champignons endophytes

L’isolement a été effectué selon la méthode de fragment de racines de petites tailles décrite par
Huang et al. (2007).

Les fragments ont été placés aseptiqguement dans des boites de Pétri (90mm de diamétre)
contenant un milieu de culture standard PDA préalablement passé a 1’autoclave a 121° C pendant
15min et supplémenté aseptiquement avec 15ml/l d’amoxilline (0,1g d’amoxilline/100ml d’eau
distillée) pour inhiber la croissance bactérienne, a raison de 3 racines/boite/espéce répétée 3 fois. Une

fois ensemencées, les cultures ont été incubées a 1’obscurité dans une étuve a 24° C, pendant 7 jours
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ou un contréle quotidien a été effectué afin de suivre le développement des colonies résultants. Les
colonies développées ont été observées, transplantées et au besoin purifiées.

Chaque champignon développé sur les fragments des racines a été isolé, purifié par des
repiquages successifs pour I’identification et conservé sur du PDA en culot a 4° C. Un repiquage tous
les 2 mois est nécessaire (Pimentel et al., 2006). Le pourcentage de colonisation a été calculé en

utilisant la formule suivante :

PC=Nc¢/Ntx 100

Le nombre de segments colonisés (Nc) par des endophytes/nombre total des segments (Nt) x 100
(Pimentel et al., 2006).

1.4.3. Identification des isolats fongiques endophytes

Les champignons endophytes isolés ont été identifiés par des méthodes morphologiques et
moléculaires.
1.4.3.1. Identification morphologique

Identification macroscopique

L’identification a été faite a 1’ceil nu, en se basant essentiellement sur les caractéristiques des
cultures telles que 1’aspect général de la surface de la colonie, sa texture et sa pigmentation
(Suryanarayanan et al., 2003).

Identification microscopique

Elle a été effectuée suite a une observation moyennant un microscope optique (Bently, Labscope,
LW Scientifique 200), en tenant compte des caracteres morphologiques des hyphes : cloisonnement,
coloration et des formes reproductrices : fructifications, formes et couleurs des spores (Kim et Baek,
2011), et en se référant également a la clé d’identification de Barnett et Hunter (1998).

La sporulation facilite I’identification des champignons endophytes. En cas d’absence de
sporulation, les caractéristiques des cultures telles ’aspect général de la surface de la colonie, la

texture et la pigmentation des hyphes ont été prises en considération.

1.4.3.2. Identification moléculaire

Extraction de ’ADN fongique

L’extraction de ’AND du mycélium des souches isolées a été effectuée selon la méthode
développée par Moller et al. (1992). Un fragment mycélien (2-3mm) a été récuperé aseptiqguement et
broye dans des tubes Eppendorf de 2ml, contenant 500ul de tampon de lyse CTAB a 2% (20mM
EDTA, 0,1M Tris-HCL pH 8, 1,4M NaCl, 2% CTAB et 0,1% B-mercaptoethanol) et 20ul de solution
de Protéinase K. Le mélange a été incubé a 56° C, puis centrifugé pendant 3min a 12000 rpm. Un

volume égal d’alcool chloroforme-isoamyl (4:1) a été ajouté au surnageant. Apres homogeénéisation
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du mélange et centrifugation a 12000 rpm pendant 5min, le surnageant a été récupéré dans un
nouveau Eppendorf stérile avec 1ml d’Ethanol absolu (-20° C). Les échantillons ont été maintenus a
-80° C pendant une heure puis centrifugés a 4° C pendant 10 minutes. Aprés récupération de la phase
supérieure, le culot contenant I’ADN a été lavé avec 1ml d’Ethanol 70% a froid (-20° C) et centrifugé
a 4° C pendant 10min. Le surnageant jeté et le culot a été remis en suspension dans 50ul de tampon

TE et conservé a -20° C. La qualité de I'ADN a été évaluée par électrophorése sur gel d'agarose a 1%.

Amplification de ’ADN par réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Les amorces universelles ITS1/ITS2 et NS1/NS7 (Annexe 1) ont été utilisées pour effectuer
I’amplification par PCR de la région ITS (Internal Transcribed Spacer) et du géne 18S de I’ADN,
fongique, respectivement. La réaction d’amplification a été réalisée dans un volume réactionnel de
50ul contenant 25ul de Taqg DNA polymerase 2X, 1ul (10mM) d’amorce en avant (ITS1/NS1), 1ul
d’amorce en inverse (ITS2/NS7) et 22ul H,O. Un ul d’ADN (50-100ng) a €té ajouté, en dernier, au
mélange réactionnel. L’amplification a été controlée sur gel d’agarose 1,8%.

Les produits de PCR (Polymerase chain reaction) ont été purifies en utilisant le kit de
purification des fragments d’ADN (DNA fragment purification kit). Le séquencage a été réalisé dans

les deux directions (en avant et en inverse) par Macrogen (Holland).

Analyse des séquences

Les champignons ont été identifiés par une analyse de similarité en utilisant 1’outil BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (Altschul et al., 1997), pour comparer les données des séquences
ITS et 18S a celles déposées dans la base de données des séquences génétiques (NCBI GenBank).
Les alignements des séquences ont été effectués en utilisant le programme de BioEdit Sequence
Alignment Editor v.7.2.3 (Hall, 1999). Les analyses phylogénétiques ont été effectuées par la
méthode NJ (The neighbor-joining) et le test bootstrap (Kumar et al., 2004).
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Expérimentation 02 : Effets des champignons endophytes sur la réeponse de blé dur et de I’orge

sous stress salin, au stade germination

I1.1. Conduite de P’essai
Cet essai a été conduit afin d’évaluer l'impact de l'infection induite par les champignons
endophytes, sur la tolérance au stress salin de deux espéces de céréales : blé dur (Triticum durum

Desf.) et orge (Hordeum Vulgare L.), au stade germination.

L’expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire de protection des végétaux, unité

culture in vitro a I’Université Abdelhamid 1bn Badis de Mostaganem.

11.2.Matériel végeétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude a été, aimablement, fourni par I’Institut Techniques
des Grandes Cultures (1.T.G.C) de Tiaret. Il s’agit de SIMENTO pour le blé dur et SAIDA;g3 pour
I’orge (Tab.2).

Tableau 2 : Origine des génotypes utilisés dans 1’étude.

Plantes Génotypes Origines Cycle végetatif

Blé dur SIMETO IEC (Italie) Semi-précoce

Orge SAIDA g3 Locale (Algérie) | Semi-précoce
11.3. Méthodes

11.3.1. Mise en germination des semences

Le dispositif expérimental utilisé dans cette étude est a deux facteurs étudiés en randomisation
totale avec 5 répétitions pour chacun des traitements (Fig.5).

Les graines de blé dur (Triticum durum Desf.) et d’orge (Hordeum Vulgare L.) ont été, d’abord,
désinfectées avec 1’hypochlorite de sodium 5% pendant 10min, puis rincées soigneusement a 1’eau
distillée a trois (03) reprises. Laissées sécher a I’air libre pendant 30min, les graines ont été
transférées dans des boites de Pétri (@ 90mm) tapissées de deux couches de papier filtre puis mises a
germer a 1’obscurité pendant 4 jours, dans un phytotron (BINDER) réglé a une température de 25°C.
Les graines ont subi quatre séries de traitements: le témoin (les graines ont recu uniquement de I'eau
distillée), les contréles de traitements de stress salin (400, 600 et 800 meg/L), les graines traitées par
les différents champignons endophytes préalablement identifiés (Alternaria chlamydospora,
Embellisia phragmospora, Phoma betae, Fusarium equseti, Fusarium graminearum et Chaetomium
coarctatum), et I'inoculation par les champignons sous stress salins. Les souches de champignons

endophytes ont été inoculées par une solution de suspension de spores & raison de 10’ spores/ml.
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Préparation des solutions salines
La solution saline a été préparé avec du chlorure de sodium “NaCl” a trois concentrations
différentes (400, 600, et 800 meqg/l).
Pour préparer une concentration de 400 meg/l de NaCl :
NaCl ___, Na" +CI | 1000meq _—, 58,59 de NaCl
Imol __, 1mol + 1mol 400meq _—, X

Sachant que : 1 eq = 1000 meq
I X = 58,5X400 I X = 23,49

1000

Alors, on a ajouté 23,4g de NaCl a 1 litre d’eau distillée.

La méme opération a été adoptée pour les autres concentrations (600 et 800 meg/l).

Préparation de I’inoculum : Suspension de spores

Les cultures sont incubées 07 jours a I’obscurité, la suspension de spores de chaque espéce est
obtenue par raclage de la surface de cultures chargée de conidies a 1’aide d’une spatule métallique. La
suspension résultante est filtrées sur de la mousseline pour séparer les conidies des fragments

mycéliens, la solution ainsi obtenus est ajustée avec de I’eau distillée stérile.
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Figure 5 : Dispositif expérimental | : Germination du blé dur et de 1’orge.
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11.3.2. Parametres suivis
1. Cinétique de germination
Le nombre de graines germées a ¢été compté quotidiennement jusqu’au 4¢me jour de
I’expérience.
2. Taux de germination finaux
Les données ont été récapitulé aprés 96h de mise en germination et exprimé par le rapport :
(Nombre de graines germées / Nombre total de graines)*100.
3. Longueurs des radicules des coléoptiles
Mesurées apres 128h de mise en germination.
4. Nombre des racines
Comptage du nombre des racines élaborées par chaque graine aprés 128h de mise en

germination.

11.4. Analyses statistiques

Les données des traitements ont ét¢ examinées par ’analyse de la variance (ANOVA). Les
résultats sont présentés en moyennes * écarts types. Le test de Student-Neuman-Keuls est utilisé pour
comparer ces moyennes, lorsque ’ANOVA montre une signification. P < 0,05 indique un effet

significatif.
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Expérimentation 03 : Analyse des effets des champignons endophytes sur le blé dur et I’orge

cultivés sur sols salés

II1.1. Conduite de I’essai

Cette étude a eté réalisée au niveau de la serre de la ferme expérimentale du département
d’Agronomie, Université de Mostaganem, située dans la commune de Mazagran a environ 5SKm au
nord-ouest de la ville de Mostaganem (Lat. 35°53°33.25”N, Long. 0°05°08.32”, Alt. 147m), et au
laboratoire de protection des végétaux, unité culture in vitro (ex ITA), Université Abdelhamid Ibn
Badis, Mostaganem.

111.2. Protocole expérimental
111.2.1. Matériel végétal

Les différents essais portent sur le matériel végétal décrit dans I’essai II. Un génotype de blé
dur : SIMETO et un génotype d’orge : SAIDA 3.

111.2.2. Sols

Les sols proviennent de la zone utilisée pour la collecte des espéces de plantes spontanées, a
partir desquelles I’isolement des champignons a été effectué¢ (Expérimentation 01). Trois types de
sols ont ét¢ employés. Les analyses de ces supports ont été effectuées par I’Institut National des Sols,
de I’Irrigation et du Drainage (INSID) localise a EI Matmar, Wilaya de Relizane, Ouest Algérien

(Tab. 3 et 4).
Tableau 3: Quelques caractéristiques des sols utilisés (INSID, 2008).

N° Profil Profil Calcaire Total | Calcaire Actif (%0) Matiére CE
(cm) (%) Organique(%o) (dS/m)

P1hl 0-30 14 6 2,64 18
P1h2 30-60 12,73 55 0,105 2,5
P1h3 60-100 11,86 4,12 0,74 4
P1h4 100-130 9,76 5,25 1,05 2,3
P1h5 >130 12,31 3,5 0 2
P2hl 0-20 10,18 8,5 1,69 2
P2h2 20-50 10,18 9,12 1,69 2,7
P2h3 50-80 8,06 4 0,105 8
P2h4 80-100 13,58 6,87 1,05 10
P2h5 100-180 14 8 0,75 2,5
P3h1 0-15 12,31 5,75 2,75 3
P3h2 15-30 11,46 5,75 1,37 4,8
P3h3 30-45 13,16 5 1,48 14
P3h4 45-85 10,18 4,12 0,95 4,9
P3h5 >85 6,36 2 1,16 8




Etude expérimentale Chapitre I: Matériels et méthodes

Tableau 4: Niveaux de salinité et structure des sols utilisés (INSID, 2008).

Sols utiliseés | Parcelles de prélevement Caractéristiques des sols

Sol faiblement salé en surface et salé en profondeur ;
Présence d’une couche de sable entre 130 et 295¢m,;

Sol 01 Parcelle faiblement salée | Présence de taches d’oxydoréduction a partir de 60cm dej
Salinité < 4dS/m profondeur;

Présence d’une couche imperméable (marne) a 295cm.

Sol salé sur tout le profil avec de fortes accumulations de
sels en profondeur ;

Parcelle moyennement Présence d’une couche de sable entre 100 et 230cm;

Sol 02 salée Présence de taches d’oxydoréduction a partir de 80cm de
Salinité de 4 &4 8dS/m profondeur;

Présence d’une couche imperméable (marne) a 230cm.

Sol trés salé sur tout le profil avec de fortes
accumulations de sels & 30cm de profondeur;

Parcelle fortement salée | Présence d’une couche de sable entre 85 et 250cm;

Sol 03 Salinité de 8dS/m a Présence de taches d’oxydoréduction a partir de 45cm)|
16dS/m de profondeur;

Présence d’une couche imperméable (marne) a 250cm.

I11.2.3. Installation de I’essai

Les graines du blé dur (SIMETO) et d’orge (SAIDA1g3) ont été désinfectées dans une solution
d’hypochlorite de sodium 5% et rincées a trois reprises avec de I’eau distillée. Elles ont été, ensuite,
mises en germination dans des boites de Pétri sur papier absorbant imbibé d’eau distillée (pour le
témoin) et de la solution des différents champignons préalablement identifiés (Alternaria
chlamydospora, Embellisia phragmospora, Phoma betae, Fusarium equseti, Fusarium graminearum
et Chaetomium coarctatum) et enfin placées dans un phytotron (BINDER) réglé a 25° C, a
I’obscurité pendant 24 heures. Les graines ont été repiquées dans des cylindres en PVC de 19cm de
diamétre et 50cm de longueur, remplis de sols (sol faiblement salé, sol moyennement salé et sol
fortement salé). Les essais ont été conduits dans la serre verriere de la ferme expérimentale du
25.01.2017 au 06.05.2017. Les cylindres ont été disposés en trois lots (Fig.6). 1ls ont été irrigués a la

capacité au champ jusqu’a la fin de I’expérimentation. Les deux génotypes ont éte répétés 03 fois au

@

niveau des différents traitements a raison de 10 graines/cylindre, soit un total de 144 cylindres.




Etude expérimentale Chapitre I: Matériels et méthodes

[ Sans champignon ] [ ED ] [ AC ] [ PB ] [ FE ]

e —— — — | —
E — = L —— E = - —
1 7 10 11 1% 13 14 15
i

G

[ EP+AC+PB-FE~CC-FG ]

-——--— — |
] (=] H

Lot 01 : Sol faiblement salé.

) (71 (=) ) C—= )

] [ EP+AC=PB+FE+~CC~FG ]
—
Lot 02 : Sol moyennement salé.

U
U

6 17

it

-'I

J

e G | S | G — | = )

— —— —— ——
“ | =0 |2 - - - - ] =
H

CC ][ EP+AC+PB+EF+CC+FG ]

-——- ——
— H

Lot 03 : Sol fortement salé.

64 i3

v

Figure 6: Dispositif expérimental 11 : Mise en culture sous serre.
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111.2.4. Mesures effectuées
111.2.4.1. Parametres morphologiques

Avant de procéder aux mesures, les racines ont été lavées avec ’eau distillée, apres avoir été
séparés de la terre. Les parametres étudiés sont :

e Pourcentage de levée ;

e Longueur de la racine principale ;

e Hauteur de la plante ;

e Surface foliaire; La surface des feuilles a été calculée classiquement par le produit des

longueurs et largeurs maximales affecté du coefficient 0,75 (Li et al., 2004) ;
e Masse de la matiére séche des parties, aérienne (MSPA) et racinaire (MSPR), exprimée en

gramme, a été déterminée apres séchage a 1’étuve a 80° C, pendant 48 heures.

111.2.4.2. Parametres physiologiques
a. Teneur relative en eau

L’état hydrique de la plante a été évalué par la mesure de la teneur relative en eau (TRE). Cette
derniére a été mesurée sur I’avant derniere feuille, celle bien développée, a partir de la méthode de
Scippa et al. (2004). La feuille a été prélevée a la base du limbe et immédiatement pesée, constituant
le poids frais (Pf). La partie sectionnée de la feuille a été, ensuite, trempée dans I’eau distillée et
placée a I’obscurité a une température de 4° C, pendant 12 heures. A nouveau repesée donnant le
poids en pleine turgescence (Ppt). La matiére séche (Ps) a été obtenue par passage a 1’étuve (80° C

pendant 48 heures). La teneur relative en eau a été déterminée par la relation suivante :

TRE = ((Pf - Ps) / (Ppt — Ps)) x 100

b. Dosage des éléments minéraux Na' et K*

L’analyse minérale des tissus végétaux constitue un moyen pour évaluer 1’état nutritionnel des
plantes, elle a été effectuée selon la méthode décrite par Chapman et Pratt (1961). L’analyse a porté
sur le dosage du sodium et de potassium des feuilles prises au stade épiaison.

Les échantillons a analyser ont été séchés dans une étuve a 80° C, pendant 48h puis broyés.
Apres refroidissement, 50mg de matiére séche ont été placés dans des creusets, puis mis dans un four
a moufle dont la température a été augmentée progressivement pour atteindre 600° C. L'opération
dure environ 6 heures. Apres refroidissement, les cendres récupérées ont étés soumises a une attaque
acide en présence de 4ml d’acide nitrique 35%, et les creusets ont été placés sur un bain de sable
jusqu’a dissolution compléte de la matiére organique. Aprés évaporation compléte du solvant, les

¢léments minéraux ont été remis en suspension dans 10ml d’acide chlorhydrique (HCI) 0,1N et filtrés
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avec un papier filtre Wattman #1. Les résultats ont été obtenus aprés analyse par photométrie a

flamme (Jenway PFP7 Clinical Flame Photometer).

111.2.4.3. Parametres biochimiques
a. Dosage des sucres solubles

Les sucres simples ont été dosés par la méthode de Schields et Burnett (1960). Le principe de la
réaction est basé¢ sur la condensation des produits de dégradation des oses neutres par 1’acide
sulfurique. Ce dernier tres concentré, transforme a chaud les oses en dérivés du furfural qui donnent
une coloration bleu vert avec 1’anthrone.

Cent milligrammes de feuilles (100mg) ont été introduits dans des tubes a essai contenant 5,25ml
d’éthanol 80% pendant 24 heures. L’extrait obtenu a été dilué 10 fois avec 1’éthanol 80%. De la
solution obtenue, 2ml ont été prélevés, auxquels sont ajoutés 4ml de réactif composé de 29
d’anthrone pure + 1000ml d’acide sulfurique (H2SO,). Le réactif d’anthrone doit étre préparé 4
heures avant la réalisation des essais. L’ensemble a été délicatement mélangé et maintenu dans la
glace fondante. Aprés agitation, les tubes ont été placés au bain marie a 92° C pendant 8mn, puis
refroidis pendant 30mn a ’obscurité. L’absorbance a été lue a une longueur d’onde A = 585nm au
spectrophotometre (Jenway 6715 UV/Vis spectrophotometer) aprés étalonnage de 1’appareil par une
solution contenant 2ml d’éthanol 80% + 4ml de réactif d’anthrone ; la teneur en sucres solubles des

échantillons était exprimée en mg/g de MF en référence a une gamme étalon de glucose.

b. Dosage de la proline

La proline est I'un des vingt principaux acides aminés qui entrent dans la constitution des
protéines. La proline est facilement oxydée par la ninhydrine, c’est sur cette réaction que se base le
protocole de mise en évidence de la teneur en proline dans les échantillons foliaires (El Jaafari,
1993). La méthode utilisée pour la quantification de la proline est celle de Troll et Lindsley (1955).

Cent milligrammes (100mg) de matiére végétale fraiche ont été placés dans des tubes a essai
auxquels on a ajouté 2ml de methanol a 40%. Le tout a été chauffé dans un bain mari a 85° C,
pendant 1 heure. Afin d’éviter toute volatilisation de [D’alcool, les tubes ont été fermés
hermétiquement lors du chauffage. Apres refroidissement, 1ml d’extrait a été additionné a 1ml
d’acide acétique (CH3COOH) et 1ml de réctif, préparé par un mélange fait de 120ml d’eau distillée,
300ml d’acide acétique, 80ml d’acide orthophosphorique (H3PO,) et 25mg de ninhydrine (CgHgO4).
L’ensemble a été porté a ébullition pendant 30mn a 100° C, jusqu’au virage au rouge.

Aprés refroidissement, 5ml de toluéne ont été ajoutés a la solution. Deux phases ont été

distinguées apres agitation : une phase supérieure organique contenant de la proline (Rouge) et une

E

phase inférieure sans proline (Transparente).
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Aprés avoir éliminé la phase inférieure, la phase supérieure a été recupérée et déshydratée par
I’ajout d’une spatule de Sulfate de Sodium Na,;SO, (Elimination de 1’eau qu’elle contient).

La densité optique des échantillons a été déterminée a 1’aide d’un spectrophotométre (Jenway
6715 UV/Vis spectrophotometer) réglé a une longueur d’onde de 528nm, en utilisant le toluéne
comme blanc. Les valeurs obtenues ont été converties en taux de proline (mg/g de MF) en référence

a une gamme étalon de proline.

c. Extraction et dosage des pigments Photosynthétiques
L’extraction des pigments photorécepteurs des tissus foliaires a été réalisée par la méthode
d’Arnon (1949). 100mg de matiére végétale fraiche ont été coupés en petits morceaux et broyés a sec
puis dans 5ml d’acétone 80% et quelques milligrammes de carbonate de calcium (CaCO3). Apres
broyage total, I’extrait a été filtré a 1’aide d’un papier filtre de type Wattman #1. Le dosage a été fait
a I’aide d’un spectrophotométre (Jenway 6715 UV/Vis spectrophotometer) réglé a des longueurs
d’onde de I’ordre de : A = 645nm, 663nm pour la détermination de la teneur en chlorophylles a et b et
A =480nm pour les caroténoides, aprés étalonnage de 1’appareil avec I’acétone 80%.
Les teneurs en chlorophylles (a), (b), (a + b) et caroténoides, sont données a partir des formules
suivantes et exprimées en (ug/g de MF) :
eChla =12,7.DOgg3 — 2, 69.DO¢45
e Chlb = 22,9.D0¢45 — 4,86.DOgg3
e Chla + Chlb = 8,02.DOgg3 + 20,20.DOg45
e Cart = [(100.DOg4gp) — (3.27.(Chla) — 104.(Chlb)]/229.

111.3. Analyses statistiques

Les données des différents parametres ont été examinées par I’analyse de la variance (ANOVA).
Les résultats sont présentés en moyennes + écarts types. Le test de Student-Neuman-Keuls est
utilisé pour comparer ces moyennes, lorsque I’ANOVA montre une signification. P < 0,05 indique

un effet significatif.
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e Résultats

Expérimentation 01 : Isolement et identification des champignons endophytes
1.1. Espéce végetales collectées
L’isolement des champignons endophytes a été effectué a partir des racines de huit (08)
différentes especes spontanées collectées a partir de trois parcelles a salinité différentes (Tab.5 et
Fig.7).
Tableau 5 : Espéces végétales collectées et nombre de champignons endophytes isolés.

Parcelles  Nombre des espéces Noms scientifiques Nombre de champignons
végétales collectees des especes endophytes isolés

01 01 Avena fatua L. 02
Beta macrocarpa Guss. 01
Anabasis prostrata Pomel. 02
02 05 Avena fatua L. 01
Salsola oppositifolia Desf. 01
Lolium rigidum Gaudin. 01
03 02 Salsola oppositifolia Desf. 01
Suaeda fruticosa L. 01

Avena fatua Beta macrocarpa Anabasis prostrata
(Amaranthaceae)

Yl “;;
: S il e RN Y9 ! 3
Lolium rigidum Salsola oppositifolia Suaeda fruticosa
(Poaceae) (Amaranthaceae) (Amaranthaceae)

Figure 7: Especes végétales spontanées étudiées.
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1.2. Pourcentage de colonisation

On a isolé un ensemble de 10 isolats fongiques a partir des trois parcelles. En effet la parcelle
moyennement salée (de 4 a 8dS/m) représente 60% avec 6 isolats; en deuxiéme position, les
parcelles faiblement (<4dS/m) et fortement salées (de 8 a 16dS/m) avec 2 isolats chacune (Soit un
pourcentage de 20% pour chaque parcelle).

Dans la présente étude, 66 racines fragmentées des especes végétales collectées ont été
ensemencées. Aprés quelques jours d’incubation, les premiers champignons endophytes
commencaient a pousser a partir des racines; 34 racines au total étaient infectées, ce qui représente un
taux d’infection égale a 51,51%. Le pourcentage de colonisation varie entre les espéces, notant que le
nombre de racines infectées est resté inchangé aprés sept jours d’incubation.

Les résultats obtenus indiquent que la fréquence de colonisation varie d’une espéce a une autre
(Fig.8). Celle-ci totalise, chez les espéces Salsola oppositifolia collectée a partir de la parcelle
fortement salée et Anabasis prostrata (100%). Les espéces Avena fatua isolée a partir de la parcelle
moyennement salée et Beta macrocarpa ont inscrit la méme fréquence de colonisation avec 33,3%.
Les plus faibles valeurs de colonisation ont été estimées a 22,2% et 11,1% chez Avena fatua collectée
a partir de la parcelle faiblement salée et Suaeda fruticosa, respectivement. Un fort taux de
colonisation a été observé chez Salsola oppositifolia collectée a partir de la parcelle moyennement
salée et Lolium rigidum avec 88,9% et 77,8% respectivement.

Ensuite, un fragment mycélien a été prélevé de chacun des champignons isolés, avec une anse
stérile et repiqué sur du PDA neuf. Certains, pour qu’ils soient purifiés, ont fait I’objet de plusieurs
repiquages. Ainsi, pour une meilleure conservation a 4° C, les champignons endophytes purifiés ont

été repiqués une derniére fois sur du PDA en gélose inclinée.
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Figure 8 : Pourcentage (%) de colonisation des différentes espéces collectées (AF): Avena
fatua ; (BM): Beta macrocarpa; (AP): Anabasis prostrata; (SO): Salsola oppositifolia ;
(LR): Lolium rigidum et (SF): Suaeda fruticosa par des champignons endophytes.
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1.3. Identification des isolats fongiques
1.3.1. Identification morphologique
Apres isolement d’une collection de 10 isolats, en se basant sur 1’aspect des colonies et la
morphologie des fructifications, 7 groupes phénotypiques ont été distingués. L’étude morphologique
menée par des observations macro et microscopiques de I’ensemble des champignons, portant sur les
caracteres culturaux (aspects du mycélium aérien, pigmentation du thalle et du mycélium sur milieu
PDA), ainsi que les caractéristiques des spores (conidies et chlamydospores), a permis d’identifier
uniquement un seul genre : Fusarium sp; champignon n° 07, isolé a partir de I’espéce Suaeda
fruticosa.
Champignon 1
Caracteres macroscopiques
e Colonie de couleur gris foncé au noir au recto comme au verso (Fig.9a et b),
e Croissance rapide sur PDA.
Caractéres microscopiques
e Culture difficile a étre caractérisée microscopiquement (Fig.9c).
Champignon 2
Caracteres macroscopiques
e Colonie de couleur blanc-gris au départ, devient rapidement foncée (vert foncé a noir) au
recto (Fig.10a) comme au verso (Fig.10b),
e Croissance rapide sur milieu PDA.
Caractéres microscopiques
e Conidiophores cloisonneés (Fig.10c).
Champignon 3
Caracteres macroscopiques
e Colonie de couleur vert foncé a noir au recto (Fig.11a) comme au verso (Fig.11b),
e Croissance rapide sur PDA.
Caractéres microscopiques
e Conidiophores cloisonnés (Fig.11c).
Champignon 4
Caracteres macroscopiques
e Colonie blanche au recto (Fig.12a) et devient plus tard gris olive et brun foncé a noir au
verso (Fig.12b),

e Croissance lente sur PDA.

E
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Caracteres microscopiques

e Spores unicellulaires (Fig.12c).

Champignon 5

Caracteres macroscopiques

e Mycélium aérien blanc au recto (Fig.13a), devient brun avec I'age et créme au verso
(Fig.13b),

e Croissance lente sur PDA

Caractéres microscopiques

e Macroconidies cloisonnées,

e Absence de microconidies (Fig.13c).

Champignon 6

Caracteres macroscopiques

e Colonies se manifestent sous forme de croissance blanche cotonneuse au recto comme au
verso (Fig.14a et b),

e Croissance rapide sur PDA.

Caracteres microscopiques

e Culture difficile a étre caractérisée microscopiquement (Fig.14c).

Champignon 7 : Fusarium sp

Caracteres macroscopiques

e Mycélium dense et aérien cotonneux (Fig.15a),

e Mycélium blanc au recto (mycelium aérien) et jaune au verso (mycélium en contact avec le
milieu) quand la culture est jeune. La couleur du verso tourne au rouge carmin lorsque la
culture est plus agée (Fig.15b),

e Croissance rapide sur PDA.

Caracteres microscopiques

e Souche ne produisant pas de microconidies,

e Production de macroconidies hyalines et moyennement allongées. Elles sont de forme
Iégerement incurvée,

e Chlamydospores rares ou absentes. Elles sont globulaires, uni ou bicellulaires (Fig.15c).

@
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Figure 9: Aspects macroscopique «recto (a) », «verso (b)» et microscopique (c) du
champignon 1.

Figure 10: Aspects macroscopique «recto (a) », «verso (b)» et microscopique (c) du
champignon 2.

Figure 11: Aspects macroscopique «recto (a) », «verso (b)» et microscopique (c) du
champignon 3.
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Figure 12: Aspects macroscopique «recto (a) », «verso (b)» et microscopique (c) du
champignon 4.

Figure 13: Aspects macroscopique «recto (a) », «verso (b)» et microscopique (c) du
champignon 5.

Figure 14: Aspects macroscopique «recto (a) », «verso (b)» et microscopique (c) du
champignon 6.
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Figure 15: Aspects macroscopique «recto (a) », «verso (b) » et microscopique (c) du
champignon 7 : Fusarium sp.
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1.3.2. Identification moléculaire

Amplification par PCR

Sur la base des données obtenues par électrophorése sur gel d'agarose, les amplifications par
PCR des régions ADNr des isolats par les amorces 1TS1/ 1TS2 et NS1/ NS7 ont permis d’avoir des
séquences d'une taille d’environ 750pb (Fig.16). Les séquences utilisées, dans cette étude,
correspondent aux séquences ITS et séquences du géne 18S de I’ADN, fongique. L'identification des

souches isolées a été confirmée par les séquences ITSI et ITS2 de L'ADN,.

S1 S2 S3 S4 S5 M S6 S7 S1- M S2.S3. S4 S5 S6 S7 «wSl S2 S3 sS4 S5 S6 57851 s2
L= -

S1 S2 S3 S4 S5 S6 M S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S1 S2 S3 S4 S5 S6 ST M

Figure 16: Photos des gels d’¢lectrophorése : (a) Extraction de I’ADN fongique, (b)
Amplification par PCR des séquences ITS et 18S, (c) Purification du produit de PCR pour les
séquences ITS et (d) Purification du produit de PCR pour les séquences 18S.

S1-S7 : souches de champignons endophytes. M : Marqueur de poids d’ADN.

Similarité des séquences

Dans le cadre de la recherche des ressemblances génétiques, chaque séquence des isolats a été
comparée aux séquences de la banque de données (NCBI-GenBank).

En se basant sur les données moléculaires, les souches S1 et S2 ont été identiques a la séquence
ITS de I’espéce Alternaria chlamydospora (KF993329) a 99.5%. Alors que pour I’isolat S3 était
identique & 99,6% avec Embellisia phragmospora avec un numéro d’accession JQ796758. L’isolat
S4 est Phoma betae avec une identité de 99,6% et un numéro d’accession KM249076. Les résultats
du BLAST ont montré que les séquences ITS et 18S de la souche S5 présentent une similarité de
I’ordre de 100% avec Fusarium sp. et une identit¢é de 100% avec 1’espéce Fusarium equiseti.
L’isolat S6 a été identifié comme Chaetomium coarctatum a 99,4% de similarité et avec un numéro

d’accession NR 144822. Les séquences ITS et 18S de I’isolat S7 sont a 99,5% similaires a Fusarium
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sp. et la souche S7 a été identifiée comme Fusarium graminearum avec une identité de 99,8% et un

numéro d’accession KT211545.

Analyse phylogénétique

L’arbre phylogénétique des champignons identifiés est représenté dans la figure 17. L’utilisation

des séquences ITS et 18S de I’ADN; fongique et I’analyse phylogénétique ont permis d’identifier six

(06) souches différentes de champignons endophytes appartenant aux classes Dothidiomycetes (50%)

et Sordariomycetes (50%) (Tab.6): Embellisia phragmospora isolé a partir de I’espéce Avena fatua L.

(Salinité < 4dS/m) ; Alternaria chlamydospora isolé a partir de Beta macrocarpa Guss. et Anabasis

prostrata Pomel, Phoma betae isolé sur I’espéce Anabasis prostrata Pomel, Fusarium equiseti isolé a

partir de I’espece Avena fatua L., Fusarium graminearum retiré de Lolium rigidum Gaudin. (Salinité

de 4 & 8dS/m) ; et Chaetomium coarctatum isolé sur les racines d’Avena fatua L. (Salinité < 4dS/m),

Salsola oppositifolia Desf. (Salinité de 4 a 8dS/m) et Salsola oppositifolia Desf. et Suaeda fruticosa
L. (Salinité de 8 a 16dS/m).

Tableau 6 : La communauté de champignons endophytes associée aux racines des plante:
spontanées poussant en milieux salés.

Souches Séquence Description GenBank  Similarité
Classes Especes accession n°
S1 ITS Alternaria chlamydospora ~ KF993329 99,5%
S2 ITS Dothidiomycetes  Alternaria chlamydospora ~ KF993329 99,5%
S3 ITS Embellisia phragmospora JQ796758 99,6%
S4 ITS Phoma betae KM249076 99,6%
S5 ITS/18S Fusarium equiseti KU377478 100%
S6 ITS Sordariomycetes Chaetomium coarctatum NR_144822 99,4%
S7 ITS/18S Fusarium graminearum KT211545 99,8%
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Figure 17: Relations phylogénétiques entre les champignons endophytes.
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Expérimentation 02 : Effets des champignons endophytes sur la réponse de blé dur et de ’orge

sous stress salin, au stade germination

I1.1. Cinétique de germination

Les taux de germination des graines de blé dur et d’orge ont été enregistrés 24, 48, 72 et 96h
aprées la mise en germination. Les données sont présentées dans les figures 18 (A, B, C et D) et 19 (A,
B, CetD).

11.1.1. BIé dur: Triticum durum Desf.

Les courbes présentant 1’évolution de la germination de blé dur, sous aucune contrainte saline, en
fonction du temps montrent une germination totale des graines témoins (100%), et cela juste 48h
apres la mise en boite. Alors que celle-ci diminue progressivement avec 1’augmentation de la
concentration de NaCl. En effet, un taux de germination de I’ordre de 1% a été observé apres 24h
lorsque les graines ont été exposées a 400meq de NaCl. Un léger redressement a été noté 48h apres,
soit 6% de graines germées. Celui-ci augmente timidement et atteint 9,2% 72h aprés, alors qu’un
maximum de 15,6% a été obtenu en fin d’essai (96h).

Il est a noter qu’au-dela de cette concentration (NaCl = 400meq), les graines de blé ne montrent
aucune aptitude a la germination, malgré les conditions environnantes favorables (Fig.18).

Contrairement aux tests précédents, en absence de sel, plus de la moitié de la population a germé
(>50%) seulement 24h apres le traitement des graines aux champignons endophytes. Ce taux s’éléve
a 80% 48 apres.

Le niveau de germination varie selon I’espece endophyte appliquée. En effet, 72h apres
I’application d’Embellisia phragmospora, toutes les graines se sont montrées actives (100%).
Cependant, Alternaria chlamydospora, Phoma betae, Fusarium equiseti, Chaetomium coarctatum et
Fusarium graminearum ont enregistré des valeurs supérieures a 90%. En fin d’expérimentation
(96h), les taux de germination ont pu atteindre 100% pour les graines de blé dur traitées par Ph. betae
et Ch. coarctatum, 99% en présence des endophytes A. chlamydospora et F. equiseti et 97% chez
celles traitées par F. graminearum.

Dans les conditions saline de 400meq/l de NaCl, un taux de germination supérieur a 50% a été
enregistré chez les graines traitées par les champignons endophytes aprés 24h, a I’exception de celles
inoculées par Ph. betae et Ch. coarctatum inscrivant ainsi des taux de 49,2 et 43%, respectivement.
Les taux de germination des graines de blé¢ dur ne cessent d’augmenter. C’est ainsi que des valeurs
supérieures a 90% ont été atteintes en preésence des endophytes A. chlamydospora, F. equiseti et
F. graminearum et a 80% en présence de Ph. betae, E. phragmospora et Ch. coarctatum, en fin

d’expérimentation.
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Sous stress salin de 1’ordre de 600meq/1, a I’exception de Ph. betae (17%), les observations faites
24h apres I’exposition aux champignons endophytes notent environ 35% de graines germées. Ce
pourcentage ne cessant d’augmenter bien que faiblement pour atteindre des valeurs supérieures a
50% apres 96h de I’application des traitements. Le pourcentage de germination des graines traitées
par Ph. betae reste le plus faible (48,4%).

A D’échelle du traitement conduit a 800meq/l de NaCl, des taux de germination compris entre 7
(F. graminearum) et 24,6% (Ch. coarctatum) ont été observés 24h aprés 1’application des
traitements. Une lIégere augmentation a été enregistrée a travers le temps, la valeur maximale du taux

de germination a été estimée a 49,8% (A. chlamydospora) a la fin de I’expérimentation.

11.1.2. Orge: Hordeum vulgare L.

Comme I’espéce précédente, les courbes de la cinétique de germination des graines d’orge
indiquent, en conditions non stressantes, des valeurs estimées a 81 et 100% apres 24 et 48h du début
de la mise en germination (Fig.19).

Parallelement, une réduction importante a été enregistrée suite a 1’enrichissement du milieu en
NaCl. Dans le lot 400meq/l, de faibles germinations ont été notées lors des premiéres observations,
ce n’est qu'aprés 48h qu’une activation des graines a été observée inscrivant ainsi un taux de
germination de 25,4% (72h), soit un écart de 15,8%, et un maximum de ’ordre de 33,2% a été
observé a la fin d’expérimentation. Hormis ce dernier essai, aucune germination n’a été tolérée au
niveau des lots conduits a 600 et 800meq/I.

Par comparaison, les figures 18B et 19B semblent dévoiler la tolérance de I’orge au stress salin
(400meq/I) par rapport au blé dur, en absence des champignons endophytes.

De méme, en absence de NaCl, I’inoculation des champignons endophytes dans le milieu de
germination a permis d’acquérir une activité remarquable des graines d’orge. En effet, aprés 72h de
traitement des graines par E. phragmospora, A. chlamydospora, Ph. betae et F. equiseti, un pouvoir
germinatif de 100% a été enregistré. Cependant, les graines traitées par C. coarctatum et Fusarium
graminearum n’ont pu atteindre les taux de 100 et 98,4% qu’aprés 96h d’exposition, respectivement.

Comme chez le ble, sous stress salin, la réaction des graines d’orge s’est montrée différente en
présence des champignons endophytes. En se référant aux figures 18 (B, C et D) et 19 (B, C et D),
dans les concentrations salines 400 - 600 et 800meq/l en présence des champignons endophytes, il
parait que la germination des graines d’orge évolue a des taux nettement plus bas comparativement
aux graines de blé dur. Malgré la différence signifiante entre les taux de germination observeés, ceci
laisse penser de I’importance de ces microorganismes dans la stimulation de ce phénomene

physiologique. Par rapport au témoin positif conduit sous 400meq/l de NaCl (4,2%), apres 24h de
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contact, des taux de 37,8 (Ph. betae) — 41,0 (F. equiseti) — 44,4 (F. graminearum) — 48,8 (E.
phragmospora) — 49,8 (C. coarctatum) et 51,6% (A. chlamydospora) ont été observés sous
I’influence des champignons endophytes. Un net accroissement en pourcentage de germination a été
noteé les jours suivants. Les maxima des pouvoirs germinatifs ont été enregistrés aprés achévement de
I’essai (96h). Des résultats probants ont été obtenus avec Ch. coarctatum enregistrant ainsi 91% de
graines germées, suivi d’A. chlamydospora (82,6%) et E. phragmospora (79%). Les données
recueillies par ’application de Ph. betae, F. equiseti et F. graminearum respectivement de 1’ordre de
68,8 - 65,6 et 64,4% sont encourageantes. Dans les mémes conditions, une estimation de 33,2% a été
notée en absence de champignons endophytes.

Au niveau de I’essai 600meq/l, la germination a démarré 24h aprés I’application des traitements,
avec des taux faibles, mais supérieures & ceux obtenus sur le non traité. Aprés 96h de mise en
germination, hormis F. graminearum (24,2%), les résultats avoisinent 40% de germination.

Une importante réduction du pourcentage de germination a été enregistrée sous stress salin
800meq/l. Elle s’est montrée trés lente a travers le temps en présence de 1’ensemble des

champignons. Un maximum de 25% a été donné par Ph. betae et F. equiseti 96h du début.
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Figure 18 : Effet des endophytes: CO: Absence de champignons endophytes; EP: Embellisia
phragmospora; AC: Alternaria chlamydospora; PB: Phoma betae; FE: Fusarium equiseti; CC:
Chaetomium coarctatum; FG: Fusarium graminearum, en conditions de salinité (A) 0, (B) 400,
(C) 600 et (D) 800meq/Il, sur la cinétique de germination du blé dur.
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Figure 19 : Effet des endophytes: CO: Absence de champignons endophytes; EP: Embellisia
phragmospora; AC: Alternaria chlamydospora; PB: Phoma betae; FE: Fusarium equiseti; CC:
Chaetomium coarctatum; FG: Fusarium graminearum, en conditions de salinité (A) 0, (B) 400,
(C) 600 et (D) 800meq/1, sur la cinétique de germination de 1’orge.
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11.2. Taux de germination final

Les taux de germination finaux des deux especes céréalieres (Blé dur et orge) ont été estimés
apres 96h de mise en germination des graines. Les résultats consignés sont visualisées graphiquement
sur la figure 20 (A et B).

11.2.1. Blé dur

Les reésultats obtenus de I’analyse de la variance indiquent la présence d’une différence
significative de 1’action du sel (F3¢=2060,202 & P=0) et des différents champignons endophytes
(F3,6=295,283 a P=0) sur le taux de germination final des graines de blé dur (Tab.1 et 2, Annexe 2).

Dans la méme perspective des analyses (Tab.3, Annexe 2), I’interaction des facteurs «salinité» et
«champignons endophytes» a mis en évidence un effet significatif avec une valeur F3¢=48,31 (P=0).

Les résultats moyens des pourcentages de germination finaux (Fig.20A) montrent que le taux
final de germination des graines témoins (Omeg/l de NaCl) a été estimé a 100%. Une importante
réduction de germination a été enregistrée chez les graines traitées par une concentration de NaCl de
400meq/l, inscrivant un taux de 15,6%.

Au niveau des lots conduits a 600 et 800meqg/l de NaCl, aucune percée de téguments par la
radicule n’a été observée, justifiant ainsi I’absence de toute germination des graines de blé dur.

Contrairement, la totalité des graines (100%) ont pu germer en présence des champignons
endophytes E. phragmospora, Ph.betae et Ch. coarctatum. Une faible réduction de la germination a
été constatée chez les graines inoculées par A. chlamydospora, F. equiseti et F. graminearum, notant
des taux de 99,6 ; 99,4 et 97%, respectivement.

Sous le traitement combiné champignons endophytes/salinité 400meq/l, les plus hautes valeurs
finales de germination ont été enregistrées par A. chlamydospora, F. equiseti et F. graminearum
(>90%). Des valeurs relativement inférieures de I’ordre de 87,4 ; 85,6 et 81,8% ont été obtenues par
P. betae, E. phragmospora et Ch. coarctatum, respectivement.

Dans le dispositif 600meq/l de NaCl, un taux de germination élevé par rapport aux autres
champignons (71,2%) a été obtenu par les graines de blé dur traitées par Ch. coarctatum. Alors que
pour celles infectées par E. phragmospora, F. graminearum, A. chlamydospora, F. equiseti et
Ph. betae, des taux de germination avoisinant 59,8 ; 58,2 ; 57 ; 57 et 48,4% ont été enregistrées,
respectivement.

Un important amincissement de la germination a été remarqué apres inoculation des graines de
blé dur par les endophytes, sous stress salin 800meg/l. En conséquence, les taux de germination

finaux étaient inférieurs a 50%, pour I’ensemble des champignons testés.
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11.2.2. Orge

L’analyse de la variance des résultats obtenus montre que les différentes solutions salines
utilisées (F3=2944,143 a P=0) ainsi que les différents champignons endophytes (F3¢=90,499 a
P=0) agissent d’une maniére significative sur le taux final de germination des graines d’orge (Tab.1
et 2, Annexe 2).

Comme chez le bl¢ dur, un taux final de 100% a ét¢ également enregistré par les graines d’orge
témoins (Fig.20B). Ce dernier diminue avec I’augmentation de la concentration saline du milieu de
germination, exhibant une valeur de 33,2% au niveau du lot conduit a 400meq/l de NaCl. Alors
qu’une inhibition totale de la germination des graines traitées par les solutions de 600 et 800meq/I de
NaCl a été notée. Les niveaux de salinité 600 et 800meq/l peuvent étre considérés comme des seuils
inhibiteurs du processus de germination chez les deux especes étudiées.

L’inoculation des graines d’orge par les souches fongiques, dans les boites témoins révélent des
taux de germination comparables a ceux décelés en leur absence. Ainsi, toutes les graines ont été
germées (100%) aprées leur exposition a E. phragmospora, A. chlamydospora, Ph. betae, F. equiseti
et Ch. coarctatum. Le traitement des graines par F. graminearum diminue Iégerement le taux de
germination (89,4%).

L’interaction entre les deux facteurs «salinité» et «champignons endophytes» a révélé une
différence significative par I’étude de la variance des taux de germination avec F3=25,277 et P<0,05
(Tab.3, Annexe 2).

Au niveau du traitement combiné salinité 400meqg/l et champignons endophytes, des taux de
valeurs inférieures a celles enregistrées par les graines de blé dur ont été notés. La valeur la plus
élevée a été observée apres infection de ces derniéres par I’endophyte Ch. coarctatum (91%), alors
que celles de 82,6 ; 79 et 68,8% ont été enregistrées respectivement par A. chlamydospora,
E. phragmospora et P. beta. Les données, relativement, les plus faibles ont été enregistrées par les
deux especes de Fusarium (65,6% pour F. equiseti et 64.4% pour F. graminearum).

Contrairement au blé dur, le plus faible taux de germination des graines d’orge (24,2%) a été
montré par Ch. coarctatum, sous stress salin 600meg/l de NaCl. L’infection des graines d’orge par
E. phragmospora, A. chlamydospora, Ph. betae, F. equiseti et F. graminearum, a permis d’inscrire
des taux de germination inférieurs a 50%.

La germination des graines d’orge inoculées par les différents champignons endophytes sous
traitement salin 800meq/l est encore plus affectee par comparaison au blé dur ; taux de graines
germées ne déepassant pas 25%.
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Figure 20 : Effet des endophytes: CO: Absence de champignons endophytes; EP: E.

phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F. equiseti; CC: Ch. coarctatum;
FG: F. graminearum, en conditions de salinité, sur les taux de germination finaux (%) du blé
dur (A) et de I’orge (B).
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11.3. Longueur de la coléoptile

La croissance de la partie aérienne a été mesurée aprés 128h de mise en germination des graines.
11.3.1. BIé dur

L’étude statistique des résultats de la longueur de la coléoptile (Tab.4, 5 et 6, Annexe 3) révéle
que I’effet de la salinité sur la diminution de la longueur de la coléoptile est d’autant plus prononcé
dans les milieux les plus concentrés en NaCl (Fsg= 432,107 & P=0). De méme, ces résultats sont
aussi bien influencés par les solutions de champignons endophytes appliquées avec F3;¢=2,579
(P<0,05). L’action de I’effet combiné salinité champignons endophytes reste variable et dépend de la
concentration saline du milieu de germination et de la nature des champignons (F3¢=7,572 et
P<0,05).

La comparaison des moyennes par le test de Newman-Keuls au seuil de 5% a permis de mieux
évaluer ces résultats. C’est au niveau du lot témoin que s’affiche la plus longue coléoptile avec
3,14+0,46cm. Cependant, pour celle du lot conduit a 400meg/l, une longueur de 0,26+0,08cm a été
indiquée. Mais aucune croissance n’a ¢té observée chez le blé dur introduit dans la solution saline de
600 et 800meq/l de NaCl (Fig.21A).

Dans les mémes conditions précédentes, des résultats distincts se sont annonceés, en présence des
endophytes. Ainsi, la figure 21A indique que les plus longues coléoptiles, caractérisées par des
moyennes de 2,15+0,34cm et 2,11+1,13cm, ont été produites par les graines de blé traitées par
Ph. betae et E. phragmospora, respectivement en absence de toute contrainte saline. La diminution
de la longueur des coléoptiles a été remarquée également chez les graines inoculées par
F. equiseti, Ch. coarctatum, F. graminearum et A. chlamydospora avec respectivement 1,77+0,73 ;
1,65+0,74 ; 1,57+0,56 et 1,36+0,88cm.

Fait important, au niveau des lots salés, malgré la disponibilité des champignons endophytes, de
faibles croissances des coléoptiles ont été constatées. En effet, dans 1’essai conduit avec 400meq/l, la
longueur moyenne ne dépasse guere la barriere de 0,6cm. Au sein des traitements salins 600 et

800meq/l, cette longueur est inférieure a 0,5cm pour 1’ensemble des champignons testés.

11.3.2. Orge

Comme chez le blé dur, le facteur «salinité» affecte négativement et d’une maniere significative
la longueur de la coléoptile & F3¢= 746,427 et P<0,05 (Tab.4, Annexe 3). Dans les conditions non
stressantes, [’orge forme une coléoptile plus longue que celle accomplie par le blé dur avec
8,26+1,31cm. Cette derniére diminue, également, avec I’application du stress salin 400meq/l

(0,06+0,01cm). Alors que sa croissance est totalement inhibée au niveau des lots 600 et 800meq/I

(Fig.21B).
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Une différence significative (F3s=14,524 et P<0,05) a éte révélée par comparaison (Test de
Newman-Keuls) des longueurs de coléoptiles formées par les graines traitées par les différents
endophytes (Tab.5, Annexe 3).

I1 est a noter que méme chez I’orge, les valeurs enregistrées semblent étre largement inférieures a
celles obtenues dans le lot t¢émoin. En effet, en absence de sel, des longueurs de 1’ordre de 3,71+1,26,
3,06+0,37, 2,65+0,51 et 2,04+0,49cm ont été notées par les graines inoculées par F. graminearum,
Ch. coarctatum, E. phragmospora et F. equiseti, respectivement. Alors que les longueurs les plus
faibles ont été enregistrées par A. chlamydospora (1,56+0,6cm) et P. betae (1,41+0,68cm). Ces
données s’averent plus élevées chez 1’orge que chez le blé dur (Fig.21B).

L’interaction entre les endophytes testés et les différentes situations salines indique des
modifications importantes dans 1’¢laboration de cette longueur avec F3¢=65,467 et P<0,05 (Tab.6,
Annexe 3).

Au niveau du lot conduit a 400meq/I, des longueurs supérieures a celles formées par les graines
de blé dur ont été inscrites, soient 3,99+0,67 ; 3,90+0,01 ; 3,42+0,95; 2,92+0,71; 2,34+0,57 et
2,03£0,54cm pour E. phragmospora, A. chlamydospora, Ch. coarctatum, F. equiseti,
F. graminearum et Ph. betae, respectivement; valeurs supérieures a celles montrées par ces
champignons en absence du sel (Excepté pour F. graminearum : 2,34+0,57cm).

Au sein des traitements salins 600 et 800meq/l, des réactions différentes de la croissance des
coléoptiles ont été constatées. Au niveau du lot conduit a 600meg/l aucune croissance de la coléoptile
n’a été observée sous A. chlamydospora, Ph. betae, F. equiseti et F. graminearum. Des valeurs de
0,47+0,07 et 0,15+0,05cm ont été enregistrées par les graines d’orge traitées par E. phragmospora et
Ch. coarctatum, respectivement.

La réduction de la longueur de la coléoptile a été plus conséquente chez 1’orge sous salinité
800meq/l, ne dépassant 0,15cm suite a I’inoculation des graines par E. phragmospora et
A. chlamydospora et elle est absente au niveau des graines traitées par Ph. betae, F. equiseti,

Ch. coarctatum et F. graminearum.
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Figure 21 : Effet des endophytes: CO: Absence de champignons endophytes; EP: E.
phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F. equiseti; CC: Ch. coarctatum;
FG: F. graminearum, en conditions de salinité, sur la longueur de la coléoptile (cm) du blé
dur (A) et de I’orge (B).
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11.4. Longueur de la radicule

La croissance de la partie racinaire chez le blé dur et I’orge a été mesurée aprés 128h de mise en
germination des graines.
11.4.1. Blé dur

L’analyse des résultats obtenus sur la longueur de la radicule des graines de blé dur (Tab.7,
Annexe 4) révéele que les variations de cette caractéristique s’opérent d’une maniére inverse des
niveaux de salinités appliqués (P<0,05).

Les données moyennes illustrées dans la figure 22A montrent d’importantes variations de la
longueur des radicules a travers les différents traitements salins. C’est au niveau du lot témoin
(Omeg/1) que cette longueur est la plus élevée (6,36+1,13cm). Elle subit une réduction importante
avec l’augmentation de la concentration saline du milieu de germination ou elle est égale a
0,25%0,08cm au niveau du lot conduit a 400meg/l. La croissance de la radicule était absente chez les
lots conduits a 600 et 800meg/l de NaCl.

La comparaison des moyennes par le test de Newman-Keuls montre que I’effet du facteur
«champignons endophytes» est important sur cette longueur avec F3=4,299 et P=0,00018 (Tab.8,
Annexe 4). La longueur de la radicule la plus élevée a été enregistrée sous ’effet du traitement des
graines par E. phragmospora (5,52+0,08cm). Alors que la plus faible longueur estimée a
3,88+1,15cm a été inscrite par F. graminearum.

Les mémes analyses signalent que [’interaction entre les deux facteurs «salinité» et
«champignons endophytes» (Tab.9, Annexe 4) provoque une modification notable dans 1’élaboration
de cette longueur (P<0,05) ou la plus longue radicule a été formée par les graines de blé dur
inoculées par E. phragmospora avec une valeur de 2,93+0,7cm, tandis que la plus faible a été
enregistrée par celle inoculées par F. equiseti sous traitement salin 400meq/l. De faibles longueurs
(<2,5cm) ont été enregistrées par les graines de blé dur traitées par les différents endophytes sous

conditions de salinité 600 et 800meq/I.

11.4.2. Orge

Comme chez le blé dur, I’analyse de la variance a deux facteurs a mis en évidence ’effet du
facteur «salinité» (Tab.7, Annexe 4) sur la longueur de la radicule (P<0,05). La figure 22B montre
que C’est au niveau du lot témoin (Omeq/l) que la variété d’orge Saidaigz a enregistrée une radicule de
7,07+£1,01cm, cette longueur est supérieure a celle enregistrée par le blé dur. La croissance a une
concentration de 400meg/l de sel est moins défavorisée chez 1’orge (1,08+0,37cm) par comparaison

au blé dur, mais elle est comparable pour des concentrations de 600 et 800meq/l de NaCl ; aucune

E

croissance n’a été initiée.
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L’effet du facteur «champignons endophytes» sur les graines d’orge semble étre plus important
que celui cité chez le blé dur avec F3=9,497 et P<0,05 (Tab.8, Annexe 4).

Contrairement au blé dur, les moyennes enregistrées indiquent que I’endophyte F. graminearum
a permis a 1’orge d’enregistrer la croissance maximale de la radicule avec 4,77+1,14cm. Par contre, la
plus faible de 3+0,48cm a été obtenue par les graines traitées par P. betae. Des longueurs
intermédiaires ont été¢ enregistrées chez les graines d’orge inoculées par les souches fongiques
Ch. coarctatum, F. equiseti, E. phragmospora, A. chlamydospora avec respectivement 4,28+0,58cm,
3,74+0,90cm, 3,55+0,87cm, et 3,35+0,81cm.

Les moyennes observées sur 1’interaction des deux facteurs (Tab.9, Annexe 4) ont été comparées
par la méthode de Newman-Keuls au seuil de signification 5% (F3¢=38,892 et P<0,05). La présence
des champignons endophytes en conditions stressantes a pu mieux améliorer la croissance de la partie
racinaire chez I’orge par rapport au blé dur (Fig.21B). Les moyennes sont comprises entre
5,56+1,35cm et 3,77+£0,60cm. Ces extrémes ont été enregistrées chez les graines d’orge traitées par
A. chlamydospora et Ph. betae sous traitement salin 400meqg/I, respectivement.

Hormis I’endophyte E. phragmospora (0,89+0,26cm), au niveau du lot conduit & 600meg/l de
sel, une action similaire a été montrée par les champignons endophytes sur la croissance de la partie
racinaire. Ainsi, des longueurs de 1’ordre de 2,1+0,51cm, 2,08+0,45cm, 2,02+0,23, 1,78+1,66cm et
1,72+0,48cm ont été affichées par Ph. betae, F. equiseti, A. chlamydospora, Ch. coarctatum et
F. graminearum, respectivement.

La croissance semble étre, certainement, affectée sous condition de salinité 800meq/l, la
longueur de la partie racinaire atteint sa valeur maximale en présence de F. equiseti (1,57+0,31),

tandis que celle-ci s’avére la plus faible en présence d’ E. phragmospora avec 0,27+0,06cm.
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Figure 22: Effet des endophytes: CO: Absence de champignons endophytes; EP: E.
phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F. equiseti; CC: Ch. coarctatum;
FG: F. graminearum, en conditions de salinité, sur la longueur de la radicule (cm) du blé dur

(A) et de’orge (B).
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I1.5. Nombre de racines totales

Le nombre de racines totales formées par le blé dur et ’orge a été estimé apres 128h de mise en
germination des graines.
11.5.1. Blé dur

L’analyse de la variance a deux facteurs (Tab.10, Annexe 5) révele un effet significatif des
différentes concentrations salines appliquées sur le nombre des racines élaborées par le blé dur
(P<0,05).

Les résultats de la figure 23A montrent qu’a 1’échelle du traitement témoin, le nombre de racines
formées est de 5+0racines. La réduction du nombre de racines reste tributaire de 1’intensité du stress
salin appliqué. Une importante réduction de nombre de racines totales a été enregistrée par le blé au
niveau du traitement salin 400meg/l, inscrivant ainsi un nombre moyen de 1+Oracine. Ce nombre
devient nul au niveau des lots conduits a 600 et 800meq/I.

La comparaison des moyennes a I’aide du test de Newman-Keuls a mis en évidence I’effet du
facteur «champignons endophytes» (Tab.11, Annexe 5) avec F36=28,151 et P<0,05. La valeur
maximale du nombre de racines a été enregistrée, sans stress salin, par les graines de blé traitées par
les endophytes F. equiseti et Ch. coarctatum avec 5xOracines, alors que celles infectées par E.
phragmospora formaient le plus faible nombre avec une racine chacune.

L’interaction des facteurs «salinité» et «champignons endophytes» (Tab.12, Annexe 5) influent
significativement sur 1’élaboration des racines (F3=11,877 et P<0,05). Au niveau du lot conduit a
400meq/l, le nombre le plus élevé de racines avec 4,1+0,88 ; 4+0,94 et 3,9+0,88racines a été
enregistré par les graines de blé inoculées par Ph. betae, A. chlamydospora et F. equiseti,
respectivement. Une faible réduction de ce nombre a été retenue en présence des souches fongiques
E. phragmospora, Ch. coarctatum et F. graminearum avec respectivement 3,1+0,57 ; 3,1+0,88 et
3+0racines.

Par comparaison des moyennes (Fig.23A), les graines de blé inoculées par les différents
champignons forment presque le méme nombre de racines sous conditions de salinité 600meq/I
(Environ 2racines/graine). Parallélement, au niveau du lot conduit a 800meqg/l, une réduction du
nombre de racines formées a été enregistrée par les graines de blé en présence des différents

endophytes (Environ lracine/graine).

11.5.2. Orge
Comme chez le blé dur, le facteur «salinité» présente de méme un effet significatif (Tab.10,

Annexe 5) sur le nombre de racines élaborées par les graines d’orge (P<0,05).

@



Etude expérimentale Chapitre Il Résultats et discussion

Le nombre moyens de racines développées par les graines témoins est de 5,7+0,68racines. Ce
parametre se trouve affecté au niveau du traitement salin 400meq/l de NaCl avec 2,5racines/graine,
soit un taux de diminution égale a 56,14%. La sensibilité de la culture d’orge aux conditions de stress
plus salin (600 et 800meq/l) est la méme que celle du blé dur ; aucune croissance n’a été observée
(Fig.23B).

Chez ’orge, 1’analyse des données moyennes a décelé I’influence de I’inoculation des graines
par les différents champignons endophytes (Tab.11, Annexe 5) avec F3¢=47,626 et P<0,05. Dans les
conditions non salines, par rapport aux autres champignons endophytes, le nombre de racines le plus
élevé détecté sur les graines d’orge inoculées par F.graminearum est de 6+Oracines, alors qu’un
nombre d’environ Sracines/graine a été formé par les graines traitées par E. phragmospora,
A. chlamydospora, Ph. betae, F. equiseti et Ch. coarctatum (Fig.23B).

Contrairement au blé¢ dur, dans les milieux salés, 1’¢élaboration de ce parameétre a été mieux
améliorée chez ’orge apres inoculation des champignons endophytes avec F36=13.699 et P<0,05
(Tab.12, Annexe 5). Les graines d’orge infectées forment une moyenne de 5racines sous 400meq/l de
NaCl et 3racines au niveau du lot conduit a 600meq/I.

En conditions de 800meq/l de NaCl, le nombre de racines se trouve moins affecté par rapport au
blé dur. De ce fait, le nombre de racines le plus élevé a été enregistré chez les graines d’orge traitées
par F. equiseti, Ph. betae et E. phragmospora avec respectivement 3+0,82, 2,9+0,57 et
2,1+0,74racines. Dans ces mémes conditions de salinité, des taux de réduction estimés a 68,42%,
71,93% et 75,44% ont été enregistrés en présence de Ch. coarctatum (1,8+0,92racines),

F. graminearum (1,6+0,7racines) et A. chlamydospora (1,4+0,7racines), respectivement.
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Figure 23 : Effet des endophytes: CO: Absence de champignons endophytes; EP: E.
phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F. equiseti; CC: Ch. coarctatum;
FG: F. graminearum, en conditions de salinité, sur le nombre de racines totales formees par
le blé dur (A) et I’orge (B).
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Expérimentation 03 : Analyse des effets des champignons endophytes sur le blé dur et ’orge
cultivés sur sols salés

Les plantes de blé et d’orge ont été cultivées sur des sols naturellement salés, aprés avoir été
inoculées par les champignons endophytes : Embellisia phragmospora, Alternaria chlamydospora,
Phoma betae, Fusarium equiseti, Chaetomium coarctatum et Fusarium graminearum.

Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous. Ils sont d’ordres morphologique, physiologique
et biochimique.

I11.1. Parametres morphologiques

Les résultats de I’analyse de la variance des différents paramétres morphologiques étudiés sont
présentes sur le tableau 13, annexe 6 (Blé dur et orge).
11.1.1. Taux de levée

Le pourcentage de levée varie entre les deux espéces, notant qu’il est resté inchangé aprés 28
jours d’expérimentation.
111.1.1.1. Blé dur

L’analyse de la variance a deux facteurs a révélé un effet significatif des facteurs «salinité du
sol» et «champignons endophytes» sur le taux de levée de blé dur (P<0,05).

L’interaction de ces deux facteurs a mis également en évidence une différence significative de la
sensibilité des graines de blé a la salinité des sols, en présence des différents champignons avec
F,7=6,786 et P<0,05.

La comparaison des moyennes par le test Newman-Keuls au seuil de 5% a permis de mieux
évaluer ces résultats (Fig.24A).

Un taux de levée total (100%), en présence et en absence des différents champignons
endophytes, a été enregistré par les graines de blé dur cultivées sur le sol faiblement salé (2,5dS/m).
Alors qu’il a été estimé a 50%, en absence du traitement des graines pas les champignons
endophytes, au niveau du lot conduit sur sol moyennement salé (8dS/m). Sur le méme lot, la valeur
maximale du taux de levée évaluée a 90% a été enregistrée en présence d’E. phragmospora. Les taux
de I’ordre de 70 ; 66,67 et 56,67% ont été inscrits respectivement par les graines de blé dur traitées
par Ph. betae, Ch. coarctatum et A. chlamydospora. Une sérieuse réduction de levée a été notée en
présence de F. equiseti et du traitement contenant le mélange des endophytes. Alors qu’une absence
de levée a été consignée chez les graines de blé dur traitées par I’endophyte F. graminearum.

Contrairement, la levée des graines de blé dur, cultivées sur un sol fortement salé (14dS/m), a été
totalement inhibée en absence des champignons endophytes (0%). De méme, aucune levée n’a été

observée chez les graines traitées par Ph. betae, F. equiseti, Ch. coarctatum et F. graminearum et par
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I’ensemble des champignons confondus. Par ailleurs, celle du blé traitée par E. phragmospora et A.

chlamydospora a été évaluée respectivement a raison de 20 et 16,66%.

111.1.1.2. Orge

Tout comme chez le blé dur, 1’analyse de la variance a deux critéres de classification a mis en
évidence des effets significatifs des facteurs «salinité» et «champignons endophytes» sur le taux de
levée des graines d’orge (P<0,05).

L’interaction des deux facteurs «salinité» et «champignons endophytes» avec F,;=3,181 et
P=0,00143 traduit I’existence d’une différence significative de 1’action de la salinité des sols sur le
taux de levée des graines d’orge traitées par les champignons endophytes.

Que ce soit en présence ou en absence des champignons endophytes, un taux de levée de 100% a
été estimé lorsque les graines d’orge ont été cultivées sur les sols faiblement et moyennement salés
(Fig. 24B).

Par contre, sur sol fortement salé, en absence du traitement des graines par les champignons
endophytes, une réduction importante a été obtenue, soit 60% de graines levées. L’effet de la salinité
a été alors atténué chez les graines d’orge inoculées par Ph. betae, A. chlamydospora, Ch. coarctatum
et E. phragmospora avec 86,67 ; 83,33 ; 70 et 66,67%, respectivement. Des taux de levee plus faibles
ont été enregistrés en présence des deux especes de Fusarium (F. equiseti et F. graminearum) et du

mélange des endophytes avec 53,33 ; 36,67 et 20%, respectivement.
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Figure 24 : Taux de levée (%) du blé dur (A) et de I’orge (B), sous stress salin et
application des champignons endophytes : CO: Absence de champignons endophytes; EP: E.
phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F. equiseti; CC: Ch. coarctatum;
FG: F. graminearum; ENS: Mélange des endophytes.
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111.1.2. Longueur de la racine principale

La longueur de l’axe racinaire de blé dur et d’orge a été mesurée apres 101 jours
d’expérimentation (du 25 Janvier 2017 jusqu’au 5 Mai 2017).
111.1.2.1. BIé dur

Le traitement des données par I’analyse de la variance montre que les facteurs «salinité» et
«champignons endophytes» ne semblent étre a 1’origine d’aucune variation significative de la
longueur de 1’axe racinaire (P>0,05).

L’interaction des deux facteurs est sans influence notable sur 1’expression de la longueur des
racines avec F,;=1.5471 et P=0,1851.

Les plants de blé dur, conduits sur sol & conductivité électrique 2,5dS/m en absence de
champignons endophytes, présentent des axes racinaires compris entre 9 et 12,5cm, soit une longueur
moyenne de 10,7+1,75cm (Fig.25A). Sur ce méme sol, des longueurs moyennes de 1’ordre de
14,8+7,73 ; 14,03£5,35 ; 11+2 et 11,17+4,07cm ont été inscrites apres inoculation par les endophytes
E. phragmospora, F. graminearum, A. chlamydospora et Ph.betae, respectivement. Une longueur de
7,3£1,57cm a été inscrite par F. equiseti.

En absence des champignons endophytes, les graines de blé dur cultivées sur sol a conductivité
électrique 8dS/m montrent une racine principale d’une longueur de 8,67+1,07cm. Des racines
principales avec des longueurs voisines de 10,63+1,25; 10,8+4,85 et 10,4+0,65cm ont été
enregistrées respectivement sous traitements d’A. chlamydospora, Ph. betae et F. equiseti. Des
longueurs correspondant a 8,63+2,4 et 7,27+1,05cm ont été notées en présence de E. phragmospora
et Ch. coarctatum. Alors qu’elle a été totalement inhibée chez les graines traitées par
F. graminearum.

Au niveau du lot conduit sur sol a conductivité électrique 14dS/m, aucune croissance de la racine
principale n’a été enregistrée en absence des champignons endophytes et en présence du traitement
des graines par les endophytes Ph. betae, F. equiseti, Ch. coarctatum, F. graminearum et le mélange
des différentes souches. Cependant, la croissance de I’axe racinaire a été estimée a 11+4 et

10,354+0,15¢m, respectivement en présence d’E. phragmospora et A. chlamydospora.

111.1.2.2. Orge
Comme chez le blé dur, I’analyse de la variance a deux critéres de classification montre que les
facteurs «salinité» et «champignons endophytes» ne présentent aucun effet significatif sur la

croissance de 1’axe racinaire (P>0.05).
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Contrairement au blé dur, et dans la méme perspective des analyses 1’interaction des facteurs
«salinité» et «champignons endophytes» a mis en évidence un effet significatif avec une valeur
F,7=2,025 et P=0,0448.

Sur un sol a salinité 2,5dS/m et en absence de traitement par les endophytes, les graines d’orge
ont émis un axe racinaire d’une longueur de 9,534+2,12cm. La longueur des racines principales est
maximale chez les graines d’orge traitées par E. phragmospora (15,8+4,12cm) et Ph. betae
(15,5£3,29cm) suivies par celles inoculées par A. chlamydospora (13,4+1,87cm). Des longueurs de
12,1+3,85; 11,17+2,85; 10,33+1,23cm, ont été obtenues respectivement par Ch. coarctatum,
F. equiseti et F. graminearum. Une faible longueur de 6,57£2,29cm a été estimée en présence de
traitement contenant I’ensemble des champignons endophytes (Fig.25B).

Sur un sol & salinité moyenne de 8dS/m, la comparaison des moyennes par le test Newman-
Keuls au seuil de 5% montre que la longueur de 1’axe racinaire principal a été limitée par une valeur
maximale de 17,27+2,57cm, résultat donné par les graines traitées par E. phragmospora et une autre
de valeur minimale 10,53+2,72cm donnée par celles inoculées par F. graminearum (Fig.25B). En
absence des champignons endophytes a été enregistrée une longueur de 13,77+5,09cm. Des valeurs
de 14,3+£1,28 ; 13,33+0,72 et 13,13+1,86cm ont été enregistrées respectivement en présence de
F. equiseti, A. chlamydospora et Ph. betae. Des longueurs plus faibles ont été enregistrées en
présence de Ch. coarctatum (11,7+4,88cm) et le traitement contenant 1’ensemble des endophytes
(12,9+2,31cm).

Les graines d’orge cultivées sur un sol a forte salinité de 14dS/m, ont enregistré des axes
racinaires de faibles longueurs avec une valeur de 11,83+0,75cm en absence des champignons
endophytes et de 11,47+1,65 et 12,57+4,22cm respectivement en présence d’A. chlamydospora et Ph.
betae. Les plus longues racines ont été enregistrées chez les graines traitées par Ch. coarctatum,
F. graminearum et I’ensemble des endophytes (19,87+6,90; 17,9+2,14 et 16,27+1,50cm,
respectivement) suivies par celles inoculées par F. equiseti (14,93+4,95cm) et E. phragmospora
(14,43+0,75cm).
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Figure 25 : Longueur de I’axe racinaire principal (cm), formé par le blé dur (A) et I’orge
(B) sous stress salin et application des champignons endophytes: CO: Absence de
champignons endophytes; EP: E. phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE:
F. equiseti; CC: Ch. coarctatum; FG: F. graminearum; ENS: Mélange des endophytes.
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111.1.3. Hauteur de la plante

Les mesures des hauteurs des plantes de blé dur et d’orge ont été effectuées a la fin de
I’expérimentation.
111.1.3.1. BIé dur

Les résultats des analyses de la variance montrent que la valeur du facteur «salinité» était de
F27=3,2949 et P=0,04921, ce qui traduit I’existence d’une différence significative de 1’action des
différents sols sur la hauteur de la plante. Ces mémes analyses indiquent que le facteur «champignons
endophytes» ainsi que D’interaction des deux facteurs ne présentent aucun effet significatif sur
I’expression de ce paramétre (P>0,05).

En absence des champignons endophytes, la hauteur de blé dur cultivé sur sol a salinité 2,5dS/m,
a été estimée a 92,1+2,18cm. Des hauteurs de 1’ordre de 84,13+21,6 ; 83,86+16,97 ; 83,63+2,81;
81,67+2,08 ; 79,66+4,16 ; 75,63+4,13 et 73,1+£3,73cm ont été notées respectivement chez le blé dur
traité par les champignons endophytes E. phragmospora, F. graminearum, Ch. Coarctatum,
A. chlamydospora, Ph. betae et F. equiseti et par I’ensemble des champignons endophytes (Fig.26A).

Sur sol moyennement salé (8dS/m) et en absence de tout traitement par des champignons
endophytes une hauteur de 81,83+2,67cm a été inscrite. Des hauteurs mesurant 83,3+7,97 ;
77,23+5,18 ; 74,07+6,45 ; 70,53+5,11 ; 70,33+8,98 et 68,17+24,83cm ont €té notées respectivement
en présence de Ph. betae, A. chlamydospora, Ch. coarctatum, E. phragmospora, F. equiseti et
I’ensemble des champignons endophytes.

Sur le sol a salinité 14dS/m, la hauteur de la plante a été estimée a 67,6+24,4 et 67,1+8,4cm

chez le blé dur en présence d’E. phragmospora et A. chlamydospora, respectivement.

111.1.3.1. Orge

Contrairement au blé dur, ’analyse de la variance n’a révélé aucun effet significatif du facteur
«salinité» sur le parameétre étudié (F,7=1,245 et P=0,29698).

Tout comme le blé dur, aucune signification n’a été montrée par le facteur «champignons
endophytes» et ’interaction des deux facteurs (P>0,05).

Les moyennes enregistrées se sont montrées statistiguement égales. Effectivement, Celle notée
par les graines d’orge cultivées sur sol a salinité 2,5dS/m est d’environ 73,7£12,20cm de hauteur, en
absence des champignons endophytes. Cette derniére estimation ressemble aux données obtenues par
E. phragmospora (84+11,03cm) et F. equiseti (80,63+11,79cm). Des hauteurs de 79,13+2,63;
77,114 ; 75,87+2,06 et 71,26+6,79cm ont été obtenues respectivement en présence de Ph. betae,

Ch. coarctatum, F. graminearum et A. chlamydospora. Alors que la hauteur inscrite suite au
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traitement des graines par I’ensemble des champignons endophytes confondus a été évaluee a
60,66+12,4cm (Fig.26B).

Au niveau du lot conduit sur sol a salinité 8dS/m et en absence des champignons endophytes, la
hauteur de la plante était de 88,2+10cm. En présence des endophytes, cette hauteur reste limitée entre
91,93+5cm (E. phragmospora) et 79,6+6,15cm (A. chlamydospora).

Enfin dans le dispositif mené a un sol a salinité 14dS/m et sans champignons endophytes, la
hauteur enregistrée a été estimée a 74,8+1,21cm. Au niveau du méme sol et avec inoculation par les
champignons endophytes, cette hauteur varie entre 74+6,11cm (E. phragmospora) et 81,37+£11,42cm

(Ch. coarctatum).
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Figure 26 : Hauteur (cm) des plantes de blé dur (A) et d’orge (B) sous stress salin et
application des champignons endophytes : CO: Absence de champignons endophytes; EP: E.
phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F. equiseti; CC: Ch. coarctatum;

FG: F. graminearum; ENS: Mélange des endophytes.
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111.1.4. Surface foliaire

Pour la mesure de la surface foliaire, une moyenne de trois mesures de la derniére feuille bien
développée a été établie pour chaque traitement.
111.1.4.1. BIé dur

L’étude statistique des résultats obtenus montre que 1’expression de ce parameétre est influencée
par les différentes traitements de champignons endophytes avec F,;=2,8647 et P=0,0183704 ; I’effet
du facteur «salinité» est important ou F,7= 9,9002 et P= 0,0004091. Par contre, I’interaction de ces
deux facteurs ne présente aucune signification (F,7=0,7699 et P=0,6163582).

Sur sol faiblement salé (2,5dS/m), la comparaison des moyennes (Fig.27A) indique que la
surface foliaire du blé dur semble étre faible avec 18,6+4,21cm?, alors que celle la plus élevée a été
enregistrée chez les graines traitées par F. graminearum (34,88+15,23cm?). Une surface foliaire
moyenne de 25cm? a été obtenue sur les traitements E. phragmospora, A. chlamydospora, Ph. betae
et Ch. coarctatum. Des valeurs de 22,9+15,6 et 20,76+6,6cm?2 ont été enregistrées en présence de
F. equiseti et sur le traitement mélange des champignons endophytes, respectivement.

Sur sol moyennement salé (8dS/m), la surface foliaire a engendré des mesures plus faibles sur les
différents traitements, cette diminution est beaucoup plus prononcée en absence des champignons
endophytes avec 6,57+1,54cm? et en présence de F. equiseti et Ch. coarctatum avec 12,93+4,46 et
11,43+2,39cm?, respectivement. Alors qu’une surface foliaire de 26,66+8,38cm? a éteé obtenue en
présence de Ph. betae. Des mesures de 21,16+3,85; 16,35+7,83 et 15,68+5,46cm? ont été
enregistrées respectivement sur les traitements A. chlamydospora, le mélange de la totalité des
champignons et le traitement E. phragmospora.

Sur sol fortement salé (14dS/m), la surface foliaire varie entre 9,18+4,34cm? (E. phragmospora)
et 13,29+3,21cm? (A. chlamydospora).

111.1.4.2. Orge

Comme chez le blé dur, la valeur du facteur «salinité» avec F,;= 35,327 a P=0 montre
I’existence d’une différence significative de 1’action des différentes salinités des sols sur la surface
foliaire de 1’orge.

Contrairement au blé dur, le traitement des données par 1’analyse de la variance a mis en
évidence un effet significatif de I’interaction entre «salinité» et «champignons» avec une valeur
F,7=2,061 et P=0,03225 et un effet non significatif du facteur «champignons» (P>0.05).

Les résultats obtenus (Fig.27B) montrent que 1’orge conduite sur sol faiblement salé (2,5dS/m)
sans champignons endophytes présente une surface foliaire de 30,5t5,76cm2. En présence des
champignons E. phragmospora et Ph. betae, il a été enregistré des surfaces foliaires de 33,56+0,32 et
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32,61+2,49cm?, respectivement. La surface foliaire du traitement A. chlamydospora est de
30,67+3,33cm2. Des surfaces de 30,27+2,49; 29,74+7,66 et 26,05+4,27cm? ont été obtenues
respectivement en présence de F. graminearum, F. equiseti et Ch. coarctatum. La surface la plus
réduite a été inscrite par l’orge en présence de 1’ensemble des champignons endophytes
(22,78+1,95cm?).

Sur le sol moyennement salé (8dS/m), la surface foliaire a été estimée a 17,36+5,24cm? en
absence des champignons, et a 15,95+3,69; 15,16+3,69 et 14,84+3,34cm?2 respectivement en
présence d’E. phragmospora, Ch. coarctatum et F. graminearum. Aprés traitement avec 1’ensemble
des champignons, 1’orge développe une surface maximale avec 21,34+5,45¢cm?. Des surfaces de
20+2,28 ; 19,20+£2,53 et 18,76+4,95cm? ont été obtenues respectivement sur les traitements par F.
equiseti, A. chlamydospora et Ph. betae.

Sur sol a forte salinité (14dS/m), I’orge enregistre une surface foliaire de 21,54+3,83cm? en
absence des champignons endophytes. Cependant, son inoculation par I’ensemble des champignons
endophytes a inscrit une surface foliaire de 1’ordre de 30,14+10,97cm?. Une surface foliaire d’environ
23cm? a été notée chez I’orge traitée par Ph. betae, F. equiseti et Ch. coarctatum. Des surfaces
relativement moins importantes de 20,6+4,12 ; 17,27+2,67 et 14,92+1,91cm? ont été enregistrées

respectivement en présence d’E. phragmospora, F. graminearum et A. chlamydospora.
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Figure 27 : Surface foliaire (cm?), enregistrée chez le blé dur (A) et I’orge (B) sous stress
salin et application des champignons endophytes : CO: Absence des endophytes; EP: E.
phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F. equiseti; CC: Ch. coarctatum;
FG: F. graminearum ; ENS: Mélange des endophytes.
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I11.1.5. Matiéres séches

La matiére seche des parties aériennes et souterraines ont été déterminées a la fin de
I’expérimentation.

I11.1.5.1. Matiére séche racinaire
111.1.5.1.1. Blé dur

Le facteur «salinité» montre son effet significatif sur ce parameétre avec F,;=3,5561 a
P=0,04031. Par contre, le facteur «champignons» et I’interaction des deux facteurs ne montre pas de
différences significatives (P>0,05).

A T’échelle du lot conduit sur sol a conductivité électrique 2,5dS/m, une biomasse séche racinaire
de 0,12+0,08g a été enregistrée sur le traitement sans champignons endophytes. La plus grande
valeur de ce parameétre a été inscrite en présence du champignon F. graminearum avec 0,28+0,2¢ et
les plus faibles sur les traitements F. equiseti, Ch. coarctatum et le mélange des endophytes
(0,03+0,02 ; 0,07+£0,06 et 0,08+0,03g, respectivement). Les traitements par E. phragmospora,
Ph. betae et A. chlamydospora ont inscrit 0,16+0,01 ; 0,13+0,02 et 0,12+0,07g, respectivement
(Fig.28A).

Une biomasse racinaire de 0,13+0,07g a été engendrée sur le sol a conductivité électrique 8dS/m
en absence des champignons endophytes. Alors que celles détectées en présence des endophytes,
fluctuent entre 0,1+0,08g (A. chlamydospora) et 0,02+0g (E. phragmospora).

Sur un sol a conductivité 14dS/m, cette biomasse est de 0.18g sur en présence des endophytes

E. phragmospora et A. chlamydospora.

111.1.5.1.2. Orge

Comme chez le blé dur, ’analyse de la variance a révélé un effet significatif du facteur «salinité»
sur la biomasse racinaire de I’orge avec F,7=3,838 et P=0,02786. Aucune différence significative n’a
été observee sur les différents traitements par les champignons endophytes (P>0,05). Contrairement
au blé dur, I’interaction entre «salinité» et «champignons endophytes» influence légerement la
maticre seche racinaire de 1’orge avec F;7=2,02 et P=0,03622.

La figure 28B montre qu’au niveau du sol a faible salinité (2,5dS/m), la biomasse racinaire
inscrite par 1’orge en absence des champignons endophytes est de 0,54+0,48. Une biomasse
maximale de 0,66+0,399 a été enregistrée en présence du champignon A. chlamydospora. La matiere
séche se réduit a raison de 0,44+0,23 ; 0,33+0,28 ; 0,25+0,2 ; 0,21+0,05 ; 0,12+0,03g en présence de
F. graminearum, E. phragmospora, Ch. coarctatum, Ph. betae et F. equiseti, respectivement. Celle-ci

est fortement réduite suite au traitement des graines par I’ensemble des champignons endophytes, soit

0,09+0,03g.
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Sur le sol moyennement sal¢ (8dS/m), la matiére séche racinaire enregistrée par 1’orge est de
0,25+0,12g en absence des champignons endophytes. Les valeurs les plus faibles de la biomasse
racinaire ont été enregistrées en présence d’A. chlamydospora avec 0,07+0,03g et de Ch. coarctatum
avec 0,08+0,03g. Celle avec 0,55+0,5¢g a été inscrite chez I’orge traitée par F. equiseti. Des valeurs
voisines ont été obtenues en présence d’E. phragmospora, F. graminearum et Ph. betae (0,15%0,07 ;
0,13+0,1 et 0,12+0,1g, respectivement).

Sur sol a forte salinité (14dS/m), une faible biomasse racinaire de 0,11+0,01g a €té enregistrée en
absence des champignons endophytes. Les valeurs estimées a 0,25+0,11 et 0,24+0,18g ont été
enregistrées respectivement suite au traitement des graines par I’ensemble des champignons
endophytes et par Ph. betae suivie de celles traitées par A. chlamydospora, Ch. coarctatum et
F. graminearum avec respectivement 0,21+0,07; 0,18+0,14 et 0,16+0,11g. La matiere séche
racinaire enregistrée chez les traitements par E. phragmospora et F. equiseti ont tous deux des

valeurs de 0,13g.
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Figure 28 : Variations de la matiere seche racinaire (g), constatées chez le blé dur (A) et
I’orge (B) sous stress salin et application des champignons endophytes : C0O: Absence des
endophytes; EP: E. phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F. equiseti;
CC: Ch. coarctatum; FG: F. graminearum ; ENS: Mélange des endophytes.
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111.1.5.2. Matiére séche aérienne
111.1.5.2.1. BIé dur

Les résultats de I’analyse de la variance révélent que la matiére séche de la partie aérienne est
dépendante de la salinité du sol avec F,7=19,7069 et P=0,000002642. Les champignons endophytes
permettent également de montrer des différences significatives d’expression de cette variable
(F2,7=2,9761 et P=0,01654).

L’interaction des deux facteurs ne présentent pas de différences sur 1’expression de ce parameétre
(P>0,05).

La comparaison des moyennes (Fig.29A) montre que sur un sol faiblement salé, au niveau du blé
non traité aux champignons endophytes, une masse de 2,37+1,06g de matiére seche aérienne a été
produite. Celle-ci augmente a 3+0,94g en présence de Ch. coarctatum, suivi par Ph. betae
(2,79+0,879). Alors que la plus faible a été enregistrée au niveau du traitement conduit en présence
simultané de tous les endophytes (1,16+0,75¢g). Des biomasses de 2,31+0,29 ; 2,14+0,61 ; 1,9+0,44 et
1,83+0,64g a ¢été notées respectivement en présence d’E. phragmospora, A. chlamydospora,
F. equiseti et F. graminearum.

La figure 29A montre que les valeurs de la matiere seche de la partie aérienne obtenues sur un
sol a salinité 8dS/m sont comprises entre 1,76+0,869 (Ph. betae) et 0,48+0,34g (F. equiseti).

Cette biomasse s’avére plus affectée sur un sol a 14dS/m de salinité ou elle a été estimée a

environ 0,6g.

111.1.5.2.2. Orge

Contrairement au blé dur, les facteurs «salinité» et «champignons endophytes» ne présentent
aucune influence significative sur la biomasse aérienne de 1’orge (P>0,05).

Comme le blé dur, I’interaction des deux facteurs exerce une action insignifiante sur cette
caractéristique (P>0,05).

La maticre seche aérienne de 1’orge, cultivée sur un sol a faible salinité, sans présence
d’endophytes, a été estimée a 1,22+0,70g. Les valeurs de 1,69+0,27 ; 1,59+0,57 ; 1,41+0,61 ;
1,32+0,04 et 1,29+0,42g ont été enregistrées respectivement en présence de F. equiseti, Ph. betae,
F. graminearum, Ch. coarctatum et E. phragmospora (Fig.29B). Comparativement, les plus faibles
valeurs de matiére seche notées ont été inscrites chez 1’orge traitée avec A. chlamydospora
(0,72+0,7g) et I’ensemble des champignons endophytes (0,93+0,430).

Sur sol moyennement salée la biomasse aérienne de ’orge varie entre des extrémes de

1,83+0,89g (Ph. betae) et 1,17+0,2 (A. chlamydospora).
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A T’échelle du lot conduit sur sol a forte salinité, Les plus faibles valeurs de la mati¢re seéche
aerienne ont été enregistrées en absence des champignons endophytes (0,59+0,03g) et en présence de
F. equiseti (0,61+0,529) et E. phragmospora (0,88+0,48¢). La valeur la plus élevée avec 2,71+1,669
a ¢té enregistrée chez 1’orge traitée par I’ensemble des champignons, suivie par celle inscrite en
présence de Ph. betae avec 2,24+0,969. Des valeurs de 1,70+0,25 ; 1,52+1,03 et 1,28+0,91g ont été

estimées respectivement en présence d’A. chlamydospora, Ch. coarctatum et F. graminearum.

4 - A
uC0
5 o5 e
2 3. e
g 25 CcC
b _ FG
r { mENS
e 2 B
D
8 15 - w
L
@ 1 -
E 015 | i i i
0 - Salinités
2,5dS/m 8dS/m 14dS/m
B
5 uC0
o e
s 4 FE
(<) | |
£ % e
o 3 - EENS
kS
P 2,5 -
8 24
R
D
= 1
0- . Salinités
2,5dS/m 8dS/m 14dS/m

Figure 29 : Variations de la matiére séche aérienne (g), constatées chez le blé dur (A) et
I’orge (B) sous stress salin et application des champignons endophytes : CO: Absence des
endophytes; EP: E. phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F. equiseti;
CC: Ch. coarctatum; FG: F. graminearum ; ENS: Mélange des endophytes.
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I11.2. Parametres physiologiques

Les résultats de 1’analyse de la variance des paramétres physiologiques étudiés sont présentés sur
le tableau 14, annexe 6 (Pour le blé dur et I’orge).
111.2.1. Teneur relative en eau

Les variations de la teneur relative en eau des feuilles ont été mesurées chez le blé dur et I’orge a
la fin de I’expérimentation.
111.2.1. Blé dur

L’estimation de cette caractéristique démontre qu’elle se trouve influencée d’une maniére
significative par le facteur «salinité» avec F,;=13,4760 et P=0,00005681.

Par contre, le facteur «champignons» ainsi que I’interaction des deux facteurs «salinité» et
«champignons endophytes» n’exercent aucune action notable sur cette teneur (P>0,05).

La teneur relative en eau chez le blé dur cultivé sur un sol a faible salinité (Fig.30A), en absence
des endophytes, est de 51,39+11,39%. Les teneurs de 61,51+1,67 ; 61,35+1,84 ; 60,80+10,14 et
57,58+12,44% ont été enregistrées respectivement au niveau des traitements contenant
F. graminearum, mélange des endophytes, F. equiseti et Ch. coarctatum. Les faibles valeurs ont été
observées chez le blé dur traité par Ph. betae, E. phragmospora et A. chlamydospora avec
respectivement 50,34+13,16 ; 45,47+7,98 et 44,58+8,36%.

Comparativement, Des teneurs (RWC) supérieures a celles inscrites précédemment ont été
enregistrées a I’échelle des différents traitements chez le blé dur cultivé sur un sol moyennement salé.
Une teneur de ’ordre de 56,87+£7,57% a été notée en absence des endophytes. En présence des
endophytes, ces valeurs sont comprises entre 65,60+10,15% (F. equiseti) et 70,42+1,95%
(E. phragmospora).

Les teneurs estimées sur le sol fortement salé (14dS/m) sont de I’ordre de 60,15+7,62%

(A. chlamydospora) et 61,16+8,89% (E. phragmospora).

111.2.2. Orge

Tout comme 1’espéce précédente, I’étude des résultats statistiques obtenus a travers 1’estimation
du RWC montre que les variations constatées sont également influencées par les niveaux de salinité
des sols avec une valeur F,7=9,211 et P=0,00048.

Contrairement a I’espece précédente, cette étude a mis en €vidence un effet significatif de
I’action des «champignons endophytes» avec F»7=4,261 et P =0,00103 et de ’interaction des deux
facteurs «salinité» et «champignons endophytes» avec une valeur F,7;=3,357 et P=0,00089 sur la

teneur relative en eau des feuilles.
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La comparaison des moyennes par le test de Newman-Keuls (Fig.30B) indique que le RWC
estimé chez l'orge cultivée sur le sol faiblement salé en absence de champignons est de
68,12+15,34%. Des teneurs de 81,28+3,76; 78,23£12,25 et 74,73+17,2% ont été obtenues
respectivement en présence de F. equiseti, Ch. coarctatum et les six endophytes. Ces teneurs sont de
I’ordre de 68,25+8,75 ; 64,17+15,9 ; 66,81+22,78 ; 67,93£14,75% en présence d’E. phragmospora,
Ph. betae, F. graminearum et A. chlamydospora, respectivement.

Au niveau du lot conduit sur un sol moyennement salé, 1’orge a enregistrée une teneur relative en
eau de 82+5,21% en absence des endophytes. La valeur la plus élevée a été enregistrée chez 1’orge
inoculée par Ph. betae (83,69+4,29%). Des teneurs de 74,30+9,77 ; 67,84+11,89 et 43,70+36,27%
ont été retenues respectivement aprés inoculation d’A. chlamydospora et F. equiseti. Les plus faibles
valeurs ont été relevées respectivement en présence d’E. phragmospora, Ch. coarctatum et
F. graminearum (14,35+6,37 ; 11,34+4,63 et 9,36+1,51).

Au niveau des traitements conduits sur sol a salinit¢ 14dS/m, le RWC enregistré par 1’orge en
absence de toute inoculation par les endophytes est de 54,50+28,45%. En présence des différents
endophytes, les valeurs de cette teneur sont comprises entre 85,69+7,12% (Ph. betae) et
48,39+40,61% (F. graminearum).
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Figure 30 : Teneur relative en eau (%), enregistrées chez le blé dur (A) et I’orge (B) sous
stress salin et application des champignons endophytes : C0O: Absence des endophytes; EP:
E. phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F. equiseti; CC: Ch.
coarctatum; FG: F. graminearum ; ENS: Mélange des endophytes.
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111.2.2. Eléments minéraux

Le dosage des éléments minéraux Na™ et K* a été effectué au niveau des feuilles de blé dur et
d’orge a la fin de I’expérimentation.
111.2.2.1. Sodium Na*
111.2.2.1.1. Blé dur

Les deux facteurs «salinité» et «champignons» ainsi que leur interaction semblent étre sans effets
marquants sur les variations de ce parametre (P>0,05).

Selon les résultats de la figure 31A, la teneur en Na* accumulée au niveau des feuilles de blé dur
non traité par les endophytes et cultivé sur un sol a salinité 2,5dS/m est de 35,39+22,94ppm.
Semblablement, des teneurs comparables ont été enregistrées en présence de Ch. coarctatum
(39,09+24,86ppm) et Ph. betae (36,63+13,65ppm). De méme, des teneurs de I’ordre de 25,10+5,14 ;
22,63+12,61 ; 16,05+4,45ppm ont été signalées en présence de F. equiseti, F. graminearum et
E. phragmospora, respectivement. Le méme taux a été constaté sur les feuilles de blé dur au niveau
des traitements contenant A. chlamydospora et les six endophytes (20,99ppm).

A Téchelle du lot conduit sur un sol a salinité 8dS/m, le taux de sodium en absence des
endophytes est de 20,58+3,77ppm (moyenne inférieure a celle inscrite sur sol faiblement salé). Les
résultats de la figure 30A montre des teneurs de 30,04+2,57; 27,57+9,27; 26,33+1,43 et
25,10+1,43ppm en présence d’A. chlamydospora, F. equiseti, les six endophytes mélangés et
E. phragmospora, respectivement. Par contre, lorsque le blé dur a été inoculé par Ph. betae et
Ch. coarctatum, les teneurs des feuilles en Na' détectées ont été de ordre de 25,93+2,47 et
22,63+3,97ppm, respectivement.

Sur sol fortement salé, les teneurs se chiffrent a 24+0,86ppm (A. chlamydospora) et
25,10£0,71ppm (E. phragmospora).

111.2.2.1.2. Orge

Contrairement au blé dur, I’analyse des résultats justifie I’influence de la salinité des sols sur la
variation des teneurs des feuilles d’orge en sodium, avec F;,7=5,469 et P=0,00732.

Ces analyses révelent aussi un effet significatif du facteur «champignon» (F,;=6,636 et
P=0,00002).

Dans la méme perspective, I’interaction des deux facteurs a mis en évidence un effet, également,
significatif (F,,=4,535 et P=0,00004).

La comparaison des moyennes par le test Newman-Keuls (Fig.31B) indique que la teneur des
feuilles en Na* chez 1’orge cultivée sur un sol faiblement salé en absence des endophytes est de

17,28+1,23ppm. Une augmentation de cette teneur a été relevée avec tous les endophytes, la valeur
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maximale du taux de Na" a été enregistrée chez ’orge inoculée par Ph. betae et F. equiseti avec
46,09+3,77ppm, alors que, la valeur minimale a été inscrite en présence d’E. phragmospora avec
25,51+13,2ppm.

Ces valeurs deviennent plus importantes au niveau du lot conduit sur le sol moyennement salé.
Le taux de Na"en absence des champignons endophytes a été estimé a 45,68+1,23ppm, cette teneur
augmente en présence de Ph. betae, Ch. coarctatum et F. equiseti pour atteindre respectivement
56,79+1,23 ; 56,79+5,38 et 54,32+4,94ppm.

Sur sol & 14dS/m de salinité, le taux de Na* a été estimé a 39,92+7,23ppm en absence des
endophytes. En présence des endophytes, ces valeurs sont comprises entre un minimum de
34,98+0,71ppm (E. phragmospora) et un maximum de 46,09+0,71ppm (Les six endophytes). Des
teneurs de 44,86+4,67 ; 42,80+5,14 ; 41,56+0,71; 41,15+3,97 et 39,92+3,11ppm ont été retenues
respectivement en présence de Ph. betae, F. graminearum, A. chlamydospora, F. equiseti et

Ch. coarctatum.
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Figure 31 : Variations de la teneur en sodium Na* (ppm), au niveau des feuilles de blé dur
(A) et I’orge (B) sous stress salin et application des champignons endophytes : CO: Absence
des endophytes; EP: E. phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F.

equiseti; CC: Ch. coarctatum; FG: F. graminearum ; ENS: Mélange des endophytes.
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111.2.2.2. Potassium K*
111.2.2.2.1. Blé dur

Les données consignées dans le tableau 14 (Annexe 6) montrent que le taux de K* au niveau des
feuilles dépend des différents niveaux de salinités des sols (F2;=3,8858 a P=0,0308486).

Ces données indiquent aussi que la teneur en K* des feuilles est sous une influence hautement
significative du facteur «champignons endophytes» avec F,;=4,8725 a P=0,0007960 ainsi que
I’interaction entre les facteurs «salinité» et «champignons endophytes» avec F,;=5,4259 et
P=0,0005802.

Les plus faibles valeurs du taux de potassium K* chez le blé cultivé sur un sol & un faible niveau
de salinite (2,5dS/m), ont été enregistrées an absence des champignons endophytes (29,72+17,56) et
en présence d’E. phragmospora (25,69+13,62ppm). La valeur la plus élevée avec 207,01+35,65ppm
a ¢été retenue sur les feuilles de blé inoculées par I’ensemble des endophytes. Des teneurs de
90,87+58,65; 77,07£62,51; 71,34+46,44; 58,38+18,83 et 47,56+25,77ppm ont été retenues
respectivement en présence de F. graminearum, Ph. betae, Ch. coarctatum, F. equiseti et
A. chlamydospora (Fig.32A).

Chez le blé cultivé sur un sol & 8dS/m de salinité, une augmentation de la teneur en K* a été
constatée au niveau de tous les traitements conduits, en présence et en absence des endophytes, a
I’exception de celui contenant I’ensemble des endophytes, en inscrivant une teneur de
90,02+42,25ppm. En effet, en absence des endophytes, cette teneur a été estimée a
116,56+34,19ppm. En présence des endophytes, les valeurs de cette teneur oscillent entre
64,97+15,59 (A. chlamydospora) et 107,22+9,75 (Ch. Coarctatum).

Sur le sol fortement salé (14dS/m), ces teneurs sont de 1’ordre de 90,5+24,5ppm
(A. chlamydospora) et de 100,42+36,77ppm (E. phragmospora).

111.2.2.2.2. Orge

Comme chez le blé dur, la valeur du facteur «salinité» avec F,7;=3,414 et P=0,04014, traduit
I’effet significatif de la salinité des sols sur la teneur en K" au niveau des feuilles.

A Topposé, le facteur «champignons endophytes» et I’interaction entre les deux facteurs
n’exercent aucun effet marquant sur cette teneur (P >0,05).

Les resultats illustrés dans la figure 32B, révélent que la teneur la plus élevée en potassium chez
I’orge cultivée sur un sol a faible salinité (2,5dS/m), a été enregistrée en absence des endophytes avec
177,71+74,19ppm. Ces valeurs sont comprises entre 60,51+14,47 et 125,05+119,56 respectivement

en presence de F. equiseti et Ch. coarctatum.
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Sur le sol moyennement salé (8dS/m), cette teneur a été estimée a 91,30+52,02ppm, en absence
des endophytes. Chez 1’orge inoculée par les endophytes, les teneurs en potassium sont de 1’ordre de
40,98+2,29ppm (Les six endophytes mélangeés) et 123,35+21,78ppm (E. phragmospora).

Au niveau du lot conduit sur sol a 14dS/m de salinité, le taux de K* est de 63,91+17,09ppm en
absence des endophytes. Des teneurs de 139,49+86,69 ; 120,17+55,79 ; 114,86+69,05 ; 104,46+52,34
; 103,40+56,27 et 100,42+55,56ppm ont été enregistrées respectivement en présence de F. equiseti,
les six endophytes confondus, Ch. coarctatum, Ph. betae, A. chlamydospora et E. phragmospora.

Une teneur de 73,67+£24,84ppm a été inscrite chez 1I’orge inoculée par F. graminearum.
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Figure 32 : Variations de la teneur en potassium K* (ppm), au niveau des feuilles de blé dur
(A) et I’orge (B) sous stress salin et application des champignons endophytes : CO: Absence
des endophytes; EP: E. phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F.
equiseti; CC: Ch. coarctatum; FG: F. graminearum ; ENS: Mélange des endophytes.
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111.3. Parametres biochimiques

Les résultats de I’analyse de la variance des parametres biochimiques étudiés (Blé dur et orge)
sont présentés dans le tableau 15 (Annexe 6).

111.3.1. Sucres solubles

Ce parametre a été estimé dans le but d’en faire une analyse de la synthése des sucres au niveau
des feuilles de blé dur et d’orge sous ’effet de la salinité, en présence et en absence des champignons
endophytes.
111.3.1.1. BIé dur

L’analyse de la variance a deux facteurs n’indique aucun effet marquant sur la teneur des sucres
au niveau des feuilles (P>0,05).

Les résultats dégagés de la figure 33A révelent que la synthése des sucres au niveau des feuilles
de blé dur, conduit sur un sol a conductivité 2,5dS/m en absence de traitement par les endophytes, se
chiffre a 21,17+10,51mg/g MF. Alors qu’elle a été évaluée a 34,09+4,13 ; 31,12+2,37 ; 24,1148,05 ;
22,66+3,39 et 20,18+1,17 mg/g MF, lorsque les graines ont été inoculées aux endophytes F. equiseti,
A. chlamydospora, Ph. betae, Ch. coarctatum et E. phragmospora, respectivement. Des moyennes
relativement moins importantes ont été inscrites aprés les avoir mélangés aux Fusarium
graminearum et les six endophytes, avec respectivement 11,48+2,41 et 15,31+16,98mg/g MF.

Sur un sol moyennement salé (8dS/m), en absence des endophytes, cette teneur a été estimée a
15+3. En présence des endophytes, ces teneurs oscillent entre 6,04+4,47g (A. chlamydospora) et
42,11+28,35¢g (Mélange des endophytes)

Par ailleurs, au niveau des feuilles de blé dur cultivé sur sol a forte salinité (14dS/m),
proportionnellement, des minima ont été observés. En effet, les valeurs oscillent entre 8,052
(E. phragmospora) et 8,49+0,12mg/g MF (A. chlamydospora).

111.3.2.1. Orge

Contrairement au blé dur, I’étude statistique des résultats obtenus montre que la synthése des
sucres s’est montrée conditionnée par le facteur «salinité» (F37=3,577 a P=0,03). Aucun effet
significatif n’a ét¢ montré par le facteur «champignons» ainsi que I’interaction des deux facteurs
(P>0,05).

Les moyennes observeées sur les trois lots ont été comparées par la méthode de Newman-Keuls
(Fig.33B). Cette comparaison indique une accumulation de 38,98+30,81mg/g MF de sucres solubles
sur les feuilles d’orge cultivée sur un sol faiblement salé (2,5dS/m), en absence des endophytes.

Aprés exposition des graines aux champignons endophytes, les teneurs en sucres relevés ont été
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définies entre des valeurs extrémes de 17,47+4,79mg/g MF (F. equiseti) et 30,44+7,25mg/g MF

(A. chlamydospora).

Sur un sol moyennement salé (8dS/m), un taux de 15,57+2,49mg/g MF a été enregistré en

absence des endophytes.

Les

teneurs des sucres Vvarient

(F. graminearum) et 15,42+2,92mg/g MF (E. phragmospora).

entre 46,28+31,12mg/g MF

Au niveau du lot conduit sur un sol fortement salé (14dS/m), le taux de sucres inscrit en absence

des champignons endophytes a été estimé a 18,36+1,07mg/g MF. Le taux de sucres varie entre

28,20+9,72mg/g MF (F. equiseti) et 12,08+6,44mg/g MF (A. chlamydospora).

80 - A
g
. <
= 60 - = FE
R cc
E’ 50 - IENS
[72]
8 40 -
(&)
? 30 A
& I I
< 20| mmI
2 . L1l
|_ 10' 1 I I_
0 - Salinités
2,5dS/m 8dS/m 14dS/m
90 - B
mCO
80 - EP
" AC
5 o g
2 - cc
CED 60 FG
=ENS
§ 50 -
S 40 -
L 30 - { [ { [
o
B | i i 1
>
T L I
0 Salinités
2,5dS/m 8dS/m 14dS/m

Figure 33 : Variations du taux des sucres (mg/g MF), au niveau des feuilles de ble dur (A) et
I’orge (B) sous stress salin et application des champignons endophytes : CO: Absence des
endophytes; EP: E. phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F. equiseti;
CC: Ch. coarctatum; FG: F. graminearum ; ENS: Mélange des endophytes.
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111.3.2. Proline
111.3.2.1. Blé dur

La teneur en proline des feuilles de blé dur est sous une influence significative des niveaux de
salinité des sols utilisés (F,7=53,6345 et P=0), des champignons endophytes (F,7=7,5595 et P=0), et
de leur interaction (F,;=7,4858 et P=0).

Les resultats illustres dans la figure 34A, révele qu’a 1’échelle du lot conduit sur sol a salinité
2,5dS/m, les teneurs oscillent entre 0,30+0,10mg/g MF (A. chlamydospora et Ch. coarctatum) et
0,15+0,04mg/g MF (Les six endophytes confondus). En absence de ces derniers, elle a été estimée a
0,25+0,03mg/g MF.

Que ce soit en absence ou en présence des endophytes, une augmentation de la proline a été
révélée au niveau des differents traitements conduits sur un niveau de salinité de 8dS/m. Son
accumulation varient entre une valeur minimale inscrite en absence des endophytes (0,32+0,10mg/g
MF) et une valeur maximale retenue en présence de Ch. coarctatum (1,19+0,25mg/g MF).

Sur le sol a 14dS/m de salinité, ces teneurs sont de 1’ordre de 0,80+0,1mg/g MF
(E. phragmospora) et 0,84+0,17mg/g MF (A. chlamydospora).

111.3.2.2. Orge

Comme chez le blé dur, la valeur du facteur «salinité» avec F,7;=194,548 a P=0, traduit
I’existence d’une différence significative sur la teneur de la proline des feuilles d’orge.

Le traitement des données par 1’analyse de la variance montre aussi que celle-ci est influencée
par le facteur «champignons ednophytes» (F,;=3,764 et P=0,00254). Un effet significatif semble étre
aussi observé par I’interaction des de deux facteurs (F,7=5,608 et P=0).

La comparaison des moyennes (Test de Newman-Keuls) a permis de mieux évaluer ces résultats
(Fig.34B). Au niveau du lot conduit sur sol a faible salinité (2,5dS/m), la teneur en proline en absence
de toutes applications d’endophytes est de 0,89+0,30mg/g MF. Hormis celui conduit en présence de
F. equiseti (0,58+0,22mg/g MF), une évolution a été constatée au niveau des traitements contenant
les champignons endophytes. La teneur maximale élevée (2,10+0,55mg/g MF) a été retenue en
présence de Ph. betae, suivie de celles enregistrées en présence des F. graminearum,
A. chlamydospora, Ch. coarctatum et E. phragmospora avec respectivement 1,48+0,75 ; 1,28+0,55 ;
1,14+0,28 et 1,05+0,11mg/g MF. Enfin, une valeur de 0,93+0,68mg/g MF a été notée au niveau du
traitement rassemblant les six endophytes.

Par ailleurs, une réduction a été notée chez I’orge cultivée sur sol moyennement salé (8dS/m), a

I’exception des traitements conduits en présence de Ch. coarctatum et F. equiseti, en inscrivant

E

respectivement des valeurs de 1,99+0,80 et 0,83+0,04mg/g MF.
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Comparativement, une augmentation a été enregistrée au niveau de tous les essais conduits sur
un sol fortement salé (14dS/m). Des teneurs en proline de 1’ordre de 1,66+0,86 et 1,35+0,51mg/g MF
ont été relevées en absence et en présence (les six mélangés) des endophytes. La valeur maximale a
été retenue chez 1’orge inoculée par Ch. coarctatum avec 2,12+0,38mg/g MF, et la minimale a été
constatée en présence d’E. phragmospora (1,21+0,24mg/g MF). Parallélement, des teneurs estimés a
1,93+0,43 ; 1,84+0,67; 1,56+£0,40 et 1,43+0,56mg/g MF ont été relevés respectivement apres
inoculation de F. equiseti, Ph. betae, A. chlamydospora et F. graminearum.
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Figure 34 : Variations des teneurs en proline (mg/g MF), au niveau des feuilles de blé dur
(A) et ’orge (B) sous stress salin et application des champignons endophytes : CO: Absence
des endophytes; EP: E. phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE: F.
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111.3.3. Extraction et dosage des pigments Photosynthétiques
111.3.3.1. Chlorophylle (a)
111.3.3.1.1. Blé dur

La teneur en chlorophylle (a) est influencée par les variations de la salinité des sols avec
F.7=14,2791 et P=0,0000315. Par contre, des différences non significatives des effets du facteur
«champignonsy ainsi que I’interaction entre «salinité» et «champignons» ont été révélées (P>0,05).

Les résultats, indiqués (Fig.35A) sur le blé dur conduit sur sol a conductivité électrique 2,5dS/m
en absence des endophytes, s’élévent a 32,43+1,39ug/g MF. Une valeur de 33,23+1,39ug/g MF a
été enregistrée en présence de Ph. betae. Des teneurs voisines en chlorophylle (a) ont été
enregistrées par I’inoculation d’A. chlamydospora, E. phragmospora et F. equiseti avec
respectivement 29,74+1,15; 29,25+1,98 et 29,06+1,62ug/g MF. Une faible teneur a été inscrite en
présence de Ch. coarctatum (24,05+5,86u9/g MF).

Au niveau du lot conduit sur le sol moyennement salé (8dS/m), a I’exception de celui conduit en
présence de Ch. coarctatum (25,87+4,81 pug/g MF), une réduction de cette teneur a été enregistrée
au niveau de I’ensemble des traitements. Les teneurs de la chlorophylle (a) balancent entre des
valeurs de 21,11+5,27ug/g MF (A. chlamydospora) et 28,10+£0,71ug/g MF (E. phragmospora).

Chez le blé dur cultivé sur sol a forte salinité (14dS/m), les teneurs en en chlorophylle (a) sont
de I’ordre de 18,38+2,87ug/g MF (A. chlamydospora) et 24,87+4,07ug/g MF (E. phragmospora).

111.3.3.1.2. Orge

L’analyse de la variance a de méme révélé un effet significatif du facteur «salinité» sur la teneur
en chlorophylles (a) chez 1’orge ; effet semblant moins important que celui cité précédemment avec
F,7=4,315 et P=0,01864.

Tout comme le blé dur, les résultats indiquent que le facteur «champignons» et I’interaction entre
les facteurs «salinité» et «champignons endophytes», ne marquent aucun effet sur la production de la
chlorophylle (a) (P>0,05).

Les résultats signalent que les teneurs en chlorophylles (a) retenues chez 1’orge sont inférieures
que celles enregistrées par le blé dur. La comparaison des moyennes (Fig.35B) montre que, sur le sol
a faible salinité (2,5dS/m), la teneur en chlorophylle (a) inscrite en absence des endophytes a été
estimee a 14,52+2,04ug/g MF. De méme, les teneurs enregistrées au niveau de tous les traitements
conduits en présence des endophytes et inscrivant des valeurs balancant entre 17,51+5,66pg/g MF

(Ph. betae) et 28+6,84ug/g MF (A. chlamydospora) semblent étre statistiquement égales.
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Chez I’orge cultivée sur le sol moyennement salé (8dS/m), une teneur de 21,9+3,30 ug/g MF a
été estimée en absence des endophytes. Les teneurs observées en présence des endophytes sont de
I’ordre de 21,12+4,09ug/g MF (Les six endophytes confondus) et 23,88+3,62u9/g MF (Ph. betae).

Au niveau du lot conduit sur sol a fort niveau de salinité (14dS/m), une teneur de
27,66+8,08ug/g MF a été enregistrée en absence des endophytes. En présence de ces derniers ces
teneurs oscillent entre 17,93+2,50ug/g MF (A. chlamydospora) et 27,32+2,50ug/g MF (Ph. betae).
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Figure 35 : Variations de la teneur en chlorophylle ‘a’ (ug/g MF), au niveau des feuilles de
blé dur (A) et ’orge (B) sous stress salin et application des champignons endophytes : CO:
Absence des endophytes; EP: E. phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE:
F. equiseti; CC: Ch. coarctatum; FG: F. graminearum ; ENS: Mélange des endophytes.
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111.3.3.2. Chlorophylle (b)
111.3.3.2.1. Blé dur

L’analyse de la variance des résultats obtenus n’a révélé aucun effet marquant du facteur
«salinité» sur la teneur en chlorophylle (b) avec F,7=1,3018 et P=0,28525. La valeur du facteur
«champignons» avec F,7=2,4115 et P=0,04062, traduit son effet significatif sur cette teneur. Dans la
méme perspective des analyses, I’interaction des facteurs «salinité» et «champignons» a mis en
évidence un effet significatif avec F,;=2,5895 et P=0,02970.

Selon la figure 36A, il a été apergu qu’a 1’échelle du lot conduit sur le sol faiblement salé, la
teneur en chlorophylle (b) est de 15,22+1,16ug/g MF en absence des endophytes. Une augmentation
de cette teneur a été observee en présence des endophytes ; la teneur maximale a été enregistrée chez
le blé dur inoculé par I’ensemble des endophytes avec 16,97+4,57ug/g MF, suivie de F. equiseti avec
15,26+0,91ug/g MF. Les teneurs les plus faibles ont été obtenues en présence de F. graminearum et
Ch. coarctatum (12,58+1,79 et 11,86+2,99ug/g MF, respectivement).

Une teneur de 15,82+1,58ug/g MF a été enregistrée chez le blé cultivé sur le sol moyennement
salé (8dS/m), en absence des endophytes. La teneur la plus élevée a été retenue en présence du
traitement rassemblant les six endophytes avec 17,93+2,47ug/g MF, alors que les plus faibles valeurs
ont été enregistrées en présence des endophytes Ph. betae et F. equiseti, en inscrivant respectivement
des teneurs de 12,68+1,23 et 12,65+1,82ug/g MF.

Ces teneurs sont de 1’ordre de 14,26+2,03ug/g MF (E. phragmospora) et 17,38+2,72ug/g MF

(A. chlamydospora) chez le blé dur cultivé sur sol a salinité 14dS/m.

111.3.3.2.2. Orge

Contrairement au blé dur, un effet significatif a révélé par 1’action du facteur «salinité» avec
F,7=15,083 et P=0,00001. Le facteur «champignon» et I’interaction entre «salinité» et
«champignons» n’exerce aucun effet sur ce paramétre (P>0,05).

Les données moyenness (Fig.36B) de la teneur en chlorophylle (b) enregistrées chez le blé dur
sont ¢élevées par rapport a celles observées chez I’orge. Ces teneurs augmentent avec I’augmentation
du niveau de salinité du sol, les valeurs les plus élevées ont éte retenues chez 1’orge cultivée sur le sol
fortement salé.

Au niveau du lot conduit sur le sol a salinité 2,5dS/m, la teneur la plus faible en chlorophylle (b)
a été obtenue en absence des endophytes avec 6,39+0,98ug/g MF. En présence des endophytes, les
teneurs en chlorophylle (b) sont de l’ordre de 12,84+3,43ug/g MF (F. graminearum) et
8,13+2,56ug/g MF (Ph. betae).
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Sur sol a salinité 8dS/m, et en absence des endophytes, cette teneur a été estimée a
10,44+1,12ug/g MF. Chez l’orge inoculée par les endophytes, des valeurs balangant entre
10,01+2,07ug/g MF (les six endophytes) et 11,16+1,35ug/g MF (Ph. betae) ont été retenues.

Sur le sol fortement salé (14dS/m), une teneur de 13,78+2,78ug/g MF a été enregistrée en
absence des endophytes. Des teneurs identiques ont été obtenues en présence de Ph. betae et
F. graminearum avec respectivement 14,89+1,06ug/g MF et 14,82+1,62ug/g MF. Celle-ci a été
estimée a 10,60+2,52uug9/g MF en présence d’E. phragmospora.
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Figure 36 : Variations de la teneur en chlorophylle ‘b’ (ug/g MF), au niveau des feuilles de
blé dur (A) et I’orge (B) sous stress salin et application des champignons endophytes : CO:
Absence des endophytes; EP: E. phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE:
F. equiseti; CC: Ch. coarctatum; FG: F. graminearum ; ENS: Mélange des endophytes.
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111.3.3.3. Chlorophylle totale (Chlorophylle a + chlorophylle b)
111.3.3.3.1. Blé dur

Les résultats obtenus indiquent que les variations de la chlorophylle totale sont influencées par
les niveaux de salinités des sols (F,7=4,6896 et P=0,01590) et par les différents endophytes
(F27=2,2973 et P=0,04969).

L’interaction entre les deux facteurs n’a mis en évidence aucun effet significatif sur ces
variations (P>0,05).

La figure 37A démontre qu’au niveau du lot conduit sur le sol faiblement salé (2,5dS/m), les
teneurs en chlorophylles totales ont été estimeées a 48,34+1,26ug/g MF (Ph. betae), 47,71+8,28ug/g
MF (Mélange des endophytes) et 47,63+1,86ug/g MF (En absence des endophytes). Une teneur de
35,90+8,84ug/g MF a été inscrite en présence de Ch. coarctatum.

Sur le sol moyennement salé (8dS/m), ces teneurs ont diminué au niveau de la plupart des
traitements. Elles sont comprises entre 36,07+6,12ug/g MF (A. chlamydospora) et 45,72+3,28u9/g
MF (E. phragmospora).

Au niveau du lot conduit sur le sol fortement salé (14dS/m), les teneurs en chlorophylle totale
balancent entre 37,75+5,29ug/g MF (A. chlamydospora) et 39,11+5,91ug/g MF (E. phragmospora).

111.3.3.3.2. Orge

Comme chez le blé dur, I’analyse des résultats indique que les variations de la teneur en
chlorophylle totales sont fortement conditionnées par le facteur «salinité» avec F,;=7,76 et
P=0,00131 (Effet qui semble plus important que celui cité chez le bl¢ dur). Tandis que I’effet du
facteur «champignon» et de I’interaction des deux facteurs s’avére d’une faible importance (P>0,05).

La comparaison des moyennes par le test Newman-Keuls au seuil de signification de 5%
(Fig.37B), révele que la teneur la plus faible en chlorophylle totale chez 1’orge cultivée sur le sol
faiblement salé (2,5dS/m), a été enregistrée en absence des endophytes avec 20,90+3ug/g MF. Une
évolution de cette teneur a été retenue au niveau des différents traitements conduits en présence des
endophytes, et la valeur maximale a été observée en présence d’A. chlamydospora avec
40,25+9,53ug/g MF, suivie par celle inscrite en présence de F. graminearum avec 34,10+6,76u9/g
MF.

Sur le sol moyennement salé (8dS/m), une amélioration de ces teneurs a éteé relevée au niveau
des différents traitements, a 1’exception de ceux conduits en présence des champignons endophytes
A. chlamydospora et F. graminearum (33,75+2,33 et 31,99+3,97u9/g MF respectivement).

Chez ’orge cultivée sur le sol fortement salé¢ (14dS/m), les teneurs les plus é€levées ont été

relevées en absence des endophytes (41,42+10,84ug/g MF) et présence des souches fongiques
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Ph. betae et F. graminearum avec respectivement 42,19+2 54 et 41,37+3,86ug/g MF. Alors que la
teneur la plus faible avec 30,24+4,19ug/g MF a été constatée chez 1’orge en présence de la souche
A. chlamydospora.
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Figure 37 : Variations de la teneur en chlorophylle totale ‘a+b’ (ug/g MF), au niveau des
feuilles de blé dur (A) et I’orge (B) sous stress salin et application des champignons
endophytes : C0O: Absence des endophytes; EP: E. phragmospora; AC: A. chlamydospora;
PB: Ph. betae; FE: F. equiseti; CC: Ch. coarctatum; FG: F. graminearum ; ENS: Mélange
des endophytes.
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111.3.3.4. Caroténoides
111.3.3.4.1. Blé dur

L’analyse de la variance montre que la teneur en caroténoides est sous une influence
significative de la salinité des sols (F,7=242,035 et P=0), des champignons endophytes (F,7=35,432
et P=0), et de leur interaction (F,7=23,997 et P=0).

Les résultats moyens obtenus (Fig.38A) indiquent que la teneur maximale en caroténoides a
I’échelle du lot conduit sur sol & 2,5dS/m de salinité a été notée sur les feuilles de blé dur inoculé par
le traitement rassemblant les six endophytes (8,09+2,14ug/g MF), suivie par celle enregistrée en
absence des endophytes avec 7,37+0,60ug/g MF. Les teneurs les plus faibles ont été relevées en
présence des endophytes F. graminearum et Ch. coarctatum avec respectivement 5,97+0,86 et
5,84+1,47ug/g MF.

Chez le blé dur cultivé sur le sol ou la salinité a été mesurée a 8dS/m, une évolution de la teneur
en caroténoides a éeté relevee au niveau de la plupart des traitements. La teneur la plus élevée a été
retenue aussi en présence du traitement rassemblant les six endophytes avec 8,52+1,20ug/g MF. Une
réduction de cette teneur a été enregistrée en présence de Ph. betae et F. equiseti (6,20+0,69 et
6,06+0,86ng/g MF, respectivement).

Au niveau du lot conduit sur sol a salinité de 14dS/m, les teneurs en caroténoides fluctuent entre

6,85+1 (E. phragmospora) et 8,28+1,29ug/g MF (A. chlamydospora).

111.3.3.4.2. Orge

Comme le blé dur, la teneur en caroténoides est également influencée par les variations de la
salinité des sols utilisés avec F,7=15,072 et P=0,00001.

Contrairement, les teneurs restent faiblement influencées par le facteur «champignons» et
I’interaction entre les deux facteurs «salinité» et «champignons» (P>0,05).

En absence des endophytes, la teneur en caroténoides a été estimée a 3,16+0,51ug/g MF, chez
I’orge cultivée sur le sol faiblement salé (2,5dS/m). Des teneurs voisines ont été enregistrée en
présence de F. graminearum et A. chlamydospora avec respectivement 6,20+1,60 et 5,89+1,24ug/g
MF (Fig.38B).

A T1’échelle du lot conduit sur le sol moyennement salé (8dS/m), une teneur de 5,02+0,49ug/g
MF a été inscrite par I’orge en absence des endophytes. Des teneurs voisines ont été retenues en
présence des endophytes, elles sont de 1’ordre de 4,84+0,97ug/g MF (Mélange des endophytes) et
5,43%0,63ug/g MF (Ph. betae).
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Au niveau du lot conduit sur le sol fortement salé (14dS/m), une valeur de 6,65+1,30ug/g MF a
été enregistrée en absence des endophytes. Chez 1’orge inoculée par les endophytes, ces valeurs

oscillent entre 5,13+1,16u9/g MF (E. phragmospora) et 7,14+0,52 pug/g MF (Ph. betae).
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Figure 38 : Variations de la teneur en caroténoides (ng/g MF), au niveau des feuilles de blé
dur (A) et ’orge (B) sous stress salin et application des champignons endophytes : CO:
Absence des endophytes; EP: E. phragmospora; AC: A. chlamydospora; PB: Ph. betae; FE:
F. equiseti; CC: Ch. coarctatum; FG: F. graminearum ; ENS: Mélange des endophytes.
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e Discussion

Dans la présente étude, la zone choisie, pour la collecte des plantes spontanées, est une zone
semi-aride, située a Belhacel-Relizane (ouest Algérien), sur laquelle trois parcelles a différentes
salinités ont été sélectionnées. La collection des especes végétales a permis de repérer une seule
espece sur la parcelle a faible salinité : Avena fatua L., ce faible nombre est di essentiellement au
labour effectué. Cependant, Beta macrocarpa Guss., Anabasis prostrata Pomel., Avena fatua L.,
Salsola oppositifolia Desf., et Lolium rigidum Gaud. ont été collectées a partir de la parcelle
moyennement salée. Alors que sur celle fortement salée, deux especes ont été détectées. Il s’agit de
Salsola oppositifolia Desf. et Suaeda fruticosa L. Selon les travaux de Noy-Meyr (1973) et
Le Houérou (2001), cette pauvre répartition est due a leurs habitats désertiques; qui représentent I'un
des environnements les plus difficiles pour la croissance des plantes, dont la répartition et la diversité
sont limitées par les contraintes environnementales, notamment la faible disponibilité en eau, les
températures élevées, et la salinité.

Les sols exercent une influence sélective sur la végétation et inversement, pour chacune d’elles
correspondent des sols typiques. Les plantes résistantes appartiennent a un nombre limité d'espéces et
occupent assez peu le sol. Les espéces les plus caractéristiques des sols salés sont les halophytes dont
les salsolacées et les chénopodiacées ; les préhalophytes dont les composées et les graminées qui sont
des espéces moins résistantes (Ozenda, 1983). Dans cette étude, la famille des Chénopodiacées
(Amaranthaceae) regroupe le nombre le plus élevé d’espeéces (quatre plantes différentes) ce qui
dénote également la capacité de ces especes a résister a la salinité des milieux humides salés ;
résultats confirmés par Chenchouni (2012).

Ces especes ont été collectées dans le but de la mise en évidence des champignons endophytes, a
partir de leur systeme racinaire. D’apres les résultats obtenus, les taux de colonisation des racines par
des champignons endophytes étaient différents entre les especes. Comme Gong et Guo (2009), les
principaux facteurs qui peuvent €tre a I’origine de la différence entre les taux de colonisation sont la
nature des espeéces végétales, la quantité d’échantillons et le milieu d’isolement. Cependant, la
salinité ne montre aucune influence. Chesson et al. (2004) suggerent que les conditions hétérogénes
des écosystemes arides et semi-arides (la variabilité des précipitations, I'hétérogénéité des sols et la
répartition inégale des communautés vegétales) peuvent étre a I’origine d’une colonisation élevée des
racines de plantes par les champignons endophytes, par rapport aux autres écosystemes tempérés et
tropicaux (Fierer et Jackson, 2006). Usuki et Narisawa (2007) indiguent que l'association de plantes
avec une variété de champignons endophytes pourrait étre fondamentale pour la survie des plantes

dans les écosystemes arides et semi-arides. Alors que Porras-Alfaro et al. (2008) montrent que la
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population des endophytes des racines se trouve réduite dans des habitats soumis a certaines
contraintes environnementales ; cette réduction peut étre expliquée par les modifications
physiologiques de la plante hote (Juniper et Abbott, 2006).

Une collection de dix isolats endophytes, a été établie a partir des racines des différentes
especes. L'identification des microorganismes isolés est trés complexe (Souza et al., 2004). Selon la
mycologie classique, la plupart des especes de champignons endophytes ont été décrites en fonction
de leurs caractéristiqgues morphologiques telles que la morphologie des ascospores, la couleur et
I'odeur de la colonie et d'autres caractéristiques (Hyde et al., 2010). Une identification préliminaire
des isolats a été effectuée par I’analyse des caractéres morphologiques notamment ceux qui sont
déterminés par les structures reproductrices par des observations macroscopiques et microscopiques
(Kim et Baek, 2011). Cette analyse a permis de subdiviser la collection en 7 groupes phénotypiques.
En raison des ressemblances morphologiques des colonies et des fructifications de certains
endophytes, les caractéristiques morphologiques étaient insuffisantes. En effet, un seul genre a pu
étre identifié : Fusarium sp. isolé a partir des racines de Suaeda fruticosa. Les autres champignons
n’ont pas été identifiés, surtout ceux qui ne parviennent pas a sporuler (Hyde et al., 2010). Le peu
de variations morphologiques entre les spores rend cependant difficile I’identification des especes
(Redecker et Raab 2006).

Afin de lever ces contraintes, les outils de la biologie moléculaire ont été développées,
notamment parce que les génes ne sont pas affectés par les changements de caracteres durant la
différenciation des organes des champignons (Redecker et al., 1997). L’amplification et le
séquencage de I’ADN des champignons permettent d’identifier directement les espéces de
champignons endophytes et d’étudier les relations phylogénétiques entre les différents groupes (Ko
et al., 2011). Les endophytes isolés ont été identifiés en utilisant la technique d’amplification par
réaction de polymérase en chaine (PCR) des sequences ITS et 18S de I’ADN ribosomique, a I’aide
d’amorces nucléotidiques universelles et spécifiques des champignons (White et al., 1990 ;
Curlevski et al., 2010).

Les résultats d’identification révelent que la base de données ITS était plus informative que celle
de 18S pour I’identification des espéces de champignons isolés. Des résultats analogues ont été
obtenus par Liu et al. (2015) pour I’identification des endophytes du sol. La région ITS a été
montrée, de méme, plus précise et présente plus de potentiel que le gene 18S d'’ARNr dans I'analyse
des communautés fongiques dans différents écosystemes, ceci grace au niveau de spécificité le plus
élevé des ITS par rapport a celui des 18S (Lord et al., 2002). Toju et al. (2012) indiquent que les
séquences ITS sont hypervariables, et utilisées en particulier pour I’identification des champignons a

I’échelle d’espéces ou a des niveaux inférieurs (genre). Alors que les séquences 18S de I'ARN; ne
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peuvent pas toujours permettre l'identification des champignons au niveau du genre ou de I’espece
(Anderson et Parkin, 2007). Par conséquent, les séquences d'’ARNr 18S ne fournissent pas toujours
une résolution taxonomique suffisante pour permettre 1’identification des champignons au niveau du
genre ou de I'espéce (Anderson et Parkin, 2007).

Les isolats décrits dans cette étude appartiennent a I'embranchement des Ascomycetes. Phoma et
Fusarium étaient les genres endophytes racinaires les plus fréquents (Jose et al., 2008), qui pourraient
jouer des roles éventuels dans la tolérance de I'ndte a des conditions environnementales stressantes
(Gonzalez-Teuber et al., 2017) ; suivis par Alternaria, Embellisia et Chaetomium (Jose et al., 2008).
Les informations recueillies corroborent ceux obtenues par Conley et al. (2006) et Smolyanyuk et
Bilanenko (2011), indiquant ainsi que les champignons appartenant aux genres Alternaria étaient
clairement prédominants dans les environnements désertiques et salés. Dans cette étude, Alternaria a
été isolé a partir de la parcelle ou la salinité est comprise entre 4 et 8dS/m. Selon Jose et al. (2008),
les especes fongiques Alternaria chlamydospora et Fusarium equiseti étaient plus communes dans
les environnements salins. Alternaria, Embellisia, Phoma et Fusarium sont des endophytes
pigmentés. Selon Sun et al. (2012), les champignons endophytes pigmentés étaient communs chez les
halophytes et ils pourraient jouer un réle écologique important dans la survie des plantes et leur
résistance au stress salin. Ces champignons produisent des niveaux élevés de pigments, qui peuvent

protéger les plantes poussant dans des environnements salins (Wong et Hyde, 2001).

Vue I’importance de la phase germinative des semences dans le déroulement des stades
ultérieurs du développement et de croissance des plantes, la contribution des endophytes
identifiés (E. phragmospora, A. chlamydospora, Ph. betae, F. equiseti, Ch. coarctatum et
F. graminearum) dans la tolérance des graines de blé dur (Variété Simeto) et de 1’orge (Variété
Saida;g3), a des concentrations croissantes en NaCl, a été étudiée, in vitro.

Les résultats obtenus dans cette étude a travers la cinétique de germination permettent de
distinguer 3 phases de germination chez le blé dur comme chez 1’orge:

Une phase de latence, nécessaire a 1’apparition des premiéres germinations, au cours de laquelle
le taux de germination reste faible. La durée de cette phase est variable selon la composition du
milieu de germination. Elle est courte voire absente chez les graines témoins et les graines traitées par
les différents champignons endophytes. Mais, elle devient plus au moins longue, chez les graines
soumises aux traitements 400, 600 et 800meq/l de NaCl en présence et en absence des champignons
endophytes;

Une phase sensiblement linéaire, correspondant & une augmentation rapide du taux de

germination qui évolue proportionnellement au temps, pour les graines témoins et les graines traitées
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par les endophytes en absence de sel et en présence de 400meg/l de NaCl. Pour les graines soumises
a 400meq/l de NaCl en absence des endophytes et celles traitées par les endophytes sous stress salin
600 et 800meq/I, cette phase est tres courte. Ceci peut expliquer le taux de germination réduit qui est
da a I’effet inhibiteur du sel.

Une troisieme phase, correspondant a un palier représentant le pourcentage final de germination
et traduisant la capacité germinative des deux espéces étudiées. Il parait que cette capacité
germinative diminue pour le blé dur et I’orge mais avec des degrés difféerents et cela selon les
conditions de germination.

L'étude de la cinétique de germination et des résultats du taux de germination final montre que
les conditions optimales de germination sont obtenues en absence de sel. De nombreux travaux ont
également rapporté que les graines de la plupart des especes atteignent leur maximum de germination
par eau distillée (Naidoo et Keit, 2006 ; Wei et al., 2008).

Le pourcentage de germination diminue significativement avec 1’augmentation de la
concentration de NaCl chez les espéces de blé et d’orge (Rachidai et al., 2000; Mallek-Maalej et al.,
2004), de Brassica (Jamil et al., 2005), et d’Atriplex (Bouda et Haddioui, 2011). La germination est
I’ensemble des événements qui commencent par 1’étape cruciale d’absorption de 1’eau par la graine et
se terminent par 1’élongation de 1’axe embryonnaire et I’émergence de la radicule a travers les
structures qui entourent I’embryon (Hopkins, 2003 ; Boulal et al., 2007). Le chlorure de sodium
présent dans le sol ou dans I’eau d’irrigation affecte la germination de deux maniéres, il diminue la
vitesse de germination et réduit le pouvoir germinatif (Mauromicale et Licandro, 2002).

Plusieurs études ont montré que les concentrations élevées en sel du milieu de germination
retarde la germination et réduit le pourcentage final de germination (Askri et al., 2007 ; Mrani Alaoui
et al., 2013). Cette diminution est due, selon Othman et al. (2006), a la réduction de 1’utilisation des
réserves des grains. Par ailleurs, Prado et al. (2000) expliquent cette diminution par le résultat de
I’apparition d’un processus de dormance osmotique développé sous ces conditions stressantes,
représentant ainsi une stratégie d’adaptation a 1’égard des contraintes environnementales. Ces
résultats sont similaires a ceux obtenus par Wei et al. (2008), qui ont indiqué que les graines des
glycophytes et des halophytes répondent de la méme maniére a la salinité, tout en réduisant le
nombre total des graines germées et accusant un retard dans D’initiation du processus de la
germination.

Cette étude révéle aussi qu’une concentration croissante en Sel engendre un retard de la
germination. Ce retard peut étre expliqué selon Ben Miled et al. (1986), par le temps nécessaire a la
graine pour mettre en place des mécanismes lui permettant d’ajuster sa pression osmotique interne.

Par ailleurs, Botia et al. (1998) et Ghrib et al. (2011) expliquent ce retard par I’altération des
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enzymes et des hormones qui se trouvent dans la graine a cause de 1’absorption des ions toxiques. Il
pourrait s’agir également d’une difficulté d’hydratation des graines suite a un potentiel osmotique
élevé entrainant une certaine inhibition des mécanismes aboutissant a la sortie de la radicule hors des
téguments et par conséquent un retard de la germination des graines (Gill et al., 2003).

La réduction des taux de germinations finales correspond a une augmentation de la pression
osmotique externe et / ou a une accumulation de Na* et CI” dans I'embryon, ce qui affecte I'absorption
de I'eau par les semences (Groome et al., 1991).

Les effets négatifs de la salinité en absence des endophytes (400meq/1) s’averent plus prononcés
chez le blé dur que chez I’orge, ce résultat a été déja confirmé par Colmer et al. (2005), qui ont
conclu que I'orge (Hordeum vulgare L.) est plus tolérante au sel que le blé dur (Triticum dururm
Desf.). Selon Maas et Hoffman (1977), l'orge est une espéce tolérante au stress salin,
comparativement aux blés, pour des seuils qui peuvent aller jusqu’ a 250mM NacCl, soit I’équivalent
de 50% de la salinité de 1’ecau de mer.

Une inhibition totale de la germination a été notée chez les graines de blé dur et d’orge aux fortes
concentrations de NaCl (600 et 800meq/l) en absence des champignons endophytes. Ces résultats
sont similaires a ceux obtenus par Wei et al. (2008), qui indiquent que les fortes concentrations de
sels provoquent un blocage de la germination. Murillo-Amador et al. (2002) montrent que cette
inhibition est due aux effets conjugués des sels ; effet toxique et osmotique. Une concentration élevée
en NaCl empéche complétement la germination ; le sel réduit également I'imbibition de I'eau en
raison de la baisse de la moyenne des potentiels osmotiques (Rafiq et al., 2006).

Les graines de blé dur et d’orge inoculées par les différentes souches de champignons
endophytes ont permis d’enregistrer des taux de germination identiques a ceux enregistrés par les
graines témoins. Selon Fortin et al. (2008), les champignons endophytes permettent aux plantes
d'avoir un meilleur acces aux éléments nutritifs et I'eau du substrat, ce qui favorise leur croissance.

La présence des endophytes a favorisé la germination chez le blé dur et 1’orge sous stress salins
600 et 800meg/l. Stone et al. (2000) indiquent que les champignons endophytes contribuent de
maniére significative a l'adaptation des plantes face a des conditions de stress environnementaux,
y compris la sécheresse, la chaleur, la salinité et méme des conditions limitantes en nutriments. Par
ailleurs, certaines plantes sont encore dans I’incapacité de résister a des conditions de stress en
I'absence de leurs champignons associés (Redman et al., 2002). De méme, Malinowski et Belesky
(2006) montrent que les champignons jouent un grand réle dans la tolérance des plantes, et en
particulier des graminées, a la salinité et dans la résistance a certains éléments toxiques par la

production de certains acides organiques et autres composés (Rahman et Saiga, 2005).
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Le champignon Piriformospora indica, endophyte des racines, a été montré pour améliorer la
résistance des plantes contre les maladies foliaires et racinaires et atténuer le stress du sel chez I'orge
(Waller et al., 2005). Johnson et al. (2014) révélent que Piriformospora indica survivait a une
concentration en sel de 200-400mM, sous conditions de culture in vitro. Piriformospora indica
améliore la croissance de certaines graminées comme le riz, le blé et I’orge a une concentration en sel
comprise entre 100mM a 300mM. Ce champignon favorise également une meilleure germination des
graines de légumes comme le chou, I’endive, le radis et 1’oignon. L’espéce Fusarium culmorum
confere aux plantes la tolérance au sel (Rodriguez et al., 2008).

Radhakrishnan et al. (2013) montrent une augmentation significative de la germination des
graines de soja et de la croissance des plantules en réponse de traitement par les GA produits par
Penicillium funiculosum

Pendant cette étude on a procédé par 1’évaluation de la longueur de la coléoptile, cette longueur
est aussi une caractéristique variétales fortement influencée par les effets du milieu de germination.
Les résultats indiquent que la croissance de la coléoptile est négativement affectée par la salinité chez
le blé dur et I’orge ; plus la concentration de NaCl augmente, la longueur de la coléoptile diminue.
Ceci concorde avec les résultats obtenus par Kadri et al. (2009) et Ines et al. (2014). La diminution
de la croissance de la coléoptile est le résultat au niveau cellulaire d’une baisse du nombre de
divisions cellulaires lors des stress abiotiques tels que le stress salin et le stress hydrique (Sané et al.,
2005 ; Rochdi et al., 2005).

La derniére étape de la germination est marquée par la prolifération et la croissance cellulaire
engendrant le développement de la radicule de I’embryon (Schiefelbein et al., 1997). Il a été aussi
procédé a I’estimation de I’apparition de la radicule, I’évaluation de sa longueur et par le
dénombrement des racines élaborées. La variation des milieux de germination engendre des
différences importantes dans I’apparition et le développement de la radicule de 1’embryon des
graines. L’intensité du stress salin imposé provoque une réduction de la longueur de la radicule et du
nombre de racines d’autant plus importante quand le stress est plus sévere, résultat similaire a celui
trouvé par Allagui et al. (2005). Cette réduction est due probablement a un arrét de la division et de
I’élongation cellulaire au niveau de la racine (Fraser et al., 1990 ; Abdelkader et al., 2015). Selon
Gomes et al. (1983), I’émergence de la radicule serait contr6lée par 1’osmolarité du milieu pendant
la germination, alors que la croissance ultérieure de la plantule serait limitée par la mobilisation et le
transport des réserves vers 1’axe embryonnaire. Nibau et al. (2008) et Adjel et al. (2013), signalent
que le stress salin diminue le nombre de racines. Lorsque les plantes ont été exposées a des
concentrations élevées en NaCl, les ions Na* ont été accumulés dans les plantes, conduisant & un

stress osmotique et par conséquent l'inhibition de la croissance (Wu et al., 2017).
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Une amélioration de la croissance des coléoptiles et des radicules et du nombre des racines
élaborées par le blé dur et I’orge a été révélée en présence des endophytes sous stress salins.
Egamberdieva et Kucharova (2009), ont observé que les champignons endophytes ont amélioré la
croissance des plantes ; cela est di a la production de phytohormones par les endophyte, tels que
I'acide indole acétique et I'acide gibbérellique, qui provoquent plus de croissance des racines, ce qui
augmente l'absorption des éléments nutritifs.

Hamayun et al. (2010) ont étudié la production des acides Gibbérelliques en interaction avec les
plantes. Les gibbérellines sont produites par des souches de Penicillium sous stress salin pour
améliorer la croissance des plantes (Leitdo et Enguita, 2016). L’acide gibbérellique et I'acide indole
acétique sécrétés par Penicillium funiculosum avait considérablement améliorer la germination des
graines de soja et atténuer les effets négatifs du stress salin en améliorant sa croissance et son
métabolisme (Khan et al., 2011). De méme, Hasan (2002) indiquent que sous concentration élevée de

sel, I'effet de la salinité des plantes cultivées peut étre réduit par la gibbérelline issue de Fusarium.

L’effet de 1’absence et de la présence des endophytes, préalablement isolés et identifiés, a été
étudié, in vivo, sur les parametres morphologiques, physiologiques et biochimiques du blé dur et de
I’orge cultivés sur des sols naturellement salés.

Les résultats de cette étude montrent une réduction du taux de levée des graines de blé dur avec
I’augmentation de la salinit¢ du sol, en absence des endophytes. Par contre, chez I’orge, cette
constatation n’a pas été notée entre les sols a salinité de 2,5 et 8dS/m (100%), contrairement au sol a
forte salinité (14dS/m) ou une réduction de 40% a été enregistrée, soit un taux de graines levées de
60%. Bien que la salinité des sols constitue un facteur limitant en agriculture, la germination et la
levée sont particulierement sensibles au sel du substrat, car il inhibe la germination et le
développement de la plantule. Les effets toxiques sont liés & une accumulation cellulaire des ions Na*
et CI" qui provoquent des perturbations enzymatiques impliquées dans la physiologie des graines en
germination, empéchent la levée de dormance des embryons et conduisent a une diminution de la
capacité de germination (Rejili et al., 2006). Le sel entraine une augmentation de la durée du
processus de la germination et retarde par conséquent la levée, car les stress salin et osmotique sont
responsables a la fois sur I’inhibition ou le retard de germination et de la levée des graines (Saeed et
al., 2014).

Une inhibition totale de la levée de blé dur a été constatée en présence de F. graminearum, sur le
sol moyennement salé (8dS/m) et en absence des endophytes et en présence de Ph. betae, F. equiseti,

Ch. coarctatum, F. graminearum et le mélange des endophytes, sur le sol fortement salé (14dS/m).
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Selon Flowers et Yeo (1981), la mortalit¢ des plantes en milieu salin s’explique par une
perturbation de 1’alimentation hydrique et d’une inhibition du métabolisme. L’accumulation
apoplasmique des ions Na* et CI™ serait le paramétre le plus impliqué dans le flétrissement et la
mortalité de certaines especes (Hasanuzzaman et al., 2013).

Une amélioration de la levée de blé dur sur le sol moyennement salé et de 1’orge sur le sol
fortement salé a été observée en présence d’E. phragmospora, A. chlamydospora, Ph. betae et
Ch. coarctatum, par comparaison aux taux de levée enregistrés en absence des champignons.

Il a été démontré que I'endophyte Penicillium funiculosum améliore la germination des graines
de soja et reduit les effets negatifs du stress salin en stimulant sa levée et sa croissance, en
synthétisant des gibbérellines (Khan et al., 2011). Le champignon Penicillium minioluteum, isolé de
Glycine max L., synthétise des gibbérellines bioactives GA4 et GA7 sous un stress salin et stimule la
croissance des plantes (Ahmed et al., 2010).

Sur le sol fortement salé (14dS/m), la levée des graines de blé dur a été favorisée uniquement en
présence des endophytes fongiques E. phragmospora et A. chlamydospora. D’apres ces résultats, il
peut étre suggéré que les endophytes Ph. betae, F. equiseti, Ch. coarctatum et F.graminearum, ne
peuvent pas tolérer des concentrations de sels plus élevées sur une espéce moyennement sensible a la
salinité comme le blé dur.

Johnson et al. (2014) et Varma et al. (2012) ont observé que Piriformospora indica, survivait a
une concentration saline de 200 a 400mM, par contre sa croissance est inhibée a 438mM de sel.

Les résultats de la longueur de 1’axe racinaire principal et de la hauteur de la plante montent que
ces deux parameétres ont été fortement influencées par la salinité des sols chez le blé dur. La longueur
de la racine principale et la hauteur de la plante diminue avec 1’augmentation de la salinité des sols.
La diminution de la croissance observée chez les plantules de blé peut étre expliquée par le fait que le
NaCl agit par augmentation de la pression osmotique du milieu, ce qui empéche I’absorption de I’eau
par le systeme racinaire. Ceci entraine, par conséquent, une réduction de la croissance qui est le
résultat, au niveau cellulaire, d’une baisse du nombre de divisions cellulaires (Benamar et al., 2009).
Cet effet, fréquent chez les glycophytes, a été observé par Chartzoulakis et Klapaki (2000). Les
dommages causés a la plante sont associés a I’accumulation, a des niveaux toxiques, des ions Na" et
CI', dans les feuilles, affectant négativement le métabolisme. En effet, selon Munns et al. (2006), le
stress salin inhibe 1’absorption des éléments nutritifs essentiels comme le P et K ce qui affecte la
croissance et le développement de la plante (Zhu, 2004).

Les champignons endophytes ne présentent aucun effet significatif sur la longueur de la racine
principale de blé dur, I'insensibilité de la racine principale a la colonisation par Piriformospora indica

a également été observée chez Arabidopsis (Sirrenberg et al., 2007).

115




Etude expérimentale Chapitre Il Résultats et discussion

La croissance des plantes est controlée par des signaux hormonaux, la réduction de cette
croissance peut étre due a I’augmentation de la concentration en acide abscissique (L’ABA peut étre
synthétisée par les endophytes) dans la partie aérienne ou a une réduction des concentrations en
cytokinine (Itai, 1999).

Chez I’orge, I’accroissement de la salinité des sols provoque une réduction importante de la
longueur de I’axe racinaire principal et de la hauteur de la plante, essentiellement au niveau du lot
conduit sur le sol fortement salé (14dS/m). Les racines représentent les organes qui sont en contact
direct avec le milieu ou se dose la salinité. Les résultats obtenus indiquent que les parties souterraines
sont plus affectées par la salinité que les parties aérienne. Lepengue et al. (2010) et Silva et al. (2014)
montent que le stress salin inhibe la croissance et le développement des plantules. Des résultats
similaires ont été observés chez Hordeum vulgare par EI Goumi et al. (2014), ou le stress salin a
réduit la croissance des jeunes feuilles et des racines. Selon Munns et Tester (2008), le stress salin
induit, dans un premier temps, des changements rapides osmotiques qui affectent la croissance des
racines en un temps rapide et par conséquent, la perturbation du développement des parties aériennes.

L’inoculation de 1’orge par les champignons endophytes a amélioré la longueur de la racine
principale. Yurieva et al. (2018), ont rapporté que Penicillium funiculosum a favorisé la croissance
des racines de soja, et a augmenté la biomasse seche des racines.

Les champignons endophtes n’exercent aucun effet significatif sur la hauteur des plantes de blé
dur et d’orge. Des résultats différents ont été indiqués par Rahman et Saiga (2005), qui ont montré
gue sous stress abiotiques, la hauteur de la plante a été montrée significativement supérieure chez les
plantes infectées par les champignons endophytes que les plantes non infectées.

Au stade début épiaison, la salinité a provoqué une diminution de la surface foliaire totale des
deux espéces étudiées. Des résultats similaires ont été rapportés pour 1’orge par Katerji et al. (2006),
ainsi que pour le blé dur, pour atténuer les effets de la limitation de la disponibilité de 1’eau en
conditions de stress salin (Laribi et al., 2016). Ces résultats concordent aussi avec ceux trouvés par
Kadri et al. (2009), qui ont montré une réduction de la surface foliaire de certaines especes végetales.
Ils ont attribué la réduction de la photosynthése a la diminution de la surface foliaire, a la fermeture
des stomates et a la déficience de la fixation du gaz carbonique.

La réponse immédiate au stress salin est la réduction de la surface foliaire. La limitation de la
croissance foliaire lors d’un stress salin représente un mécanisme adaptatif qui permet de réduire la
transpiration et donc de maintenir 1’état hydrique des plantes, ceci traduit une différence dans la
régulation des geénes affectant la croissance chez les racines et les parties aériennes lors d’un stress

(Wu et Cosgrove, 2000).
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Les champignons endophytes ne présentent aucun effet significatif sur la surface foliaire
développée par le blé dur cultive sur sols salés, Morse et al. (2002) trouvaient que la surface foliaire
développée par les plantes en absence des champignons endophytes est importante que celle
enregistrée en présence des endophytes sous stress abiotiques. Par contre, cette surface augmente
chez 1’orge en présence des endophytes. En réponse aux stress abiotiques, l'infection par les
endophytes affecte positivement la croissance des graminées en termes de surface foliaire
(Malinowski et Belesky 2000).

Le poids sec des parties aériennes et souterraines de blé dur et de la partie racinaire de 1’orge
diminue sous l'effet du stress salin. Les mémes résultats ont aussi été signalés par Chen et al. (2007),
Benmahioul (2009) et EI Goumi et al. (2014). Cette diminution peut étre causée par l'augmentation
de la concentration de CI" dans le tissu (Tavakkoli et al., 2011). La réduction de la biomasse de la
tomate dans des conditions de solution saline est un indicateur majeur de la limitation de la
croissance. La salinité a eu des effets néfastes non seulement sur la biomasse séche racinaire, mais
aussi sur les autres parametres morphologiques tels que la surface et la densité racinaire. De
nombreux travaux rapportent une réduction du poids de la biomasse végétale et de la croissance sous
I'effet de la salinité chez différentes especes dont 1'orge (ElI Mekkaoui et al., 1994), le sorgho (Igartua
et al., 1995), la luzerne (Mezni et al., 2002), le riz (Dhanyalakshmi et al., 2013), la tomate (Taffouo
et al., 2010) et le blé dur (Bouthour et al., 2015).

La réduction de la croissance des plantes dans des conditions salines peut étre due soit a la
diminution de la disponibilité d’osmoticums ou a I’accumulation excessive des ions dans les tissus
végétaux (Wang et al., 2015). Pour s’adapter au stress salin, la plante peut éviter les dommages par la
réduction de sa croissance (Zhu, 2002 ; Benmahioul et al., 2009). C’est ’effet le plus commun des
stress abiotiques sur la physiologie des plantes. En effet, le retard de développement permet a la
plante d’accumuler de I’énergie et des ressources pour combattre le stress avant que le déséquilibre
entre I'intérieur et ’extérieur de I’organisme n’augmente jusqu’a un seuil ou les dommages seront
irréversibles (Zhu, 2001). Ainsi, la plante semble s’adapter au stress salin en réduisant en premier
lieu son systéme racinaire préservant la partie aérienne pour maintenir et assurer la production de
photosynthétats (Hamrouni et al., 2011). En outre, Albacete et al. (2008) rapportent que le stress
salin altere I'équilibre hormonal (cytokinines/auxines) affectant la croissance des parties aériennes et
les changements dans la répartition de la biomasse.

Les résultats de la présente étude montrent une importante augmentation de la biomasse racinaire
chez I’orge en présence des champignons endophytes, sous stress salin. Harman et al. (2004)
signalent que l'inoculation des plantes par Trichoderma améliore la tolérance systémique au stress

salin chez les plantes. Le Trichoderma atténue les conséquences liées au sel chez les plantes, ce qui
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se traduit par une augmentation considérable de la croissance et de la production de biomasse (Rasool
et al., 2013 ; Ahmad et al., 2014). L'augmentation de la croissance et de la biomasse végétale suite a
une application de Trichoderma peut étre due a sa capacité de produire des phytohormones telles que
les gibbérellines et les cytokines, ce qui peut non seulement favoriser la croissance mais aussi offrir
aux plantes une certaine tolérance dans un environnement salin (Igbal et Ashraf, 2013, Ahmad et al.,
2015). Ces résultats sont similaires a ceux trouvés par Wagas et al. (2012) qui ont remarqué que les
champignons endophytes augmentent significativement la biomasse vegétale et la croissance des
plantes.

Khan et al. (2011) montrent que les champignons endophytes produisent les gibbérellines (GAL,
GA4, GAS8 et GA9), l'acide indole-acétique (IAA) et ’acide abscissique (ABA). Les acides
gibbérelliques (GA) sont des métabolites secondaires impliqués dans divers processus de
développement, notamment la germination des graines, la dormance, I’¢longation de la tige et la
floraison. L application exogene de GA améliore la croissance et le rendement des plantes (Hamayun
et al., 2010). Les GA bioactives et non bioactives étaient identifiées et quantifiees dans le filtrat de
culture des endophytes Aspergillus fumigatus (Hamayun et al., 2009), Phoma sp. (Hamayun et al.,
2010) et Penicillium funiculosum (Khan et al., 2011). Radhakrishnan et al. (2013) montrent des effets
positifs des GA sécrétés par les champignons endophytes dans la tolérance de la plante de soja a la
salinité. Khan et al. (2011) indiquent que les GAs (GA7, GA8, GA9 et GA20) produits par
Penicillium funiculosum pourraient augmenter la croissance des plantes dans des conditions de
salinité. La sécrétion des composés favorisant la croissance des plantes tels que 1’acide gibbérellique
(GA) et I’acide indole acétique (IAA), a partir des endophytes est une des raisons de la croissance
accrue des plantes dans des conditions de stress abiotiques (Khan et al., 2012). L’endophyte
Aspergillus aculeatus a un effet important sur I'atténuation du stress salin en produisant de l'acide
indole-3-acétique; conférant plantes une tolérance a ce stress (Li et al., 2017).

L’ABA est impliqué dans la régulation des voies de signalisation dans la croissance et le
développement des plantes sous stress abiotique. L’augmentation du niveau d’ABA chez les plantes
stressées favorise la fermeture stomatique afin de minimiser la perte d’eau, puis intervient dans
I’atténuation du stress, I’activation de nombreux genes sensibles au stress, ce qui augmente la
tolérance de la plante aux stress hydrique et salin (Khan et al., 2013).

Les résultats obtenus par Mohamed-Mahmoud et al. (2017) montrent une amélioration de la
croissance vegeétale, qui était significative en présence de Penicillium sp., Aspergillus sp. sur ’orge et
en présence de Chaetomium sp. sur le blé dur.

Les résultats de la teneur relative en eau (TRE ou RWC) des feuilles montrent qu’une évolution

a été enregistrée chez le blé dur et I’orge cultivés sur le sol moyennement salé (8dS/m) par rapport a
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celles enregistrées sur le sol faiblement salé (2,5dS/m). Le maintien d’une teneur relative en eau
élevée, sous stress salin, est une forme remarquable de résistance (Kara et Brinis, 2012). Alors
qu’elle est réduite lorsque les plantes de blé dur et d’orge sont soumises a des concentrations ¢levées
en sel (14dS/m). Selon Rochdi et al. (2005), les effets négatifs des sels sur la plante sont plus
perceptibles sur les feuilles. Cette sensibilit¢ foliaire s’accentue avec 1’augmentation des
concentrations de chlorure de sodium (NaCl). En effet, I’augmentation de cette derni¢re entraine une
diminution de I’hydratation des tissus (Hamrouni et al., 2008). Ce processus conduit & un
dessechement des feuilles (Blumwald, 2000), une diminution du contenu relatif en eau des feuilles
suite a la perte d’eau cellulaire (Mchani et al., 2012), une réduction générale de la croissance
(Blumwald, 2000), la transpiration (Veslues et al., 2006), ’absorption hydrique par les racines
(Urban et Urban, 2010) et perturbe I'homéostasie cellulaire (Perdiguero et al., 2013 ; Igbal et al.,
2014). Des études faites sur le blé (Morant-Manceau et al., 2004) et le mais (Cui et al., 2015) font
ressortir des résultats similaires concernant la baisse de la teneur relative en eau. Ceci peut étre di a
la toxicité des ions Na* et/ ou Cl- accumulés dans le cytoplasme & des niveaux dépassant la capacité
de compartimentation dans la vacuole (Rochdi et al., 2005).

Les champignons endophytes ne présentent aucun effet marquant sur la teneur relative en eau
(TRE) des feuilles de blé dur. Assuero et al. (2006) ne rapportent aucun effet significatif des
endophytes sur la TRE, les plantes infectées tendent a avoir une TRE légerement plus élevé que celle
des plantes non infectées. L’effet des champignons endophytes sur la teneur relative en eau des
feuilles d’orge est plus important. En effet, la teneur enregistrée en présence des endophytes est
supeérieure a celle enregistrée en leur absence. Siddiqui et al. (2014) suggérent que la teneur relative
en eau diminuait dans les cultures de mais et de riz sous stress salin mais augmentait en raison de
I'application de Trichoderma. Une quantité élevée de la teneur relative en eau dans les feuilles est une
stratégie principale pour maintenir une croissance optimale des plantes sous salinité. 1l a été signalé
que Trichoderma harzianum offre une meilleure capacité a réguler les relations hydriques
intracellulaires supplémentaires en raison de lI'accumulation de biomasse résultant de I'absorption
d'une plus grande quantité d'eau sous stress salin (Rawat et al., 2011 ; Hashem et al., 2014).

La teneur relative en eau des feuilles d’orge sur le sol moyennemt salé était significativement
plus élevée en absence des endophytes, comparativement aux plantes inoculées par E. phragmospora,
A. chlamydospora, F. equiseti, Ch. coarctatum et F. graminearum. Ce résultat est conformé a
I'nypothese qui montre que les endophytes promeuvent les stratégies de conservation de I'eau chez les
plantes en situation de stress (Malinowski et Belesky, 2000).

Les données de la nutrition minérale, chez le blé dur, révelent que la salinité des sols n’exerce

aucun effet significatif sur le contenu foliaire en ion Na*. Par contre, chez 1’orge, cette teneur se
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trouve significativement affectée par la salinité; en effet, les concentrations des ions Na* au niveau
des feuilles diminuent avec 1’augmentation de la salinité des sols (14dS/m), en inscrivant un taux de
réduction de 12,60%. D’aprés Radhouane (2013), la présence de NaCl dans le substrat ou dans 1’eau
d’irrigation entrainera une forte réduction des quantités de sodium au niveau des feuilles. D'une
maniere genérale, les glycophytes les plus sensibles au chlorure de sodium n‘'importent que tres peu
de Na" dans leurs parties aériennes, une meilleure tolérance des plantes au stress salin réside dans le
maintien d’une faible concentration en Na* (Haddad et Coudret, 1991). En revanche, les résultats
obtenus par Bouaouina et al. (2000) ; Ibriz et al. (2005) indiquent que I'augmentation de la salinité du
milieu augmente la teneur en Na® dans toutes les parties de la plante. L’augmentation de la
concentration du NaCl et du Na,SO, dans le milieu de culture provoque une augmentation de
I’absorption de sodium par les plantes (Bouzid, 2010). Apparemment, cette augmentation résulte de
la diminution du potentiel osmotique du contenu cellulaire et d’un niveau élevé d’absorption d’eau
(Silva et al., 2015). Selon les travaux de Tester et Davenport (2003) ; Zhu et al. (2001), les fortes
teneurs en sodium dans la plante entrainent un déséquilibre ionique qui affecte la croissance, la
division et la survie des cellules.

L’apport de la solution saline a deux génotypes d’orge, provoque une migration du Na* dans les
parties aériennes avec une forte accumulation dans les feuilles par rapport aux racines (Hassani et al.,
2008). La relative halotolérance de certaines espéces comme 1’orge, la tomate ou encore le tabac
semble étre liée a leur capacité a stocker les ions Na* dans la vacuole (Levigneron et al., 1995). Les
plantes tolérantes au sel accumulent de faibles concentrations en Na®, par contre, les variétés
sensibles au stress salin présentent des concentrations en Na* trés élevées dans leur systéme végétatif
(Shabala et al., 2013).

Des travaux menés par Ouerghi et al. (2000) montrent que les teneurs en Na* sont plus élevées
dans les parties aériennes et que ce cation migre vers les feuilles pour s’y accumuler.

Les résultats retenus de la présente étude révélent une évolution de la teneur en potassium K*
chez le blé dur cultivé sur sol a salinité 8dS/m par rapport a celle constatée sur le sol faiblement salé
(29,72+17,56ppm). Contrairement au blé dur, les teneurs de cet ion diminue avec I’augmentation de
la salinité du substrat de culture de 1I’orge. Haoula et al. (2007) montrent que sous des concentrations
dépassant le seuil de 50mM de NaCl, la salinité réduit nettement les teneurs en potassium du
feuillage et des racines du ray-grass. La salinité peut affecter l'absorption de K, en fonction des
especes et du niveau de salinité (R’him et al., 2013). Le potassium s’accumule davantage dans les
plantes de 1’orge lorsque le milieu de culture s’enrichit en KCl. Chez cette méme espece, les travaux
de Ben Khaled et al. (2007) montrent que le potassium est I’un des ions minéraux intervenant dans

I’ajustement osmotique, il joue aussi un réle important dans la photosynthese.
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Selon Belfakih et al. (2013) ; Kaci et al. (2012), la plante absorbe et véhicule le maximum de
potassium vers la partie aérienne afin d’assurer un ajustement osmotique. Selon Willenborg et al.,
(2004), les teneurs élevées en K™ dans les feuilles et les racines sont corrélées avec la tolérance au sel.
Almeida et al. (2014) constatent que la tolérance a la salinité chez la tomate est souvent associée aux
capacités particuliéres de maintenir une teneur élevée en K*.

Les résultats obtenus par Boukraa (2008) sur les plantes d’Atriplex halimus traitées au NaCl ou
NaCl+CaCl2 a 300 et 600meq/I indiquent que les teneurs de K* baissent dans les feuilles quand le
milieu salin est concentré en NaCl. L’accumulation des ions Na* affecte 1’absorption de K", selon
Ehret et al. (1990), une concentration cellulaire élevée en Na' diminue 1’absorption de K* par la
plante et méme celle du Ca™ ; ce déséquilibre nutritionnel est une cause de la réduction de la
croissance sous stress salin.

Ould El Hadj-Khelil (2001) a signalé une forte diminution de K" dans tous les organes des
plantes de tomate cultivées en présence de NaCl a 50mM et en présence de NaCl a 100mM, cette
diminution a été relié avec la forte augmentation de la teneur en sodium, tout particulierement dans
les tiges et les feuilles &gées.

L’effet inhibiteur du traitement salin sur 1’absorption de K* a été observé chez le blé tendre
(Clarcke et Mc Laig, 1989), I’olivier (Ottow et al., 2005) et 1’ Atriplex halimus L. (Benlaldj, 2008).
Mezni et al. (2002) notent que le NaCl entraine une diminution des teneurs en K*. Ce phénoméne a
été expliqué par une interaction compétitive entre le Na* et le K" ainsi que I’inhibition de la rétention
du potassium en présence de fortes concentrations en Na*, la réduction de 1’absorption du K est a
I’origine de la diminution de la croissance et de la réduction de la capacité d’ajustement de la plante
et de la turgescence (Othman, 2005).

Des concentrations élevées en sel dans le sol diminuent la capacité des plantes a absorber I'eau et
les nutriments et perturbent I'équilibre ionique et osmotique de la cellule (Shilpi et Narendra, 2005).
Les ions Na* entrent également en compétition avec les ions K* et peuvent les remplacer en se liant a
un certain nombre d'enzymes et de protéines cytosoliques, perturbant le métabolisme cellulaire dans
les racines et les tissus foliaires (Shabala et Cuin, 2007).

L’inoculation par les champignons endophytes a augmenté 1'accumulation de K* et diminué la
concentration de Na* chez le blé dur et ’orge. De nombreux chercheurs ont tenté de découvrir que les
champignons endophytes avaient des effets positifs sur I’homéostasie ionique, ils ont montré que ces
champignons contribuaient & maintenir une assimilation élevée de K, et une faible accumulation de
Na®, ce qui confirme le fait que les champignons peuvent protéger la plante contre les effets délétéres
des ions en atténuant l'absorption de Na* par les plantes en condition saline (Li et al., 2017). Les

champignons endophytes peuvent étre une source d’éléments minéraux (Shankar et al., 2008). Ils ont
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aussi un role important dans le transport, la mobilisation et la translocation des éléments minéraux
tout en favorisant 1’assimilation de ces éléments par la plante (Unnikumar et al., 2013). Wagqas et al.
(2012) a mis en exergue que les endophytes fongiques jouent un réle dans 1’assimilation des
nutriments essentiels (potassium, calcium et magnésium), et réduisent ainsi la toxicité du Na* sous
stress salin.

La salinité ne présente aucun effet significatif sur la teneur en sucres des feuilles de blé dur. Par
contre, une diminution de la teneur en sucres des feuilles a été notée avec I’augmentation de la
salinité des sols chez 1’orge. Cette diminution serait le résultat d’une remobilisation des sucres vers
les tiges (Boubaker et al., 1999). Une accumulation accrue de sucres a été signalée chez de
nombreuses espéces exposees a la salinité telles que 1’orge (Hassani et al., 2008), la luzerne (lbriz et
al., 2004), le tournesol (EI Midaoui et al., 2007)., elle a été associée a des mécanismes de tolérance a
la sécheresse et a la salinité (Gilbert et al., 1997). Cependant, dans cette étude, le taux de sucres dans
les feuilles d’orge a été réduit avec 1’augmentation de la salinité, ces constats quoi que non habituels
en cas de salinité ont été rapporté par Ottow et al. (2005) chez les feuilles de ’olivier.

Dubey et Singh (1999) ont également signalé que la teneur en sucre augmentait plus chez les
cultivars sensibles que chez les cultivars tolérants. Chez la tomate, le cultivar sensible au sel pouvait
accumuler des hexoses et du saccharose sous stress salin, tandis que leurs concentrations demeuraient
inchangées ou diminuaient chez ceux tolérants au sel (Balibrea et al., 2000).

Une augmentation des concentrations de sucres en réponse au stress salin a été signalée
uniquement chez les cultivars de riz sensibles au sel, mais pas chez les cultivars tolérants et
modérément tolérants (Pattanagul et Thitisaksakul, 2008). Les résultats actuels sont en accord avec
ceux de Liu et Staden (2001), qui ont montré que le soja tolérant au sel se caractérise par une
diminution de ’accumulation de saccharose dans des conditions salines. Les altérations métaboliques
et la réduction de la photosynthése par accumulation de sucre pourraient contribuer a la sensibilité au
sel, ce qui limite la croissance du cultivar sensible au sel dans des conditions de stress salin (Koch,
1996).

Les différents endophytes n’exercent aucun marquant sur la teneur des feuilles de blé et d’orge
en sucres. Un résultat opposé a été constaté suite a I’inoculation du ray-grass vivace avec Aspergillus
aculeatus sous stress salin, ou une augmentation de cette teneur a été constatée. Ces résultats
suggérent que I'accumulation élevée de sucres solubles en présence d’Aspergillus aculeatus pourrait
contribuer au mécanisme de protection en adaptant et en ajustant I'équilibre osmotique dans le ray-
grass vivace contre le stress salin (Li et al., 2017).

Concernant I’estimation de la teneur en proline des feuilles de blé dur et d’orge, les resultats

indiguent que la salinité exerce un effet significatif sur cette teneur. En effet, les teneurs en proline

122




Etude expérimentale Chapitre Il Résultats et discussion

augmentent avec 1’augmentation de la salinit¢ du substrat. Des résultats similaires ont €t¢ mis en
évidence chez ’orge (Zerrad et al., 2006), le blé¢ dur (Chorfi, 2009), le Pistachier de I’atlas
(Benhassaini et al., 2012) et le riz (Joseph et al., 2015).

La proline est I'un des osmolytes accumulés par les plantes en situation de stress (Hydrique,
salin et thermique). Lors d'un stress osmotique, sa biosynthése est augmentée dans les chloroplastes
(Székely et al., 2008), son accumulation chez les plantes stressées a un role de protection de la
membrane cellulaire et participe a 1’ajustement osmotique (Verbruggen et Hermans, 2008), suite a la
perturbation du métabolisme des protéines (Lepengue et al., 2012). Elle agit en tant que composé
soluble compatible sans exercer d’effet toxique comme le cas des ions (Silva-Ortega et al., 2008). En
plus du réle osmotique attribué a la proline, celle-ci intervient dans la détoxication des formes actives
d’oxygéne (Hong et al., 2000) et dans la stabilisation des protéines (Majumder et al., 2010). Le
processus d’accumulation de la proline dans les tissus foliaires est considéré comme un critére
d’adaptation (Szabados et Savoure, 2010). Elle permet aux plantes de supporter le manque d’eau par
une diminution du potentiel osmotique (Nana et al., 2009). La synthése de cet acide aminé a partir du
L-Glutamate est catalysée par une enzyme : D1-pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5C synthétase)
dont la synthése est induite par le stress salin (KaviKishor et al., 2005 ; Szabados et Savoure, 2010).
Selon Bidai (2001), cet acide aminé se concentre préférentiellement dans les feuilles a des teneurs
significativement éleveées, lorsque la salinité du milieu en sel augmente.

La teneur la plus importante en proline a été observée sur les feuilles d’orge cultivée sur le sol
fortement salé (14dS/m). Les résultats de Mouloud-Ait Haddou et al. (2002) révelent que
I’accumulation de la proline est conditionnée par de plus fortes concentrations en sel, ils ont constaté
une absence de 1’effet de sel sur ’accumulation de la proline en appliquant des concentrations de 0 a
70mM de NaCl. Selon Townsend (1980), il faudrait en effet de 100 a 150mM de NaCl pour induire
I’accumulation de la proline.

Pour I'accumulation de la proline, en tenant compte de I'infection endophytique, les résultats
montrent que les quantités accumulées par le blé dur et ’orge infectés sont plus élevées que celles
enregistrées chez les plantes non infectées. Les quantités accumulées augmentent avec l'augmentation
de la salinité des sols. Ces résultats sont similaires a ceux de (Pinior et al., 2005 ; Dardanelli et al.,
2010), qui ont rapporté une augmentation de la teneur en proline chez les plantes traitées par des
endophytes sous stress salin.

L’augmentation de la teneur en proline est un ajustement indicatif du potentiel osmotique des
feuilles, nécessaire pour améliorer 1’équilibre intracellulaire en situation de stress salin (Misra et
Gupta, 2005). Une teneur élevee en proline a été signalée chez les plantes de ray-grass inoculées par

Aspergillus aculeatus sous stress salin. Par conséquent, nous supposons que les champignons
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pourraient augmenter la capacité des plantes de ray-grass vivaces a resister au stress salin (Li et al.,
2017).

Les pigments chlorophylliens (Chlorophylle a, b et totale) ont été montrés affectés négativement
par la salinité des sols, chez le bl¢ dur. La diminution des teneurs est d’autant plus marquée avec la
séverité de la contrainte saline (Salinité du sol 8dS/m). Ces résultats montrent que le stress salin
engendre une diminution de I’activité photosynthétique des plantes et concordent donc avec ceux
trouvés par Leblebici et al. (2009), rapportant la réduction de la teneur en pigments chlorophylliens
chez Spirodela polyrrhiza, sous contrainte saline.

Tahri et al. (1998) montrent que chez le blé, une grande accumulation de proline est corrélée a
une diminution en pigments chlorophylliens a, b et totaux. Ces résultats suggerent 1’existence d’une
compétition entre les pigments chlorophylliens et la proline sur leur précurseur commun, le
glutamate, peut étre a 1’origine de cette évolution (Grennan, 2006). Les travaux de Zheng et al.
(2008) indiquent que la réduction significative de la biomasse sous stress salin, serait une
conséquence de la reduction des teneurs en chlorophylles surtout la chlorophylle a, siege de la
photosynthése et de la production de matiéres seches solubles. Des résultats similaires ont été
observés par Kaya et al. (2009), sur le piment.

L’effet de la salinité sur la photosynthése se manifeste essentiellement par la réduction de
I'assimilation du CO2, la conductance stomatique et le ralentissement de I'activité du transport des
¢lectrons du photosystéme II. La réduction de la photosynthése par la salinité est I’une des causes
majeures de la réduction de la croissance et de la productivité végétale. Dans ce sens, les mesures de
la photosynthése sont souvent utilisées dans les études d’adaptations des plantes a différentes
contraintes du milieu, telle que la salinité (Farissi et al., 2014). Le stress salin affecte directement la
fonction des chloroplastes, en dégradant les enzymes, ce qui entraine une réduction importante de la
photosynthése des plantes (Siddiqui et al., 2014).

Chez I’orge, il a été observé une augmentation des chlorophylles a, b et totale. Ces résultats
rejoignent ceux de Sharaf et al. (1990) sur la tomate. Plusieurs études suggérent que la teneur en
chlorophylle est un marqueur biochimique de la tolérance au sel chez les plantes. Les plantes
tolérantes au sel présentent des niveaux de chlorophylle (Chlorophylle a, b et totale) augmentés ou
inchangés dans des conditions de salinité, tandis que les teneurs en chlorophylle diminuent chez les
plantes sensibles au sel (Stepien et Johonson, 2009; Ashraf et Harris, 2013). La diminution de ces
pigments sous stress salin est considérée comme le résultat d'une synthése lente ou d'une
décomposition rapide des pigments dans les cellules (Ashraf, 2003). Cette réduction de la
concentration des chlorophylles pourrait aussi étre attribuée a une activation de la dégradation

enzymatique par des chlorophyllases (Rao et Rao, 1981).
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De plus, les teneurs en caroténoides en tant que pigments auxiliaires étaient augmentées chez le
blé dur et ’orge sur les différents sols. Plusieurs études ont montré le rdle des caroténoides comme
antioxydant efficace qui protége et stabilise les processus photochimiques de la photosynthese dans
des conditions de stress (Zraibi et al., 2012). Par conséquent, Rahneshan et al. (2018), ont suggéré
que les especes en maintenant la teneur totale en chlorophylle et en caroténoides sont plus tolérantes
a la salinité.

L'inoculation de blé dur et d’orge par les champignons endophytes dans un environnement salin
a entrainé une augmentation considérable des pigments photosynthétiques testés (Chlorophylle a, b,
totale et caroténoides). La synthése des enzymes chlorophylliennes et des phytohormones, sous stress
biotiques, chez les plantes, est stimulée par les champignons endophytes (Rawat et al., 2011 ; Zhang
et al., 2013 ; Hashem et al., 2014). Les résultats de Mishra et Salokhe (2011) indiquent que
I'inoculation de Trichoderma aux semences améliorait la performance du systeme pigmentaire PSII
chez les plantes dans des conditions de salinité.

Johnson et al. (2014) montrent que le champignon endophyte Piriformospora indica a la
capacité d’extraire, de mobiliser et de transporter les micronutriments du sol (le fer, le chlore, le
molybdéne,..) qui peuvent jouer un rdle important dans la photosynthese, la constitution des
enzymes, la formation des chlorophylles et d’autres molécules essentielles a la vie végétale, et de les
rendre disponibles a la plante. Cet endophyte peut protéger la plante contre la toxicité de ces éléments
(Gill et al., 2016). L'augmentation de la teneur en chlorophylle, stimulée par Piriformospora indica
sous stress salin, explique I'observation courante selon laquelle les plantes colonisées par
Piriformospora indica présentent un poids frais et sec plus élevé (Sun et al., 2014). Piriformospora
indica améliore, également, la tolérance au stress salin chez I'orge et le riz en augmentant l'activité
des pigments photosynthétiques chez les plantes colonisées (Waller et al., 2005 ; Jogawat et al.,
2013). L’endophyte Aspergillus aculeatus peut coloniser les plantes et améliorer la photosynthese et

la teneur en chlorophylle et faciliter la croissance des plantes en cas de stress (Xie et al., 2014).
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Conclusion et perspectives

Dans le but d’apporter des éclaircissements sur le role des champignons endophytes a la
tolérance des plantes cultivées aux conditions de salinité, des travaux expérimentaux ont été
consacrés a 1’étude du comportement de deux espéces céréali¢res: blé dur (Triticum durum Desf.
variété Siméto) et orge (Hordeum vulgare L. variété Saida;gz), soumises a différentes conditions de
salinité en absence et en présence des endophytes isolés a partir du systéme racinaire des plantes
spontanées poussant en milieux salés.

Toutes les especes vegétales sélectionnées ont été abritées par des champignons endophytes.
L’identification de ces endophytes, en se basant sur les critéres morphologiques a permis d’identifier
uniquement le genre Fusarium sp., isolé a partir de Suaeda fruticosa.

Les techniques moléculaires utilisées dans la présente étude, comprenant le séquencage et
l'analyse phylogénétique, ont permis l'identification de I’ensemble des espéces de champignons
endophytes isolés. Tous les isolats décrits dans cette étude appartiennent aux Ascomycetes
(Ascomycota). lls étaient dominés par deux classes : Dothideomycetes: 50% et Sordariomycetes:
50%. Notre étude suggere que la région ITS de 'ADNr est plus précise et a plus de potentiel que la
région 18S pour I’identification des différentes espéces de champignons endophytes.

La communauté fongique isolée était caractérisée par cing genres de champignons: Alternaria
(A. chlamydospora), Embellisia (E. phragmospora), Phoma (Ph. betae), Fusarium (F. equseti et F.
graminearum) et Chaetomium (Ch. coarctatum). Le champignon ‘Chaetomium coarctatum’ était
I’endophyte commun au niveau des trois parcelles.

Le blé dur et ’orge sont des espéces de cultures économiquement importantes. La présente étude
a montré que le NaCl affecte négativement la germination et la croissance de ces deux spéculations.
L’ensemble des champignons endophytes testés ont montré leurs effets sur les graines de blé dur et
d’orge pour faire progresser leur germination et leur croissance (Longueur des radicules et des
coléoptiles et le nombre des racines totales élaborées) sous différentes concentrations de NaCl. Il a
été suggeéré que l'application des endophytes semble améliorer la tolérance de blé dur et d’orge au sel
grace a la synthese de certains régulateurs de croissance végétale.

Les résultats de cette étude révelent aussi que la tolérance de Triticum durum Desf. et Hordeum
vulgare L. a la salinité, dépend de la sévérité de ce stress. Le sol a forte salinité pénalise la croissance
des plantes (surtout le blé) et provoque des modifications dans la composition organique et minérale
des feuilles. L’orge et le blé expriment une variation de comportement et de réponse a la salinité.

Les interactions fongiques endophytes peuvent ameliorer la croissance du blé dur et de I’orge sur

des sols salés. Les endophytes semblent conférer aux plantes une tolérance aux sels ; I’atténuation de
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I’effet du sel et I’accélération de la croissance des plantes, impliquant plusieurs mécanismes : (a)
I’amélioration de la croissance de bl¢ et d’orge (b) le maintien d’une teneur relative en eau élevée au
niveau des feuilles ; (c) la diminution de 1’accumulation de sodium Na*; (d) I’augmentation des
teneurs en potassium K, en sucres solubles et en proline impliqués dans 1’ajustement osmotique en
situation de stress salin; (e) 1’augmentation de la tencur des pigments photosynthétiques qui
protégent et stabilisent les processus photochimiques de la photosynthese dans des conditions de
stress.

Les résultats obtenus indiquent que le prétraitement des graines de blé dur et d’orge avec les
champignons endophytes serait utile pour une agriculture durable afin d'améliorer leur croissance
dans des conditions de salinité. La communauté fongique des racines dans la végétation naturelle
soumise a un stress abiotique ouvre des possibilités d'investigations supplémentaires sur le role des
endophytes. Il est donc impératif de conserver les endophytes de ces plantes, ex situ, afin de
découvrir leur réle sur la tolérance des plantes aux stress biotiques et abiotiques.

Le présent travail, ouvre de nouvelles perspectives de recherches permettant d’expliquer la
relation qui semble exister entre les plantes cultivées et les champignons endophytes sous conditions
stressantes. Pour ce faire il serait donc nécessaire de:

+ Refaire ’essai en modifiant certaines conditions de la culture ; méthode d’inoculation des
endophytes, densité d’irrigation...etc.

+ D’autres études sont nécessaires pour explorer le potentiel des champignons endophytes
dans le secteur de la protection des plantes.

+ Etudier cette symbiose sur terrain pour comprendre les complexités des interactions entre
les champignons endophytes et les plantes et leurs conséquences sur la croissance et le
développement, cela pourrait éventuellement mener au développement d'une agro-technologie pour
un rendement accru et a la culture durable des especes cultivées.

+ Utiliser ces endophytes comme bio-ressources pour des molécules bioactives d’importance

pharmacologique et industrielle.
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*Annexes*

Annexe 1 : Les amorces universelles utilisées pour ’amplification par PCR

Les séquences ITS et 18S de I’ADN;, fongique ont été amplifiées en utilisant les amorces universelles
suivantes :

Séquences ITS
ITS1: 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' (White et al. 1990).
ITS2: 5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3' (White et al., 1990).

Séquences 18S
NS1: 5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3' (White et al., 1990).
NS7: 5'-GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC-3' (White et al., 1990).
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Annexe 2 : Taux de germination finaux du blé dur et de I’orge

Tableau 1 : Comparaison des moyennes du facteur salinité par le test de Newman-Keuls au
seuil de 0,05.

Espeéces Omeq/I 400meq/I 600meq/I 800meq/I Test F
vegeétale

BIé dur 99,45a+1,02  78,480b+25,97 51,43c+21,78 35,08d+15,57 2060,202*_
Orge 99,8a+0,66 72,1b+18,17 34,48c+1550 15,03d+9,02 2944,143

Tableau 2 : Comparaison des moyennes du facteur champignons endophytes par le test de
Newman-Keuls au seuil de 0,05.

Espeéces Co EF AC PB FE CC FG Test F
végétale
BIé dur 28,9¢ 70,4b  76,3a  68,45b 69,9b 74,82a 70,75b  295,283"
+ + + + + + +
47,97 28,22 24,02 29,63 32,51 2,47 29,11
Orge 33,3d 57,9b 58,75b  62,7a 59,05b 58,6b 52,05¢ 90,499
+ + + + + + +

4714 3956 4026 3551 3194 4282 3854

Tableau 3 : Comparaison des moyennes de I’interaction salinité/champignons endophytes par
le test de Newman-Keuls au seuil de 0,05.

Especes Espéces Omeq/I 400meq/I 600meq/I 800meq/I TestF
végétale Champ.
CO 100a+0 15,61+1,82 Om=0 Omz0
EF 100a+0 85,6c+4,56  59,8fg+4,08 36,2j+1,64
AC 99,6a+0,55 93,4ab+2,41 57f+4,93 49,8hi+6,72
Blé dur PB 100a+0 87,4bc+2,30  48,4i+8,77 38,4j+4,78 48,341
FE 99,4a+0,89  93,2ab+2,95 57fg+5,61 30k+0
cC 100a+0 818cd+1,64  71,2e+438  46,2i+1,64
FG 97a+2,82 92,2ab+2,95  58,2fg+2,95 35,6j+8,76
CO 100a+0 33,2h+5,07 0k+0 0k+0
EF 100a+0 79cd+2,24 41,8fg+6,02 10j+3,7
AC 100a+0 82,6cd+3,29  41,6fg+4,27 10,8j+3,83
Orge PB 100a+0 58c+3 40,6fg+10,40 252i+6,94 25277
FE 100a+0 65,6e+3,78 45,61+6,02 25i+4,58
CcC 100a+0 91b+2,23 24,2i+1,64 19,2i+3,03

FG 98,4a+2,19 64,4e+7,27  37,42gh+3,51 8j+0,71




Annexe 3 : Longueurs des coléoptiles du blé dur et de I’orge
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Tableau 4 : Comparaison des moyennes du facteur salinité par le test de Newman-Keuls au

seuil de 0,05.

Espeéces Omeq/I 400meq/I 600meq/I 800meq/I Test F
vegeétale

BIé dur 1,95a+0,55 0,55b+0,15 0,23c+0,11 0,13c+0,06 432,107:
Orge 3,20a+2,19 2,69b+1,27 0,08c+0,17 0,02c¢+0,04 746,427

Tableau 5 : Comparaison des moyennes du facteur champignons endophytes par le test de
Newman-Keuls au seuil de 0,05.

Espéces Co EF AC PB FE CC FG Test F
végeétale
BIé dur 0,82a 0,76ab  0,55b 0,79ab 0,68ab 0,62ab 0,65ab 2,579
+ + + + + + +
1,55 0,91 0,58 0,92 0,74 0,69 0,64 _
Orge 2,08a 1,81b 1,37cde 1,09 1,24de 1,66bc  1,55bcd 14,524
+ + + + + + +
4,12 1,83 1,84 1,40 1,48 1,88 1,80

Tableau 6 : Comparaison des moyennes de I’interaction salinité/champignons endophytes par
le test de Newman-Keuls au seuil de 0,05.

Especes Espéces Omeq/I 400meq/I 600meq/I 800meq/I TestF
végétale Champ.
CO 3,14a+0,46 0,13e+0,11 0e+0 0e+0
EF 2,11b+1,13 0,47e+0,07 0,32e+0,12 0,13e+0,05
AC 1,36d+0,88 0,56e+0,15 0,18e+0,09 0,09e+0,07
BIé dur PB 2,15b+0,34 0,54e+0,07 0,33e+0,27 0,15e+0,05 7,572
FE 1,77bcd+0,73 0,53e+0,14 0,27e+0,09 0,15e+0,07
CcC 1,65cd+0,74 0,36e+0,14 0,26e+0,05 0,2e+0
FG 1,57¢cd+0,56 0,58e+0,15 0,26e+0,05 0,17e+0,05
CO 8,26a+1,31 0,06h+0,1 Oh+0 0h+0
EF 2,65de+0,51 3,99b+0,67 0,47h+0,07 0,13h+0,05
AC 1,569+0,60 3,9b+0,01 0h+0 0,03h+0,09
Orge PB 1,419+0,68  2,03cde+0,54 0h+0 0h+0 65,467
FE 2,04fg+0,49  2,92cde+0,71 0h+0 0h+0
CcC 3,06cd+0,37  3,42bc+0,95 0,15h+1,54 0h+0
FG 3,71b+1,26 2,34ef+0,57 0h+0 0h+0
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Tableau 7 : Comparaison des moyennes du facteur salinité par le test de Newman-Keuls au

seuil de 0,05.

Espeéces Omeq/I 400meq/I 600meq/I 800meq/I Test F
vegeétale

BIé dur 5,05a+0,78 1,95b+0,78 0,74c+0,32 0,30d+0,13 857,834*_
Orge 4,27a+1,27 3,98b+1,33 1,18c+1 0,67d+0,51 752,995

Tableau 8 : Comparaison des moyennes du facteur champignons endophytes par le test de
Newman-Keuls au seuil de 0,05.

Espéces Co EF AC PB FE CC FG Test F
végeétale
Blé dur 1,66¢ 2,40a 1,97bc 2,12ab  2,03abc 1,96bc 1,87bc 4,299
+ + + + + + +
3,14 2,37 1,72 2,27 2,15 2,02 1,55 _
Orge 2,04d  2,33cd 2,83ab 2,5bc 2,86a 2,48bc 2,34cd 9,497
+ + + + + + +
3,39 2,07 2,18 1,14 1,22 2,52 2,34

Tableau 9 : Comparaison des moyennes de I’interaction salinité/champignons endophytes par
le test de Newman-Keuls au seuil de 0,05.

Especes Espéces 400meq/I 600meq/I 800meq/I Test F
végétale Champ.
CO 6,36a+1,13 0,26fg+0,08 0g+0 0g+0
EF 5,52b+0,08 2,93d+0,7 0,89fg+0,26 0,27fg+0,07
AC 4,15c+1,33 2,48de+0,44 0,88fg+0,44  0,35fg +0,12
BIé dur PB 5,32b+0,58 2,13e+0,53 0,69fg+0,36  0,32fg +0,08 8,99
FE 5,12b+1,32 1,75e+0,93 0,91fg+0,3  0,32fg+0,09
CC 4,78b+1,01 1,78e+0,50  0,79fg+0,23 0,41fg+0,16
FG 3,88c+1,15 2,2e+0,66 1,07f+0,5 0,32fg+0,04
CO 7,07a£1,01  1,08kim+0,37 On+0 On+0
EF 3,55ghi+0,87  4,59cde+0,63  0,89kIm+0,26  0,27mn+0,06
AC 3,35hi+0,81 5,56b+1,35 2,02j+0,23  0,4Imn+0,32
Orge PB 3i+0,84 3,77fgh+0,6 2,1j£0,51 1,13kl1+0,37 38,892
FE 3,74fgh+0,9  4,06defgh+0,7 2,08j+0,45 1,57jk+0,3
CcC 4,28efgh+0,58 5c¢+1,30 1,78n+1,66 0,65Imn=0,1
FG 4,77cd+1,14  3,92efgh+0,54  1,72mn+0,48  0,4Imn+0,2
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Annexe 5 : Nombre des racines totales formées par le blé dur et ’orge

Tableau 10 : Comparaison des moyennes du facteur salinité par le test de Newman-Keuls au

seuil de 0,05.

Espeéces Omeq/I 400meq/I 600meq/I 800meq/I Test F
vegeétale

Blée dur 4,54a+0,36 3,14b+0,99 2,04¢+0,92 1,34d+0,81 366,902*_
Orge 5,49a+1,27 4,98b+1,05 2,33c+1,53 1,89d+0,95 524,922

Tableau 11 : Comparaison des moyennes du facteur champignons endophytes par le test de
Newman-Keuls au seuil de 0,05.

Espéces Co EF AC PB FE CC FG Test F
vegetale
BIé dur 1,5¢c 2,8b  2,88ab 2,93ab 3,23a 2,83b 2,7b 28,151
+ + + + + + +
2,38 1,4 1,20 1,64 1,59 1,61 1,12
Orge 2,06d 4,05ab 3,93b 4,38a 4,35a 3,05¢ 3,65b 47,626
+ + + + + + +
2,70 1,59 1,85 1,30 1,50 2,59 2,14

Tableau 12: Comparaison des moyennes de I’interaction salinité/champignons endophytes par
le test de Newman-Keuls au seuil de 0,05.

Espéces Espéces Omeq/I 400meq/I 600meq/I 800meq/I Test F
végétale Champ.
CO 5a+0 1j£0 0k+0 0k+0
EF 1labc+0 3,1de+0,57  2,7efg+0,82 1j+0
AC 3,8cd+1,03 4bc+0,94 2,1fgh+1,10 1,6hij£0,09
Blé dur PB 4,5abc+0,53 4,1bc+0,88 29hiiO,94 1,1j+0,32 11,877
FE 5a+0 3,9bcd+0,88 2,7fe9i0,67 1,32hij+0,67
CC 5a+0 3,1de+0,88 1,6hij£0,52 1,6hij+0,84
FG 3,9bcd+0,88 3e+0 2,7efg+0,67 1,2ij+0,63
CO 5,7abc+0,68 2,5efghi+0,8 0k+0 0k+0
EF 5,3abc+0,67  5,42abc+0,52 3,4de+0,52  2,1ghij+0,74
AC 5,2abc+0,42 5,4abcx0,70 3,7d+0,67 1,4j+0,70
Orge PB 5,2abc+0,63  5,7abc+0,48 3,7d+0,95  2,9defg+0,57 13,699
FE 5,6abc+0,84 5,7abc+0,48 3,1def+0,99 3defg+0,82
CC 5abc+0,82 5,4abc+1,42 3,8k+1,56 1,8hij+0,92
FG 6a+0 4,9bc+1,10 3,5ghij+0,85 1,6ij+0,7
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Annexe 6 : Analyses de la variance des paramétres morphologiques, physiologiques et

biochimiques du blé dur et de I’orge

Tableau 13 : Analyse de la variance des parametres morphologiques de blé et d’orge au seuil
de 0,05.

Espéces Effet salinité Effet endophytes Effet de I’interaction

Variables Végétales salinité/endophytes
Test F Test F
Taux de levee Blé dur 526,986 9,681 6,786
Orge 81,112° 3,181 3,181
Long. racine Blé dur 0.1874™ 0.8825™ 15471%
principale Orge 1,685™ 1,943™ 2,025
Hauteur des Blé dur 3.2949" 1.0931™ 0.2933™
plantes Orge 1,245" 1,656™ 0,953"
Surface foliaire BIé dur 9.9002 2.8647 0.7699™
Orge 35,327 0,888"™ 2,061
M.S. racinaire Blé dur 3.5561 1.5028"™ 1.5582"
Orge 3,838 0,561™ 2,02°
M.S. aérienne BIé dur 19.7069 2.9761 1.1897"
Orge 0,08™ 1,504™ 1,853"™

Tableau 14 : Analyse de la variance des paramétres physiologiques de blé et d’orge au seuil de
0,05.

Espéces Effet salinité  Effet endophytes Effet de I’interaction

Variables Végétales salinité/endophytes
Teneur relative en eau Blé dur 13.4760 1.8558™ 1.3144"™
Orge 9,211 4,261 3,357
Sodium Na+ Blé dur 0.4296™ 0.7625™ 1.7126"™
Orge 5,469 6,636 4,535
Potassium K+ BIé dur 3.8858" 48725 5.4259

Orge 3,414 0,654™ 1,282"
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Tableau 15 : Analyse de la variance des paramétres biochimiques de blé et d’orge au seuil de

0,05.

Variables

Espeéces
Végétales

Effet salinité

Effet endophytes

Effet de I’interaction
salinité/endophytes

Teneur en sucres Blé dur 0.7017™ 0.4327™ 1.9130™
Orge 3,577 1,164 1,221"™

Teneur en proline BIé dur 53.6345 7.5595 7.4858

Orge 194,548 3,769 5,608

Teneur en Chlorophylle  Blé dur 14.2791 2.3188 1.8352"
‘a’ Orge 4,315 0,217"™ 1,636™
Teneur en Chlorophylle  BIé dur 1.3018™ 24115 2.5895
b Orge 15,083" 1,153" 1,543

Teneur en Chlorophylle  BIé dur 4.6896 2.2973 1.9638"™
totale ‘a’ +’b’ Orge 7,76 0,397™ 1,654"
Teneur en Caroténoides  BIé dur 242,035 35,432 23,997
Orge 15,072 1,147™ 1,555™




