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Introduction générale

L’olivier est un arbre de la famille des Oléacées, cultivé dans les régions au climat
méditerranéen, ou il occupe une place importante et emblématique pour son fruit, l'olive, qui
donne une huile recherchée. 1l occupe la 24eme place des espéces les plus répandues dans le
monde (Breton et al., 2006). C’est 1'une des espéces fruitiéres qui connait un regain d’intérét
en Algérie et dans le bassin méditerranéen, en témoigne la multitude des vergers plantés ces
derniéres années, en particulier dans le cadre de la valorisation des terres situées dans les

régions semi-arides et arides (Cimato et al., 2010 ).

L'olivier sauvage ou l'oléastre est une plante précieuse qui fait aussi partie de I'identité
méditerranéenne. Des chercheurs francais ont découvert récemment que les oléastres, ancétres
sauvages des oliviers, sont tres diversifiés. s présentent, par conséquent, un bagage
génétique extrémement riche, qui constitue une ressource précieuse pour I'amélioration future
des variétés d'oliviers cultivés, notamment en ce qui a trait aux caractéres d'adaptation locale
et de résistance aux maladies. Cela implique de préserver cette ressources génétique qui
pousse toujours a l'état sauvage, mais qui est en péril en de nombreux endroits, du fait de
I'urbanisation, de la désertification et de I'hybridation spontanée avec les formes cultivées
(Bernard et Bervillé, 2000 ; Breton, 2002), sans oublier les incendies, qui sont devenus trés

fréquents ces derniers temps.

Tous ces problemes qui menacent la présence de 1’oléastre limitent aussi la présence,
mais aussi la diversité d’autres espéces de microorganismes. Ces derniéres sont mutualistes de
cette essence et forment des symbioses endophytiques et mycorhiziennes au niveau du
systeme foliaire et racinaire. Les champignons endophytes sont omniprésents dans la nature
(Arnold et al., 2003 ; Hyde et Soytong, 2008 ; Ghimire et al., 2011). C’est une partie
intégrante du microbiome de la plante. Les interactions entre les plantes et les endophytes ont
été considérees largement comme mutualistes, car les champignons endophytes conferent des
bénéfices a leurs hotes a travers I’amélioration de I’absorption des nutriments (Mandyam et
Jumpponen, 2005 ; Dupont, 2007). lls renforcent la croissance végétative par la production de
biomolécules nécessaires (Raktoniariania, 2007 ; Sun et al., 2011; Lakshman et Kurandawad,
2013). De plus, ils conférent une résistance accrue aux agents pathogenes (Ghimire et al.,
2011) et développent la défense des plantes.

La phyllosphere est un hotspot de diversité fongique, puisqu’elle abrite de nombreuses
especes fongiques, sous forme de champignons filamenteux, de levures ou encore de spores

en dormance (Lindow et Brandl, 2003). La connaissance des facteurs influencant la

:
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composition et la structure de la communauté fongique est nécessaire, pour comprendre la
dynamique et la composition de la diversité fongique, en association avec les facteurs
environnementaux et les caractéristiques du milieu (Hattenschwiler et al., 2011 in Costa et al.,
2015).

Dans le cadre des activités de recherche du laboratoire Ressources Naturelles de
I’Universit¢é Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou (U.M.M.T.O), notre travail a pour but la
contribution a I’é¢tude des champignons endophytes de la feuille de 1’oléastre de la région Tizi
Rached (Tizi Ouzou, Algérie). Dans ce travail, nous nous sommes intéresses a la diversité et a
la fréquence de colonisation de ces champignons par la mise en culture des feuilles d’oléastre.
Notre mémoire comporte 4 chapitres :

- le chapitre 1 concerne 1’oléastre ;

- le chapitre 2 concerne la description des mycoendophytes, leur écologie et leur
diversité ;

- le chapitre 3 présente le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail ;

- le chapitre 4 donne les résultats et leur discussion.

Nous avons terminé le travail par une conclusion générale.

-



Chapitre 1 Généralités sur l'oléastre

1. Généralités

L’olivier sauvage ou oléastre (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) est un
élément caractéristique de la végétation méditerranéenne, en particulier de 1’étage
bioclimatique thermoméditerranéen, dont il est un des principaux indicateurs. Sa présence
remonte aux alentours de 6000 av. JC. En Asie mineure sa culture ne serait apparue que vers

3000 av. JC en Palestine, en Syrie et en Phénicie (Besnart, 2005).

Selon Chevalier (1948), I’oléastre proviendrait de noyaux perdus ou d’arbres cultivés
antérieurement puis abandonnés, donnant des populations d’individus qui retournent a 1’état
sauvage. En effet, cet auteur appuie son hypothese sur le fait qu’il existe des formes trés
différentes d’oléastre, dans les foréts des régions ou 1’on cultive depuis longtemps I’olivier
(Algérie, Tunisie, Maroc, Syrie, etc....). On le rencontre souvent dans les matorrals et
boisements des zones méditerranéennes xérophiles. Son extension géographique est donc plus
réduite que celle de I’olivier cultivé (Figure 1). Il est actuellement présent dans le Maghreb, le
sud de la péninsule ibérique, les iles de la Méditerranée, le sud de I’Italie, le Péloponnése, les
cotes de Gréce, de Turquie, du Levant et du nord de la Libye, beaucoup plus sporadiquement
sur le littoral nord méditerranéen (Zohary et al., 2012). L’origine de I’olivier a partir de
I’oléastre ne fait plus de doute a I’est comme a I’ouest du bassin de la Méditerranée.

Cependant, la diversité de 1’oléastre et de I’olivier est maximale a 1’ouest (Breton et al.,
2006).

Des tentatives ont été faites pour établir des criteres pour distinguer les oléastres des
formes cultivées, clairement en prenant en compte les conditions climatiques favorables pour
la croissance de I’olivier sauvage, une isolation des aires de culture et des zones suffisamment
¢tendues dans le but de minimiser 1’influence du pollen et semences occasionnelles provenant
des zones des formes cultivées (Lumaret et al., 2004), mais les relations entre ces deux formes

semblent assez complexes.

Les analyses du polymorphisme de I’ADN nucléaire et cytoplasmique dans les
populations d’oléastre méditerranéen ont montré que les populations de 1’est différent
beaucoup des celles de ’ouest de la Méditerranée (Besnard et al., 2001, 2002a ; Lumaret et
al., 2004).
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La domestication de 1’oléastre a commencé probablement dans la partie orientale du
bassin méditerranéen (Bonnet, 1950), dans la préhistoire (au moins 5000 ans) par la

multiplication végétative (Zohary et Hopf, 2000).

L’oléastre dont le fruit est oléagineux est un arbre indigéne en Afrique du Nord, qui
pousse a I’état naturel comme la vigne et ’amandier. L’importance de 1’oléastre a été signalée
dans I’alimentation des anciens habitants de Djerba, en Tunisie qui, en pressant ses fruits,
obtenaient de I’huile, ce qui nécessitait sirement une grande quantité de grains d’oléastre et
exigeait certainement la maitrise d’une technique plus ou moins développée, pour soigner les
arbres et méme les greffer ou les planter, afin d’obtenir de bons rendements (Boudribila,
2004). Daoudi (1994) signale que 1’oléastre est une espéce trés rustique ayant une longévité

plus grande que 1’espéce cultivée.

Figure 1 : limites de I’olivier sauvage et distribution moderne de la production d’olive

dans la région méditerranéenne (Zohary, 1995).
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2. Taxonomie

La classification botanique de I’olivier sauvage selon Ghedira ( 2008) est la suivante:

Embranchement: Magnoliophyta

Sous embranchement : Magnoliophytina

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Scrophulariales

Famille : Oleaceae

Genre : Olea L.

Espece : Olea europea L.

Sous-espéce : Olea europaea L. subsp. oleaster Hoffm.et Link ou

O. europea L. subsp. sylvestris Miller.

3. Description de I'oléastre

L'olivier sauvage est un arbre a tronc court et trapu, souvent contourné, se présentant
fréquemment sous forme d'arbuste. L’oléastre différe de I’olivier cultivé par la présence des
pousses courtes et épineuses, presque quadrangulaires. C’est un arbuste buissonnant de 6 m de
haut maximum, souvent beaucoup plus petit (Terral et Arnold-Simard, 1996 ; Beddiar et al.,
2007). Le systéme racinaire est horizontal et trés allongé, chargé de chevelu, il se limite en
général aux premiers metres du sol, selon la disponibilité en eau (Rozier, 2015). Les feuilles
sont petites et rondes ou légerement allongées de 3 a 4 cm, a face inférieure argentée couverte
de poils (Hannachi et al., 2008b).

Les fleurs petites et blanches, a quatre pétales, sont réunies en grappes dressees et
situées a l'aisselle des feuilles (Figure 2). Elles sont hermaphrodites, I'androcée est compose
de deux étamines, et le gynécée est formé de deux carpelles qui s'unissent en un ovaire a deux
loges (Degrully et Flahault, 1907 ; Fourasté, 2002).

L’oléastre differe de 1’olivier cultivé par la présence de fruits ovoides de petite taille

(0,5-1,2 cm), par rapport a I’olivier cultivé (1,2-4 cm), avec moins de mésocarpe (Figure 3),
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une faible teneur en huile et par un stade juvénile long (Terral et Arnold-Simard, 1996 ;
Baccouri et al., 2008 ; Hannachi et al., 2008b ; Ghedira, 2008 ).

De par sa faible hauteur, les fruits de I'oléastre sont facilement consommes par les
animaux : la dissemination des noyaux est donc zoochore (Comte, 1990).

Selon Lousert et Brousse (1978), il existe plusieurs types d’oléastres qui se

différencient par le port, la forme des feuilles, les époques de floraison et de fructification.

Figure 3 : fruits d’oléastre (Anonyme, 2017).
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4. Morphologie et anatomie de La feuille d'Olea europaea
4.1 Morphologie de la feuille

La feuille de I’oléastre est simple, subsessile, lancéolée, de 3 cm a 5 cm de long sur 1
cm a 1,5 cm de large, rendue convexe par dessiccation. Le limbe coriace présente une face
supérieure gris-vert, lisse et brillante, ou la nervure principale foncée apparait en relief sur
cette face et les nervures secondaires forment un fin réseau (Figure 4). La face inférieure,
chatoyante, est recouverte d'un fin duvet facilement détachable par grattage. La nervure

principale, foncée, apparait en relief sur cette face (Fourasté, 2002 ; Rozier, 2015).

Figure 4 : rameaux et feuilles d’oléastre (Anonyme, 2008).

La section transversale de la feuille d'Olea europaea (Figure 5) présente de la face

supérieure vers la face inférieure (Guignard, 1998 ; Fourasté, 2002) :
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épiderme
supérieur
cuticularisé

Parenchyme
palissadique

Parenchyme
locuneux

Sclérites
rameux

Parenchyme
fondamental

Bois

Liber

fibres
péricycliques

Epiderme
Inférieur cuticularisé
et pilifére

Figure 5 : section transversale de la feuille (x 400) (Fouraste, 2002).

- I'épiderme supérieur constitué d'une assise de cellules isodiamétriques, a parois
cellulosiques, recouvertes d'une épaisse cuticule ; cet épiderme porte quelques poils en
écusson dont le pied semble enfoncé dans I'épiderme ;

- le parenchyme constitué de cellules de taille moyenne, arrondies, a parois légérement
collenchymateuses et laissant apparaitre des méats entre elles, des sclérites particuliers dits

"sclérites rameux" ;

- le systeme conducteur en arc constitué de la superposition d'un bois et d'un liber, le pble
ligneux étant situé vers la face supérieure ; cet arc libéro-ligneux est accompagné a la face
supérieure par un amas sclérenchymateux et a la face inférieure par un arc de fibres
péricycliques, lignifiées.

5. Ecologie

Les populations d'olivier sauvage sont limitées a quelques secteurs isolés des foréts de
la Méditerranée (Lumaret et al., 2004), ou le climat est caractérisé par un été chaud et sec,
automne et printemps pluvieux et un hiver doux et pluvieux (Breton et al., 2006). Tout

comme I’olivier, il pousse en zone semi-aride a climat tempéré, sur des sols bien drainés, avec
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un pH au-dessous de 8,5 et sont raisonnablement tolérants aux sols légerement salins. Il
montre une rusticité au froid et une tolérance aux températures aussi basses que -12°C. Il
pousse dans le maquis de la zone littorale, sur des sols schisteux, ou il forme des fourrés

denses, en compagnie d’autres arbustes, notamment le lentisque (Doveri et Baldoni, 2007).

L’oléastre se reproduit d’une maniére sexuée (Alcantara et Rey, 2003). Il inclut des
vrais oléastres (formes sauvages présentent dans les zones naturelles) et les formes férales
(domestiquées retournées a 1’état sauvage), qui peuvent étre issues des semences des clones
cultivés ou le produit d’une hybridation entre les vrais oléastres et les cultivars. Ce sont deux
formes non distinctes morphologiquement (Zohary et Hopf, 1994 ; Besnard et Bervillé, 2000 ;
Bronzini de Caraffa et al., 2002a).

Il faut remarquer que 1’oléastre est une des plantes caractéristiques de ’association végétale
appelée par les phytosociologues « oleo-lentiscetum » (Arab et al., 2003). Cette association

vegeétale se retrouve a peu pres sur tout le pourtour méditerranéen.

La présence de I’olivier sauvage est considéré comme le meilleur bioindicateur de la flore
de la région de la méditerranée (Rubio et al., 2002). D’un point de vue écologique, les
populations d’olivier sauvage jouent un role dans la protection des sols contre la
désertification, a cause de leur grande résistance au vent et a la sécheresse, leur habilité de
repousser apres un feu ou un gel et particulierement leur trés grande longévité, qui leur permet
de vivre jusqu’a plusieurs milliers d’années (Mulas, 1998). Peu de travaux de sélection sur
I’olivier sauvage ont été effectués sur leur potentiel en sylviculture, ou comme une source de

trait de valeur & introduire dans les cultivars (Concepcion et al., 2011).

La surexploitation des foréts méditerranéennes a entrainé une diminution de la diversité de
I’oléastre. L’urbanisation joue aussi un role dans la régression de 1’oléastre (Breton et al.,
2006 ).

6. Importance et usages de 1’oléastre

La forme spontanée (oléastre) est bien intégrée dans I’exploitation et la gestion des
vergers traditionnels. Les agriculteurs I’utilisent couramment pour la multiplication des
variétés locales par greffage et accessoirement pour la production d’huile, produite en petite
quantité souvent a la demande ou juste pour 1’autoconsommation. Elle est réputée pour des

usages médicinaux, car on lui attribue certaines vertus thérapeutiques qui font actuellemnt
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I’objet de recherche . Cependant, elle est également utilisée pour 1’alimentation (Caravaca et
al., 2002 ; Taiqui, 2009 ; Sidi Mammar, 2011 ; Arab, 2013).

Les feuilles ont été largement utilisees dans les remédes traditionnels dans les pays
européens et méditerranéens comme des extraits, des tisanes et des poudres. lls contiennent
plusieurs composés potentiellement bioactifs (Wainstein et al., 2013). En ce qui concerne
I’huile de [I’oléastre, trés peu d’informations sur sa composition et ses effets

pharmacologiques potentiels sont connues (Boualem, 2009).

L’oléastre peut étre utilisé comme pare-feu, si les terrains sont entretenus
périodiquement. Il peut non seulement étre utile a des fins économiques, mais aussi a des fins
ornementales. Par ailleurs, il permet de maintenir les sols, donc de limiter 1’érosion. Les
autres végétaux coloniseront ces milieux et 1’on observera de nouveau des successions de
groupements végétaux et notamment 1’association oléastres-lentisques. Le greffage sur
oléastre est pratiqué dans plusieurs pays mediterranéens, notamment en Espagne, afin de
faciliter I’adaptation et d’obtenir une réponse rapide des nouveaux cultivars introduits aux

conditions locales (Guerin et al., 2003 ; Breton et al., 2006 ).

-



Chapitre 2 Mycoendophytes

1. Introduction

Tous les organismes vivants constituent un ensemble cohérent, d’une part, par leur
origine commune, d’autre part, en raison des relations et interactions multiples qui existent
entre eux, les conduisant au niveau du globe a des associations complexes, logiques et

dynamiques, mais en équilibre.

La plupart des plantes hébergent des microorganismes endosymbiotiques, appelés
« endophytes », a l’intérieur de leurs tissus (Hallmann et al., 1997 ; Strobel, 2002).
Littéralement, le mot endophyte est dérivé du grec, «endo» signifie « intérieur » et « phyton »
signifie « plante » (Jalgaonwala et al., 2010). Le terme endophyte a été employé et défini pour
la premiere fois en 1866 par De Bray. Ces endophytes sont notamment composés de bactéries
et de champignons microscopiques (Wilson, 2000). Ils peuvent développer avec la plante hote
diverses interactions qui sont souvent d’ordre trophique. Ces microorganismes passent
entierement ou partiellement leur cycle de vie, en se développant d’une maniére inter et/ou
intracellulaire, a I’intérieur des tissus sains d’une plante dite hote, sans causer de maniére

évidente de symptdmes délétéres (Pimental et al., 2011).

Mycoendophytes est le terme proposé pour les champignons vivant dans les plantes. Ils
ont été trouveés dans les tissus sains de tous les taxons végétaux étudiés a ce jour (Rai et al.,
2012). 1l existe cependant des techniques de coloration pour les mettre en évidence (Zhang et
al., 2006 ; Arnold, 2007).

Le mode de transmission est le moyen par lequel le champignon endophyte peut coloniser
un autre individu végétal a partir de I’hote initial Deux modes de transmission sont observeés.
La transmission verticale est le principal mode de transmission chez les mycoendophytes
(Saikkonen et al., 2010). Il s’agit de la transmission d'une plante a sa descendance, ou des
hyphes peuvent croitre dans les graines ou grain de pollen de la plante hote (Selosse et
Schardl., 2007 ; Hodgson et al., 2014 ; Saikkonen et al., 2004).

La transmission horizontale se caractérise par la colonisation d’un nouvel hote n’ayant la
plupart du temps pas de lien avec 1’hdte primaire (Arnold et al., 2003 ; Saikkonen et al.,
2004 ; Gallery et al., 2007). Elle procede de la dissémination de spores par un vecteur
de dispersion (Zabalgogeazcoa, 2008). Aprés germination, 1’hyphe pénétre le nouvel hote soit

par les stomates, soit par pénétration directe au travers de 1’épiderme (Higgies et al., 2007).
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Selon Kogel et al (2006), un champignon endophytique est bénéfique pour la plante tant
qu’il conserve le bon équilibre de ses besoins par rapport aux exigences de la plante hote. Une

fois cet equilibre déstabilisé, I’endophyte devient pathogéne.

La recherche scientifique sur les champignons endophytes se focalise en particulier sur

deux aspects :

- pharmacologique : les endophytes ont la capacité de produire de nombreuses molécules
bioactives, dont certaines possédent des propriétés thérapeutiques utilisables contre de tres
nombreuses maladies (Kusari et al.,2012).

- écologique : la phylogénie des endophytes et de leurs hdtes, les interactions entre le
champignon endophyte et la plante héte, I’impact de ces champignons endophytes sur la

diversité végétale et le fonctionnement des écosystémes.
2. Classification des champignons endophytes

Les endophytes peuvent étre classés dans deux grands groupes: les
endophytes associés aux Graminées, dits Clavicipitaléens (clavicipitalean) ou Balansiacées
(balansiaceous) selon les auteurs, et ceux associés aux autres plantes, les non-Clavicipitaléens
ou non-Balansiacées (Schulz & Boyle, 2005; Hyde & Soytong, 2008). Les endophytes sont
actuellement divisés en 4 classes (Rodriguez et al., 2009), selon la famille de 1’endophyte

concerné, la localisation dans les tissus de 1’hote (Figure 6) et le mode de transmission.

Class 3
f endophytes
{ TN

N ‘(
P
Class 4

endophytes

Class 1 & 2
endophytes

Figure 6 : classes d'endophytes selon la localisation des tissus colonisés (Kusari et al., 2012).

)
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2.1 Endophytes de la classe 1

IIs sont constitués par des champignons appartenant a la famille des Clavicipitaceae
(Ascomycota) (Sung et al., 2007). Cette famille est constituée actuellement de 37 genres. Les
endophytes issus des Clavicipitaceae sont des champignons colonisant un spectre étroit
d’hotes, restreint aux plantes herbacées des familles des Poaceae, Juncaceae et

Cyperaceae (Clay et al., 2002).
2.2 Endophytes non-Clavicipitacées (NC-endophytes) : classes 2, 3 et 4

Les endophytes des classes 2, 3 et 4 ont été a ce jour peu étudiés. Ainsi, d’une fagon
générale, ces endophytes ont été décrits comme apportant un bénéfice a 1’hote contre le stress
abiotique. Une facilitation de I’acquisition de nutriments, une amélioration de la croissance et
du rendement des plantes hdtes ont été observees (Rodriguez et al., 2009). La production de
composés antifongiques et antibactériens par certains endophytes contribuerait également a

protéger I’hote des phytopathogénes et ainsi augmenter sa survie (Harman, 2000).

2.2.1 Endophytes de la classe 2

Les champignons endophytes de la classe 2 présentent un spectre d’hote large. Ils
peuvent coloniser toutes les parties de la plante et croissent de maniére extensive dans le
milieu intercellulaire principalement (Rodriguez et al., 2009). La transmission est le plus
souvent verticale, mais il y a parfois transmission horizontale, en particulier lorsque 1I’hote est
en senescence : le champignon émerge de I’hote et sporule. Certains de ces endophytes sont
également saprophytes et peuvent coloniser le sol. La fréquence de colonisation des hotes en
milieux a haut stress abiotique pour 1’héte est trés importante (90-100%). Il est intéressant de
noter que les endophytes de la classe 2 sont souvent cultivables et peuvent croitre sur
plusieurs milieux de culture. Il semblerait que la plupart des endophytes de classe 2 conférent
aux plantes une augmentation de la biomasse totale (racines et parties aériennes) par
I’intermédiaire d’une induction de la biosynthese de phytohormones par 1’héte ou par une
synthése exogene de ces hormones par le champignon. Ils activent les mécanismes de défense
de I’héte et peuvent conférer des avantages dits “habitats adaptés”. Ils offrent une tolérance a
plusieurs types de stress abiotiques tels que la sécheresse, la dessiccation, les chocs

thermiques ou encore un taux de salinité important du sol (Rodriguez et al., 2009).
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2.2.2 Endophytes la classe 3

Le spectre des hotes des endophytes de cette classe est tres large. Les individus de cette
classe peuvent coloniser, en grand nombre, les parties aériennes d’une plante mais de manicre
tres localisée. Ainsi, chaque hote peut présenter une grande diversité d’individus ou d’espéces
différentes (jusqu’a une centaine d’espéces) (Selosse et al., 2011). Les feuilles des plantes
tropicales sont particulierement colonisées par ces especes. Leur transmission est strictement
horizontale, en particulier lorsque 1’hote est en sénescence : le champignon émerge et produit
des spores sexuées ou asexuées. Ces endophytes présentent une trés grande biodiversité. La
multitude d’individus, d’espéces différentes, colonisant simultanément le méme héte rend

1’étude de leur impact sur 1’écosystéme en milieu naturel complexe (Rodriguez et al.,2009).

2.2.3 Endophytes de la classe 4

Les endophytes de la classe 4 présentent un spectre d’hote large, bien qu’on les retrouve
souvent associés a des arbustes ou arbres, en particulier les espéeces de coniferes (Rodriguez et
al., 2009). lls colonisent principalement la racine (Porras-Alfaro et al., 2007). lls sont
caractérisés par la nature de leurs hyphes. Ces derniéres sont septées et de couleur sombre de
par la présence de mélanine. Ce sont les Dark Septate Endophyte (DSE). lIs sont présents Ils
semblent se reproduire par reproduction asexuée principalement (conidies et
croissance/fragmentation mycélienne). Le mode de transmission est strictement horizontal
(Rodriguez et al., 2009).

Les endophytes de classe 4 ont un rdle particuliérement important dans les milieux arides,
semi-arides, alpins ou subalpins (environnement a haut stress abiotique) (Porras-Alfaro et al.,
2007). Ils sont ubiquitaires du point de vue du biotope et se retrouvent dans le monde entier
(Rodriguez et al., 2009). Ils ont une importance similaire a celle des mycorhizes : leur
distribution est large et leur taux de colonisation est important (Porras-Alfaro et al., 2007).
Ces champignons permettraient également de prévenir 1’infection par des parasites
phytopathogénes et la production de métabolites secondaires toxiques pour les herbivores
(Rodriguez et al., 2009) et conférerait également une protection contre les dommages liés a la

dessiccation et aux radiations, notamment les ultra-violets (Mandyam et al., 2005).
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3. Diversité des mycoendophytes

Les champignons endophytes forment un groupe extrémement diversifié sur le plan
écologique et taxonomique (Arnold et Lutzoni, 2007). La plupart appartiennent a
I’embranchement des Ascomycota. Cependant, certains appartiennent a d’autres taxons tels
que les Deuteromycota, Basidiomycota , Zygomycota et Oomycota (Saar et al., 2001). lls
représentent un groupe tres diversifié (Zabalgogeazcoa, 2008), avec une estimation de 1.5
millions d’espéces (Fernandes et al., 2009) et une moyenne d’environ 50 espéces
d’endophytes par espece de plante, dont les multiples assises des tissus sont utilisées comme
habitat. Ils ont été isolés a partir de toutes les plantes étudiées a ce jour, des plantes allant des
grands arbres (Oses et al., 2008), palmiers (Frohlich et al., 2000), Graminées marines (Alva et
al., 2002) et méme a partir des lichens (Li et al., 2007) , mais aussi, a partir de plante poussant

dans les foréts aussi bien tropicales, tempérées que boréales (Stone et al., 2004).

Eu égard a I'universalité des infections d’endophytes, la diversité des especes fongiques
en la matiére est significative a 1’échelle interspécifique ou intraspécifique de 1’hote. De ce
fait, il est admis que les mycoendophytes peuvent représenter une trame substantielle
d’espéces non découvertes encore (Stone et al., 1996 ; Arnold et al., 2000 in Stone et al.,
2004). La spécificité des champignons endophytes a 1’égard de la plante-hdte est déterminée
par plusieurs facteurs : des régulateurs de nature chimique, le génotype de 1’hote, la période

de I’année, et des facteurs physico-chimiques environnants (Toti et al., 1992).

L’identification des champignons endophytes est basée principalement sur des méthodes
morphologiques, a 1’aide des caractéres du phénotype lors de la culture des champignons,
concernant la colonie ou les hyphes, les caracteres de la spore, ou de la structure de

reproduction, si ces fonctions sont visibles (Slim et al., 2012)

Les genres les plus abondants recueillis sont les suivants : Penicillium, Cladosporium,
Acremonium, Helgardia, Fusarium, Phaeosphaeria, Epicoccum, Epichloe, Alternaria,
Chaetomium et Lewia. Ces 12 genres représentent 57% de tous les isolats obtenus, mais ne

représentent que 25% de toutes les espéces enregistrées (Sanchez et al., 2007).
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4. Interactions plante-endophyte

Les endophytes recouvrent une grande diversité d'organismes. On retrouve ainsi un
large spectre d'interactions différentes entre la plante et les endophytes. Ainsi une plante peut
abriter des organismes plus ou moins bénéfiques pour elle (Schulz et al., 2006; Rodriguez et
al., 2009). Les champignons endophytes exhibent généralement —et typiquement— une vie
discrete le plus souvent entiere et quelques fois partielle, courant laquelle la colonisation et
la croissance peuvent cesser temporairement, mais qui reprennent a nouveau apres un
changement induit de la part du végétal hote ou de I’environnement physique ou biotique
(Stone et al.,, 2004). Ce rythme de croissance épisodique est une caractéristique

déterminante des endophytes en général.

De méme que les mycoendophytes peuvent coloniser un organe particulier de la
plante, le spectre de plantes qu'ils peuvent coloniser peut varier entre les différentes souches
considérées. Certains endophytes auront ainsi la capacité de coloniser de maniére ubiquitaire
les plantes présentes dans leur milieu, ou auront une préférence de leur hote (Petrini, 1996;
Stone et al., 2000 ; Cohen, 2004).

Les endophytes possedent différents modes de vie, donnant différentes interactions qui
sont variables d’un endophyte a un autre et d’un héte a un autre (Zabalgogeazcoa,
2008). Les interactions hote-endophytes peuvent varier d’un mutualisme vers un
commensalisme ou parasitisme, selon les dispositions génétiques des deux partenaires, leur
stade de développement et I'état nutritionnel, mais aussi selon les facteurs environnementaux
(Boyle., 2005 ; Zabalgogeazcoa, 2008 ; Selim et al., 2012). Dans le cas d'une interaction
mutualiste, il existe un bénéfice réciproque pour 1’endophyte et la plante. Les bénéfices retirés
sont tout aussi variés pour les deux organismes (Schulz et al., 2006 ; Rodriguez et al., 2009).
La colonisation d'une plante par un endophyte est la réaction a un équilibre antagoniste.
Comme mentionne précédemment, les endophytes sont des organismes vivant a l'intérieur des
plantes ne montrant pas de symptdmes de maladie. Cependant, les voies de colonisation
utilisées par les endophytes sont similaires a celles utilisées par les pathogénes (Schulz &
Boyle, 2005; Hyde & Soytong, 2008). Ils peuvent coloniser les plantes de maniere
opportuniste, via une blessure, mais peuvent aussi pénétrer dans la plante au moyen
d'exoenzymes de dégradation, ainsi qu’a la suite de la production de meétabolites
phytotoxiques (Schulz & Boyle, 2005). Seulement, a la différence d'une infection pathogéne,
une interaction plante-endophyte ne conduit pas a une maladie et il est supposé que

.
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I'activation des systemes de défense demeure apres la colonisation (Boyle et al., 2001;
Bishop, 2002). Les effets resultants d'une interaction plante-endophyte ont ainsi des

conséquences trés différentes, selon les souches considerées, ainsi que I'néte colonisé.

La variabilité du résultat d'une interaction peut dépendre de la souche colonisante
(Tellenbach et al., 2011), mais aussi des conditions environnementales (Johnson et al., 1997).
Un stress environnemental peut aisément perturber I'équilibre antagoniste existant entre la
plante et I'endophyte, résultant potentiellement en maladie ou en rejet de I'endophyte selon le
déséquilibre (Koegel et al., 2006, Porras-Alfaro & Bayman, 2011 ; Selim et al., 2012).

Il est supposé que la colonisation d'une plante permettrait principalement a un organisme
endophyte de se protéger plus efficacement des stress biotiques et abiotiques en comparaison
a un organisme de la rhizosphere (Schulz & Boyle, 2005 ; Rosenblueth & Martinez-Romero,
2006). Malgré la trés grande variété d'organismes endophytes, peu de choses sont connues sur
les raisons de la colonisation, ainsi que I'importance d'une phase endophyte dans leur cycle de
vie (Schulz & Boyle, 2005). Les effets associés aux endophytes des Graminées sont
généralement mieux connus que les effets des endophytes des plantes non herbacées (Hyde &
Soytong, 2008).

5. Raoles des mycoendophytes

L’ubiquit¢ et DI’hyperdiversit¢ des mycoendophytes supposent que ces derniers
peuvent jouer des rbles extrémement importants dans le fonctionnement des écosystémes,
Ainsi, il est probable que leurs actions au sein d’un biotope donné soient multiples
(Deckert, 2000 ; Rudgers et al., 2005).

En contre partie de la nutrition offerte par la plante-h6te, les champignons
endophytes conférent a cette derniére la capacit¢é de maintenir et d’améliorer ses
performances biotiques, méme sous conditions écologiques sevéres, par la protection contre
beaucoup de ravageurs et d’agents phytopathogenes. IIs peuvent prévenir la plante hote des
herbivores et méme contre des facteurs de stress abiotiques (stress hydrique, salin, radiatif,
pollution,...) (Carrol, 1986 ; Azevedo et al., 2000 ; Rodriguer et al., 2004).

Gréace a leur capacité de produire des molécules biologiquement actives telles que les

antibiotiques, des antifongiques antiviraux, immunosuppresseurs, agents anticancéreux,
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antioxydants, insecticides et agents de contréle biologique et autres molécules bioactives de
réle fonctionnel différent (Strobel et al., 2004 ; Zhang et al., 2006 ; Guo et al., 2007) et une
variété d’enzymes extracellulaires, ils peuvent aussi étre une source d’éléments minéraux,
comme ils peuvent délivrer la plante hote de I’effet nocif des métaux lourds présents dans le
sol (Shanrar et al., 2008 ; Jalgaonwale et al., 2011 ; Gustava et al., 2012). En plus d’étre
impliqués dans la relation hoéte-endophyte, ils peuvent aussi avoir des applications en

médecine, agriculture et industrie (Strobel, 2002).
5.1 Role dans la nutrition et la croissance

Les plantes bénéficient de la présence de certains endophytes qui favorisent leur
croissance (Compant et al., 2005; Schulz et al., 2006; Rodriguez et al., 2009), par
I’amélioration de I'absorption et I’assimilation des éléments minéraux (N et P notamment)

(Malinowski et Belesky, 2000 ; Mandyam et Jumpponen, 2005).

Il a été constaté que les plantes colonisées par ce groupe fongique se développent
mieux, ceci est d en partie a la synthese de certaines types de régulateurs de croissance, tels
que I’acide 3-indolacétique (AIA) et des cytokinines (Tan et Zou, 2001).

On retrouve parmi les terpénoides remarquables produits par des champignons
endophytes les dérivés de 1’acide gibbérellique, produit notamment par 1’espece Aspergillus
fumigatus, endophyte du soja. Ces phytohormones provoquent une élongation cellulaire au
niveau de I’entre-nceud, une croissance des tiges, des pousses et des fruits et induisent la
germination, ainsi que la floraison des plantes. On les utilise pour augmenter la taille des

fruits et leur teneur en sucre (Khan et al., 2011).

Des effets allélopathiques ont également été attribués aux composés phénoliques
relargués dans la rhizosphére. Ces composés ont un impact sur plusieurs processus
physiologiques impliqués dans le maintien d’un équilibre osmotique favorable, la régulation
du taux de photosynthese, du métabolisme respiratoire et de la sphére hormonale des plantes
environnantes ( Zang et al., 2006 ; Hirt, 2012).

Les Neotyphodium produisent des hormones végétales, des glycosidases et des
protéases qui modifent les voies métaboliques de la plante, telles la photosynthése, la
conductance stomatique et I’ajustement osmotique (Yue et al., 2000),. Tout cela contribue a
une meilleure capacité de compétition interspécifique pour des plantes endophytées (Clay,
1999).

-
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5.2 Roéles dans la tolérance aux stress

Certains mycoendophytes sont susceptibles de renforcer la tolérance des végétaux
hotes a des stress environnementaux (sécheresse, forte variation de température, forte
salinité...), a des phytopathogenes ou a des herbivores et contribuent par conséquent au

maintien de la biodiversité végétale (Robert et al., 2005).

De nombreuses expériences comparatives en serre et au champ ont réevélé que le
champignon procure & la plante qui 1’héberge plusieurs avantages. Ainsi, les plantes
endophytées tolérent mieux différents stress tels que le déficit hydrique, les exceés de sel, la
vie a I’ombre, les attaques de champignons pathogeénes, ou les ultraviolets, la chaleur et méme
la toxicité des métaux ( Rodriguez et al., 2004 ; Waller et al., 2005 ; Hamilton & Bauerle,
2012). Cette résistance au stress pourrait découler, au moins en partie, des nombreuses
molécules anti-oxydantes détectées dans les plantes infectées (White et al., 2010). Les
mycoendophytes ont des conséquences phénotypiques sur I’hote. Ils augmentent la biomasse
racinaire des plantes colonisées permettant un meilleur prélévement de 1’eau et des nutriments

du sol lors d’un stress par déficit phosphorique ( Malinowski et al., 1999).

Redman et al (2002) ont démontré que les champignons endophytes pourraient aussi
augmenter la tolérance a la chaleur chez leurs hotes. Cette tolérance a été détectée chez
Dichanthelium lanuginosum infecté par 1’endophyte Curvularia sp et qui résiste a des
températures élevées de 65°C, alors que les plantes non infectées ne résistaient méme pas a

une température de 40°C.

La défense des plantes face aux herbivores (vertébrés et invertébrés) et aux
microorganismes pathogenes est en partie médiée par deux voies métaboliques : celle de
I’acide salicylique et celle de I’acide jasmonique. La voie de ’acide salicylique influe sur la
défense de la plante aux pathogénes biotrophiques et quelques insectes suceurs de seve. La
voie de I’acide jasmonique influe sur la défense de la plante aux pathogenes nécrotrophiques
et aux herbivores (Strobel, 2003).

Plusieurs types de maladies peuvent atteindre les mammiferes herbivores domestiques,
qui ont mangé des herbes infectées par des endophytes. Selon Roberts et al (2005), une
toxicose a la fétuque élevée a touché les ruminants et les chevaux, aprés avoir pris de la
Festuca arundinaceae infecté par le champignon endophyte Epichloé typhina. Cette toxicose

est due a un certain nombre de composés, tels I’acide lysergique, les amides et 1’ergopeptine,

.
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dont de fortes concentrations de ce derniers ont été trouvées infectant les semences et les

feuilles des herbes.

Plusieurs mécanismes peuvent étre utilises par les endophytes pour inhiber les
microorganismes phytopathogénes. Parmi eux, il y a la production d’antibiotiques, la
stimulation des mécanismes de défense de 1’hoéte, la concurrence pour la nourriture ou les sites
de colonisation et le mycoparasitisme (Cao et al., 2009). Plusieurs extraits liquides des
cultures des endophytes ont démontré une inhibition de la croissance de plusieurs espéces de
champignons phytopathgenes (Liu et al., 2001; Inacio et al., 2006 ; Park et al., 2005 ; Kim et
al., 2007). Dingle et al (2003) ont fait I’expérience avec les endophytes du blé Chaetomium et
Phoma. L’inoculation de ces champignons ainsi que 1’application de leurs filtrats de cultures
sur la plante ont réduit de la méme fagon la sévérité de la maladie foliaire causé par Puccinia

et Pyrenophora.

Certains champignons endophytes peuvent étre des mycoparasites ; ils peuvent
produire des enzymes dégradant les parois cellulaires, qui leur permettent de percer des trous
dans les champignons phytopathogenes et d’extraire des nutriments pour leur croissance (Cao
et al., 2009).

La capacité des champignons endophytes a repousser les insectes et méme a
augmenter leurs taux de mortalité est corrélée avec leur capacité a produire des toxines
(alcaloides) (Spiering et al., 2005). Ces alcaloides semblent ralentir la croissance et le
développement de certains insectes, a différents stades larvaires (Rodriguez et al., 2004 ;
Sillivan et al., 2007). Par exemple Acremonium lolii, un endophyte de Lolium perenne,
produit une forte toxine lolitreme B, qui provoque la réduction des attaques d’insectes. Il y a
aussi les toxines : N-formilonine et paxiline produites par Neotyphodium sp. un endophyte de
Echinopogum ovatus qui tue le charangon Listronotus bonariensis et d’autres insectes (Miles
et al., 1998). Certaines, notamment les péramines ou les lolines, sont toxiques et ont un effet
répulsif sur les insectes (Pedigo, 2000), qui du coup évitent les plantes endophytées. D’autres
sont actifs contre les mammiferes herbivores : les lolitrémes produits par Neotyphodium sont
des neurotoxiques responsables des comportements anormaux des bovins, qui consomment la

plante.

.
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1. Description de la zone d’étude

L’échantillonnage a été réalisé dans la région de Tizi Rached située dans la wilaya de
Tizi-Ouzou. La zone d’étude est a 17 Km du chef lieu de la wilaya située dans le haut Sébaou
(Mesrouk, 1984). Elle est limitée administrativement au nord par la commune de
Ouaguenoun, au sud par la daira de Larbaa Nath Irathen, a 1’est par la daira de Mekla et a
I’ouest par la daira de Tizi-Ouzou. Elle est située a 221m d’altitude, & une latitude
36°41°15.71’N et une longitude de 12°39.27’°E (Figure 7). Notre site d’étude est une
oliveraie de 70 ans environ, ou 1’oléastre s’est installé spontanément, suite a un incendie au

niveau des vergers oléicoles il y a une dizaine d’années.

UMM:T“QI-Campus
W \liTamda 1 &

Echelle : 1/200.000
Figure 7 : situation géographique de la région d’étude (Anonyme, 2016).

La station est située au nord-est du socle de la grande Kabylie, en contact dans ses
bordures septentrionales avec les terrains néogenes (post-nappes) du bassin du Sébaou par
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I’intermédiaire d’un systeme de failles d’effondrement d’orientation moyenne est-ouest. A
I’est, les terrains métamorphiques plongent sous I’oligomiocéne (conglomérat), lequel
supporte 1’édifice des olistostromes et flyschs du Haut Sébaou. Le socle est constitué de
gneiss, micaschistes calcaires cristallins et schistes, datés du Précambrien. On trouve
également des roches intrusives dans la série métamorphique (Raynold, 1976, Gérard 1979 in
Issaoun et Yahiaoui, 2008).

Notre site d’échantillonnage repose sur une roche meére gréseuse et fait partie du socle

métamorphique de la grande Kabylie (Ben Kacimi, 2016).

Figure 8 : espéces forestieres de la station d’étude.
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2. Etude bioclimatique

La Kabylie du Djurdjura située au nord de I’Afrique et en Méditerranée occidentale.
Elle se trouve sous I’influence du climat méditerranéen. Celui-Ci est caractérisé par la
sécheresse de la saison estivale une période seche bien marquée allant du juillet a septembre,
et des hivers relativement humides avec des précipitations torrentielles a grande irrégularité
interannuelle (Abdesselam, 1995).

Pour une meilleure caractérisation du climat de la région d’étude, nous avons retenu
deux parametres qui sont les précipitation et les températures pour la période allant de 2005 a
2015. Nous avons utilisé les données climatiques de la ville de Tizi ouzou, suite a la non
disponibilité d’une station météologique dans la région de Tizi Rached. Les données ont été

délivrées par I’ONM de Tizi Ouzou.

2.1. Précipitations
Les données pluviométriques observées dans la zone d’étude durant la période 2005-

2015 sont représentées dans le tableau 1.

Tableau 1. Moyenne des précipitations mensuelles de Tizi-Ouzou pour la période de
2005/2015 (source : O.N.M de Tizi- Ouzou).

Mois J F M Al M J Jit | A S 0 N D | Total

P (mm) | 114,6 | 124,2|112,1 |80,3|69,2 (16,8 | 3,2 | 6,2 | 43,2|72,7| 127 |112,8 | 882,3

Nous remarquons que la pluviométrie totale annuelle de cette période est de 882,3
mm. Le maximum de pluie est enregistré durant le mois de février, avec une moyenne de

124,2 mm et le minimum au mois de juillet avec une moyenne de 3,2 mm.

2.2. Températures
La température représente un facteur limitant de toute premiere importance, car elle
controle ’ensemble des phénoménes métaboliques et conditionne de ce fait la répartition de la

totalité des especes et des communautés d’etres vivants dans la biosphére (Ramade, 2003).
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Tableau 2. Répartition des températures mensuelles maximales, minimales moyennes de la
région de Tizi-Ouzou 2005 /2015 (' source : O.N.M de Tizi-Ouzou).

Mois J F M A M J JIt A S @) N

m (C°) | 6,54 | 6,45 | 8,70 | 11,37 |14,29|17,78 | 21,38 | 21,63 | 18,88 | 15,70 | 11,86

7,67

M (C°) | 15,74 | 15,7 | 19,17 | 22,53 | 26,48 | 31,35 | 36,06 | 35,08 | 31,37 | 27,45 | 19,92

16,72

M+m/2 | 11,14 |11,08( 13,94 | 16,95 | 20,39 | 24,57 | 28,72 | 28,36 | 25,13 | 21,58 | 15,89
(C%)

12,20

M : Moyenne des maximas mensuels.
m : Moyenne des minimas mensuels.

M+m/2 : Moyenne mensuelle.

Le tableau 2 montre que la moyenne des maximas du mois le plus chaud (M) est
enregistrrée au mois d’aout avec une valeur de 36,06°C, tandis que celle des minimas (m) est

enregistrée au mois de février avec une valeur 6,45°C.

2.3. Diagramme ombrothermique

Le diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen permet de mettre en évidence
la saison séche. Les températures et les précipitations moyennes mensuelles sont indiquées,
I’échelle des précipitations étant doublée par rapport a celle des températures P=2T. Le mois
ou les précipitations sont inférieures a deux fois la température est considéré comme un mois
sec. Les deux points d’intersection entre la courbe pluviométrique et thermique délimitent la
durée de la saison seche lorsque P < 2T.

Le diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen de la wilaya de Tizi-Ouzou,
pour la période 2005-2015 montre le contraste important entre la saison des pluies et la
saison seche. Il révele I’existence de deux périodes a forte pluviosité (Saison humide), I’'une
en automne avec un maximum au mois de novembre, et I’autre en hiver avec un maximum au
mois de février. La période séche recoit moins de pluie. Elle débute en mois de mai et

s’achéve en septembre (Figure 9).
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Figure 9: Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen pour la région de Tizi-Ouzou
période (2005-2015).

3. Echantillonnage sur le terrain

Les feuilles de 1’oléastre, objet de notre étude ont été récoltées au mois d’avril 2017.
L’échantillonnage des feuilles s’est porté sur des sujets qui ont été choisis d’une maniére
subjective. Dix arbres d’age moyen sont choisis au niveau de la station de Tizi Rached, dans
la région de Tizi Ouzou.

Pour chaque arbre choisi, 10 feuilles/ arbre sont cueillies au niveau des pousses de
I’année, tout autour de ’arbre. Une fois récoltées, les feuilles doivent étre maintenues a 1’état
frais dans des sacs en papier.

Il est recommandé de laisser un temps trés court entre la récolte et la mise en culture des
feuilles au laboratoire (24h & 36h maximum), pour éviter leur pourriture et I’installation des
pathogenes

2
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4. Mise en culture des feuilles
4.1 Stérilisation superficielle
Le but de la stérilisation superficielle est d’éliminer les organismes épiphytes qui
demeurent au niveau de phylloplan. Pour cela, nous avons adopté le protocole de Helander et
al. ; 1994 in Zareb, 2014).
-Traitement a 1’éthanol 95% pour une durée de 2 minutes.
-Ringage a I’eau distillée stérilisée.
-Traitement a I’eau de javel pour une durée de 3 minutes.

-2°™ rincage a ’cau distillée stérilisée.

-2°™ traitement & 1’éthanol 95% pour une durée de 30 secondes.

-3 rincage a I’eau distillée stérilisée.
Aprés la stérilisation, nous avons procédé au séchage des feuilles a 1’aide d’un papier

buvard stérile. Elles sont ensuite coupées a I’aide d’un bistouri stérilisé. Les fragments de

limbe obtenus sont ensemencés sur les milieux de culture (une feuille / boite).

4.2 Mise en culture

Nous avons utilisé un milieu semi-synthétique P.D.A (Potato-dextrose-agar), dont la
composition est la suivante :

- 200 g de pomme de terre ;

- 20 gde glucose ;

- 20 gd’agar-agar ;

- 1000 ml d’eau distillée ;

4.2.1 Préparation du milieu P.D.A

Nous avons commencé par peler, laver et couper les pommes de terre en fines
tranches. Ensuite, nous les avons fait cuire dans 200 ml d’eau pentant 12 al5 mn. Le
mélange obtenu est filtré. Le filtrat est versé dans un erlenmeyer d’un litre, placé sur un
agitateur chauffant. Nous rajoutons au filtrat le glucose et 1’agar-agar, puis nous complétons
le volume a 1000 ml. L’erlen Meyer est retiré de la plaque, lorsque le milieu est homogéne et

clair.

Une fois que le milieu est prét, nous le versons dans un flacon d’un litre pour la

stérilisation a 1’étuve a une température de 120°C. Quelques mg d’antibiotiques (Amoxiciline)

.
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sont ensuite incorporés au milieu préparé. Apres refroidissement du milieu, ce dernier est
coulé dans des boites de Pétri dans un milieu stérilisé entre deux becs bunsen.

Dix feuilles sont choisies pour la mise en culture. Les fragments sont déposés sur ce milieu, a
raison de 5 explants/boite de Pétri. Toutes ces manipulations se font entre deux becs bunsen

dans un milieu stérilisé.

Apres quelques jours d’incubation, les colonies de champignons commencent a
apparaitre, nous avons procédé au repiquage et écrasement entre lame et lamelle, en ajoutant
une goutte de gélatine glycérinée pour la conservation. Des observations ont été réalisées

Sous microscope optique.

5. Identification
5.1 Identification macroscopique
Les caractéres morpho-culturaux sur un milieu de culture solide sont étudiés (couleur,

contour, relief, consistance, transparence, aspect de la surface et taille).

5.2 Observation microscopique

L’observation microscopique des champignons consiste a étudier la morphologie
d’une colonie au niveau de laquelle les asques, zygospores, sclérotes, conidies,
chlamydospores et basides sont identifiés. Les spores ainsi que leur disposition (solitaire,

chaine, bouquet) sont observées. Une identification a était faite jusqu’au genre.

6. Analyse statistique

La fréquence de colonisation FC(%o) est calculée selon la formule suivante :
FC(%)= (Nombre de fragments colonisés / Nombre total de fragments) x100.

Les analyses de variances (Anova) sont faites grace au logiciel Stat Box 6.40, pour
mettre en évidence les différences entre les sujets échantillonnées.
Nous avons calculé I’abondance (%) comme suit :
Nombre d’isolats fongiques (du genre) prélevés x le nombre de boites fructifiées /

Le nombre total de boites ensemencées

Ou : Nombre de bhoites fructifiées : 100 Nombre de boites ensemencées : 100

Concernant les fréquences des genres dénombrés au niveau des feuilles des différents
sujets de I’oléastre, des diagrammes sont établis. Une analyse en Composantes Principales

&
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(A.C.P) est réalisée, en vue de mettre en évidence la distribution spatiale des différents genres

de mycoendophytes en fonction des sujets échantillonnés, grace au logiciel Stat Box 6.40.
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1. Fréquences de colonisation
1.1. Résultats

Aprés la durée d’incubation requise (2 mois), les résultats que nous avons obtenu dans
cette étude, nous révélent que la majorité des fragments de feuilles d’oléastre incubés pendant
deux mois sont colonisés a 100% par des mycoendophytes, mise a part les sujets 7, 9 et 10 qui
présentent une fréquence de colonisation de 92%. Pour la totalité des sujets nous avons

obtenu une moyenne de 97,60% (Tableau n° 3).

Tableau 3 : fréquences de colonisation (FC%) par les champignons endophytes isolés a partir

des feuilles d’oléastre, aprés 2 mois d’incubation.

Sujets FC (%)

1 100

100

100

100

100

100

92

100

© (00 N oo o |Bd W N

92
92

[EEN
o

Moyenne 97,60+1,15ns

ns : la différence de fréquence de colonisation n’est pas significative.

L’anova nous montre que la différence de colonisation entre les arbres échantillonnés

est non significative (p=0.39).

&
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1.2. Discussion

La recherche sur les champignons endophytes des arbres a montré que pratiquement
toutes les feuilles et les tiges d’un arbre sont infectées par des champignons endophytes
(Suryanarayanan et Thennarasan, 2004). Leur action peut se traduire chez les arbres par une
amélioration de la protection contre les maladies et les insectes défoliateurs (Bérube, 2007),
ainsi que la promotion de la croissance et de la résistance de leur héte (Lakshman et
Kurandawad, 2013), améliorer leur photosynthése par 1’augmentation de la chlorophylle
totale et la teneur en sucres, ce qui entraine une augmentation du rendement de la
photosynthése des plantes, par rapport aux autres dépourvues d’endophytes (Obledo et al.,
2003).

Beaucoup de champignons endophytes se développent dans les tissus des végétaux au
printemps, ce qui explique le taux élevé de colonisation par les mycoendophytes des feuilles
d’oléastre que nous avons échantillonnés a cette période de I’année. D’aprés EI-Nagerabi et
al. (2013), les précipitations plus importantes au printemps pourraient favoriser et augmenter
la dispersion des spores fongiques, ce qui joue un rdle important pour 1’infection des plantes
par les champignons endophytes. Almut Reihes (2011) suppose qu’il pourrait y avoir une
corrélation entre I’humidité et I’infection des feuilles d’arbre par des endophytes. Ceci a été
déja observé chez le chéne, ou I’eau libre et ’humidité élevées favorisent I’activité et la
colonisation fongique de 1’h6te (Morrica et Raggazzi, 2008). Les températures modeérées du
printemps sont I'un des facteurs permettant une plus grande viabilit¢é des propagules
fongiques et donc leur succés dans la colonisation des tissus de la plante (Collado et al.,
1999).

Les feuilles sont spécialement riches en mycoendophytes (Arnold et al., 2000 in
Gamboa et Bayman, 2001). Ces derniers peuvent conquérir la surface foliaire individellement,
mais souvent en communauté (Bernstein et Carrol, 1977 in Whipps et al., 2008). Pour de
nombreux d’entre eux, une partie de leur cycle de vie au sein des tissus foliaires commence
dans le cadre d’un assemblage taxonomique diversifié de spores, qui se posent sur la surface
des feuilles (Carrol,1988 in Herre et al., 2007).

Les différences de structures et la composition nutritionnelle des tissus de la plante
provoquent une différence de fréquence de colonisation par les champignons endophytes
(Rodriguez et al., 2009 ; Sun et al.,2011 ; EI-Nagerabi et al., 2013). Ces derniers bénéficient

de leur localisation au niveau des espaces intracellulaires, qui sont dotés de nutriments
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organiques et inorganiques capables de supporter une grande concentration
mycoendophytique et une faible concurrence avec d’autres microorganismes (Kuldan et
Bacon, 2008 ; Garcia et al., 2012). Cela explique probablement la différence de la fréquence
de colonisation moyenne pour la totalité des sujets chez les feuilles qui est de 97,60% et

celle obtenu par Haddar (2017) pour les racines des méme sujets avec 99,33%.

D’une manicre générale, il existe une différence entre les plantes hotes en terme
decolonisation par les champignons endophytes, qui pourrait étre du aux facteurs régnant
dans le micro-habitat, les conditions environnementales, les stress biotique et abiotique, la
sénécence de la plante hote, la virulence des endophytes et la réponse de la plante hote
(Schults et Boyle, 2005).

2. Diversité et abondance des mycoendophytes recensés
2.1. Résultats

L’identification des différentes especes fongiques isolées est basée sur 1’étude d’un
ensemble de caractéres morphologiques (morphologic des conidies et des conidiophores,
insertion des conidies sur le conidiophore, chlamydospores, etc...) et culturaux (forme,
couleur des colonies, aspect du mycelium aérien, revers de la culture, sclérotes, etc...). Pour
cela, de nombreuses clefs de détermination sont consultée : Kiffer et al (1997) et Chabasse et
al, (2007). Les données obtenues montrent que certains mycotaxons sont particuliérement
abondants par rapport a d’autres. Les genres de mycoendophytes recensés au niveau des
feuilles d’oléastre sont classés dans le tableau 4.

Tableau 4 : classification des genres de mycoendophytes recensés au niveau des feuilles
d’oléastre.

Genre de champignons Phylum Ordre Famille
Ascochyta Ascomycota Pleosporales Didymellaceae
Alternaria Ascomycota Plesosporales Plesosporaceae
Aspergillus Ascomycota Eurotiales Trihocomaceae
Aureobasidium Ascomycota Dothideales Dothioraceae
Chaetomium Ascomycota Sordariales Chaetomiacae
Cladosporium Ascomycota Capnodiales Davidiellacae
Fusarium Ascomycota Hypocreales Nectriaceae
Phoma Ascomycota Sphaeropsidales Sphaeropsidaceae
Rhizoctonia Basidiomycota Cantharellales Ceratobasidiaceae
Trycophyton Ascomycota Onygenales Arthrodermataceae
Curvularia Ascomycota Moniliales Dematiaceae

SNI / / /
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Figure 10 : Cladosporium isolés a partir des feuilles d’oléastre -a Cladosporium (X100). —b

colonies fongiques Cladosporium dans un milieu PDA.

Figure 11: Alternaria sp isolés a partir des feuilles d’oléastre —a Alternaria spl (X100) ; —b

Alternaria sp2 (X100). —c colonies fongiques d’Alternaria spl dans un milieu PDA.

Figure 12: Rhizoctonia isolés a partir des feuilles d’oléastre -a hyphes de Rhizoctonia

(X100). —b colonies fongiques de Rhizoctonia dans un milieu PDA.

Figure 13: Phoma isolés a partir des feuilles d’oléastre —a pycnides de Phoma (X100). —b

colonies fongiques de Phoma dans un milieu PDA.

Figure 14: Chaetomium isolés a partir des feuilles d’oléastre -a Chaetomium (X100). -b

colonies fongiques de Chaetomium dans un milieu PDA.

Figure 15: Aspergillus isolés a partir des feuilles d’oléastre —a d’Aspergillus (X100). -b
colonies fongiques d’Aspergillus dans un milieu PDA.

Figure 16: Fusarium isolés a partir des feuilles d’oléastre -a Fusarium (X100). -c colonies
fongiques de dans un milieu PDA.

Figure 17: Ascochyta isolés a partir des feuilles d’oléastre —a d’Ascochyta (X100). colonies

Figure 18: Trycophyton isolés a partir des feuilles d’oléastre -a Trycophyton (X100). -b
colonies fongiques de Trycophyton dans un milieu PDA.

Figure 19: Curvularia isolés a partir des feuilles d’oléastre -a Curvularia (X100).-b colonies

fongiques de Curvularia dans un milieu PDA.

Figure 20: Aureobasiditim isolés a partir des feuilles d’oléastre -a (X100). -b Aureobasidium
colonies fongiques de dans un m Aureobasidium milieu PDA.
L’abondance des différents isolats fongiques est donnée dans le tableau 5 et la figure 10.

Tableau 5: abondance des genres fongiques isolés a partir des feuilles de 1’oléastre de Tizi-

Rached.
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Genre Abondance (%)
Rhizoctonia 36,89
Cladosporium 14,43
Phoma 11,22
Alternaria spl 10,27
Aureobasidium 4,81
Trycophyton 2,67
Chaetomium 2,14
Alternaria sp2 2,13

Fusarium 1,6

Curvularia 1,06
Aspergillus 1,06
Ascochyta 1,06
SNI1 6,95
SNI2 2,13
SNI3 0,53

SNI : souche non identifie

A partir des données ci-dessus, les pourcentages d’abondance des genres fongiques
colonisateurs des feuilles d’oléastre sont classés du plus abondant au plus parcimonieux
comme suit : Rhizoctonia 36,89%, Cladosporium 14,43%, Phoma 11,22%, Alternaria spl
10,27%, Aureobasidium 4,81%, Tricophyton 2,67%, Chaetomium 2,14%, Alternaria sp2
2,13%, Fusarium 1,6% et enfin 1,06% pour chacun des genres Curvularia, Aspergillus et
Ascochyta. Les isolats non déterminés (SNI) présentent 8,09% de 1’ensemble des isolats
fongiques. Rhizotoria est le plus abondant dans les tissus foliaires de 1’oléastre au niveau de

notre zone d’étude(Figure21).
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Figure21: abondance des genres fongiques des feuilles de 1’oléastre deTizi-Rached.
2.2. Discussion

La comparaison de la diversité et de 1’abondance de chaque genre fongique au niveau

des tissus foliaires et racinaires (Haddar, 2017) de I’oléastre est donnée dans le tableau 6.

Tableau 6: comparaison de 1’abondance des genres fongiques isolés a partir des feuilles et

ceux des racines (Haddar 2017) de 1’oléastre.
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Feuilles Racines
Genres Abondance (%) Genres Abondance (%)
mycoendophytes mycoendophytes
Rhizoctonia 36,89 Cladosporium 14,28
Cladosporium 14,43 Trycophyton spl 14,28
Phoma 11.22 Trycophyton sp2 13,53
Alternaria spl 10,27 Chrysosporium 9,74
Aureobasidium 4,81 Epicoccum 7,51
Trycophyton 2,67 Rhizoctonia 7,14
Chaetomium 2,14 Trycophyton sp 3 3,75
ALternaria sp2 2,13 Phoma 3,75
Fusarium 1,6 Aureobasidium 3,01
Curvularia 1,06 Phialophora 3

Aspergillus 1,06 Phialocephala 2,25
Ascochyta 1,06 Penicillium 2,24

SNI1 6,95 Chaetomium 1,5
SNI2 2,13 Fusarium 1,87
SNI3 0,53 Alternaria 1,12
Arthrinium 1,12

Acremonium 0,75

Cladophialophora 0,75

Exophiala 0,37

Muscodor 0,37

Scedosporium 0,37

Scytalidium 0,37

Trichoderma 0,37

SNI 3,75

A partir du tableau 6, nous pouvons voir que le nombre de mycoendophytes
déterminés est plus important au niveau des racines, avec 27 genres fongiques contre 12 au
niveau des feuilles. Les isolats non identifies sont rencontrés beaucoup plus au niveau

feuilles, avec une valeur de 8,09%, contre seulement 3,75% au niveau des racines.

Nous avons aussi remarqué que certains isolats fongiques recencés par Haddar (2017) au
niveau des tissus racinaires sont completement absents au niveau des feuilles. C’est le cas de
Chrysosporium, Epicoccum, Phialophora, Phialocephala, Penicillium, Chaetomium,

Arthrinium, Cladophialophora, Acremonium, Scedosporium, Exophiala, Muscodor, Xylaria,
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Scytalidium et Trichoderma. En contre partie, quelques genres fongiques sont présents au
niveau des tissus foliaires et completement absents au niveau des racines comme Curvularia

et Ascochyta.

Cladosporium est le plus abondant au niveau des tissus foliaires et radiculaire de 1’oléastre

avec une forte abondance au niveau des feuilles (14,43 % contre 14,28%)

Rhizoctorium, Phoma, Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium, Fusarium et SNI sont plus

abondants aux niveau des feuilles par rapport aux racines.

2.3. Abondance et diversité des mycoendophytes par sujet
2.3.1 Résultats

L’abondance des mycoendophytes isolés pour chaque sujet étudi¢ au niveau de

notre station varie selon le sujet considére.

A partir du tableau 7, nous pouvons voir que le sujet n° 1 compte 4 genres fongiques

en plus des SNI.
Rhizoctonia est le genre dominant, suivi de Cladosporium et Alternaria spl.

Tableau 7 : genres de champignons endophytes foliaires pour le sujet 1

Sujet Genre Nombre abondance (%)
Rhizoctonia 8 38,09
Cladosporium 3 28,57
1 Alternaria spl 3 14,28
Phoma 1 4,76
SNI 3 14,28

Les données du tableau 8 indiquent que le sujet 2 comporte 4 genres fongiques, en

plus des SIN, avec une dominance de Cladosporium, suivi par Phoma et Rhizoctonia.

Tableau 8 : genres de champignons endophytes foliaires pour le sujet 2.

.
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Sujet Genre Nombre Abondance (%)
Cladosporium 9 34,61
Phoma 5 19,23
2 Rhizoctonia 4 15,38
Alternaria spl 3 11,53
Alternaria sp2 2 7,69
SNI2 3 11,53

Le sujet 3 est représenté par le tableau 9 qui comporte 4 genres, en plus des SNI. 1l est

caractérisé par la dominance du genre Rhizoctonia, suivi de Phoma puis Cladosporium.

Tableau 9: les genres de champignons endophytes pour le sujet 3.

Sujet Genre Nombre Abondance (%0)
Rhizoctonia 6 35,29
Phoma 4 23,52
3 Cladosporium 3 17,64
Curvularia 2 11,76
SNI1 2 11,76
SNI2 2 11,76

Le sujet 4 regroupe 5 genres en plus des SNI. Rhizoctonia est le genre dominant suivi
d’Alternaria, Cladosporium et Phoma. Nous retrouvons 2 morphotypes d’Alternaria dont
splet le plus abondant (tableau 10).

Tableau 10 : genres de champignons endophytes foliaires pour le sujet 4.
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Sujet Genre Nombre Abondance (%)
Rhizoctonia 7 36,84
Alternaria spl 3 15,78
4 Cladosporium 3 15,78
Phoma 3 15,78
Alternaria sp2 2 10,52
Chaetomium 1 5,26

Le sujet 5 abrite 8 genres de mycoendophytes (Tableau 11). Le genre dominant est

Rhizoctonia suivi par Trycophyton.

Tableau 11 : genres de champignons endophytes pour le sujet 5.

Sujet Genre Nombre Abondance (%)
Rhizoctonia 8 38,09
Trycophyton 3 14,28
Aspergillus 2 9,52
5 Aureobasidium 2 9,52
Fusarium 2 9,52
Phoma 2 9,52
Alternaria spl 1 4,76
Chaetomium 1 4,76

Le sujet 6 représenté par le tableau 12 ; il regroupe 4 genres en plus des SNI. Notons

la dominance du genre Rhizoctonia, suivi de Cladosporium.

Tableau 12 : genres de champignons endophytes foliaires pour le sujet 6
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Sujet Genre Nombre Abondance (%)
Rhizoctonia 7 43,75
Cladosporium 3 18,75
6 Trycophyton 2 12,5
Chaetomium 1 6,25
SNI1 3 18,75

D’aprés le tableau 13 le sujet 7 abrite 5 genres en plus des SNI . Rhizoctonia est le
genre fongique dominant, suivi d 'Alternaria sp1, Phoma et Aureobasidium.

Tableau 13 : genres de champignons endophytes foliaires pour le sujet 7.

Sujet Genre Nombre Abondance (%)
Rhizoctonia 3 25
Alternaria spl 2 16,66
Auréobasidium 2 16,66
7 Phoma 2 16,66
Cladoporium 1 8,33
SNI1 1 8,33
SNI3 1 8,33

Le tableau 14 montre que le sujet 8 comporte 6 genres fongiques, en plus des SNI.

Rhizoctonia est le genre le plus dominant, suivi de Cladosporium.

Tableau 14 : genres de champignons endophytes foliaires pour le sujet 8.
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Sujet Genre Nombre Abondance (%)
Rhizoctonia 5 29,41
Cladosporium 4 23,52
Aureobasidium 2 11,76
8 Alternaria spl 2 11,76
Phoma 1 5,88
Aspergilus 1 5,88
SNI1 2 11,76

Le sujet 9 regroupe 7 genres fongiques, en plus des SNI. Rhizoctonia et le genre le
plus dominant, suivi de Cladosporium et Ascochyta (Tableau 15).

Tableau 15 : genres de champignons endophytes foliaires pour le sujet 9

Sujet Genre Nombre Abondance (%)
Rhizoctonia 10 52,63
Cladosporium 2 10,42
Ascochyta 2 10,52
9 Aureobasidium 1 5,26
Phoma 1 5,26
Alternaria spl 1 5,26
Chaetomium 1 5,26
SNI1 1 5,26

Le sujet n°10 regroupe 5 genres, en plus des SNI avec une dominance de Rhizoctonia

suivi d ’Alternaria splet Phoma.

Tableau 16 : genres de champignons endophytes foliaires pour le sujet 10.
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Sujet Genre Nombre Abondance (%)
Rhizoctonia 6 31,57
Alternaria spl 4 21,05
10 Phoma 4 21,05
Aureobasidium 2 10,52
Cladosporium 1 5,26
SNI1 2 10,52

En récapitulatif des tableaux ci-dessus, nous pouvons dire que le nombre de
champignons endophytes des feuilles de 1’oléastre est respectivement élevé pour le sujet 5
avec 8 genres et le sujet 9 avec 7 genres, puis les sujets 4 et 8 avec 6 genres suivis par les
sujets 2, 7, 10 avec 5 genres pour chacun d’entre eux et enfin 4 genres pour les sujets 1, 3.

Certains taxons fongiques ne sont pas rencontrés dans les tissus foliaires de tous les
sujets échantillonnés. C’est le cas de Curvularia qui est recensé seulement pour le sujet 3,
Fusarium est recensé uniquement pour le sujets 5 et 8, Aschochyta n’est observé que chez le
sujet 9, Aureobasidium est recensé pour les sujets 7, 8, 9 et 10, Trycophyton observé chez les
sujets 5 et 6, Alternaria est prélevé chez touS les individus sauf, les sujets 3 et 6. Les isolats

fongiques cités ne montrent pas une grande abondance, ni une diversité importante.

Pour les sujets 1, 6, 8, 9, c’est Rhizoctonia qui domine suivi de Cladosporium. Pour le sujet
2, c’est Cladosporium qui domine suivi de Phoma. Rhizoctonia est dominant pour le sujet 3
suivi de phoma. Au niveau des tissus foliaires du sujet 5, Rhizoctonia est le plus dominant

suivit de Tricophyton. Rhizoctonia est le plus fréquent pour les sujets 4, 7, 9 et 10.
2.3.2 Discussion

Nous avons constaté qu’il y a une diversité en champignons endophytes au niveau des

feuilles d’oléastre échantillonnées. Ce qui nous mene a dire que nos résultats vont dans le

.
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méme sens que ceux de Kumar et Hyde (2004), Lakshman et Kurandawad (2013) et Zareb
(2014). Les resultats de leurs travaux indiquent que 1’un des traits les plus caractéristiques des

champignons endophytes est leur diversité exceptionnelle.

Différents facteurs environnementaux contribuent a une différence dans la
composition en endophytes des feuilles. Chaque arbre posséde un génotype qui lui semble
spécifique, ce qui permet d’expliquer la diversité en mycoendophytes entre les différents
sujets. Cela a été montré par Porras-Alfaro et Baynan (2012). Selon les travaux de Gonzalez
et Tello (2011), la composition de la communauté endophyte peut étre influencée par la

veégeétation associée.

La richesse en endophytes augmente au cours du développement de la feuille (Arnold,
2005 ; Arnold et al., 2003 ; Sanchez-Azoreira et al., 2012). Ceci est probablement due aux
changements dans les propriétés structurales (cire, fibres, espace d’air et de biomasse)
(Epinosa Garcia et Laugenheim, 1990 ; Sanchez-Azoreira et al., 2012) et des propriétés
chimiques (nutriments, composes secondaires), qui évoluent avec le cycle de vie des feuilles
(Arnold, 2005 ; Epinosa Gracia et Langenheim, 1990 ; Sanchez-Azofeira et al., 2012).

Pour essayer de comprendre les différentes interactions qui existent entre les genres de
mycoendophytes recensés au niveau des feuilles d’oléastre, nous avons fait une matrice de
corrélation (Tableau 17). Cette derniére donne des coefficients de corrélation entre les genres
de champignons endophytes pris deux a deux. Parmi les corrélations significatives certains
sont positives (ce qui signifie que les variables varient dans le méme sens). D’autres sont

négatives (ce qui signifie que les variables varient dans des sens opposés).
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Tableau 17 : matrice des corrélations de Pearson.

Alternaria sp1 Alternariz 5p2 Cladosporium Rhizoctonia  Phome  Chastomium Curvulariz  Trycophyton dureobasidium Fussrium  Aspergillis Ascochyts SN
Alternaria sp! 1
Alternariz sp2 028 1
Cladosparium 0 0% 1
Rhizoctonia L4 438 138 1
Phoma 033 033 408 48 1
Chagtomium 14 016 3 o 1
Curvuleris 14 {16 004 002 04 07 1
Trycaphyton 458 1 437 02 4% 62 A1 1
Aureobasidium 041 L4 48 42 0w 7 3 02 1
Fusarium 15 {16 45 02 12 03 N 0n 023 1
Aspergillus 4,18 14 43 i 0% IREI A | 035 04 083 1
Ascochyts 14 {16 4,18 062 00 03 1 Q17 A | A 1
SN 1.5 4 0% 02 013 050 0.5 17 1 05 4 027 1

Des corrélations positives sont notées comme celles entre :
(0,83) Aspergillus et Fusarium

(0,72) Fusarium et Trycophyton

(0,70) Rhizoctonia et Chaetomium

Des corrélations négatives sont notées comme celles entre :
(-0,58) Aureobasidium et Cladosporium / Rhizoctonia et Phoma
(-0,55) Alternaria et Trycophyton

(-0,53) Fusarium et Cladosporium

(-0,52) Phoma et Chaetomium

La matrice de corrélation a montré les différentes interactions qui existent entre les
différents mycotaxons recensés. Certains genres montrent des interactions synergiques
représentées par de fortes correlations positives peuvent étre expliquées par une interaction de
type compétitif, ce qui confirme le résultat de Vivas et al. (1997). D’autres manifestent des

interactions antagonistes indiquées par des corrélations négatives.

Nous avons réalisé une Analyse en Composantes Principes (A.C.P), afin de nous
donner des indications sur la nature, la force et la pertinence des liens entre les différents

sujets et entre les genres de mycoendophytes. Son objectif est donc de faciliter 1’interprétation

)
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de ces synergies et d’identifier les tendances dominantes de 1’ensemble des données (Figure
23).

Variables et Individus (axes F1 et F2 : 52 %)
Groupe A
Groupe B
2 .
1,5 -
s7 s;
%
1 S10 AT
' Aureobasidium
A Alternaria sp1®| | 4
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5’5 Phoma I Fusarium
N
< ®s2 _
[y 0 | ‘ ‘ Alternaria3g] ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
m I T T T y T | 1 T T 1
S4 Trycophyton
% 2 ycophy
' Cladosporigh Chaetomium
- SNI
0.5 eCurvulgria\ . 1N, Rhizoctonia
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S3
N ® s9
-1,5 -+
® S6
) €
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Figure 22: ACP representant les genres de champignons endophytes et des sujets
échantillionnes.

Le plan 1-2 de I’Analyse en Composantes Principales I’ACP explique 52% du
phénomene, avec pour 1’axe 1, 32% et pour I’axe 2, 20% de I’inertie totale. Selon I’axe 1,
deux groupes s’individualisent :

Le groupe A inclut les individus 5, 6 et 9. Ce groupe se caractérise par la présence et
la dominance du genre Rhizoctonia. Les sujets qui forment ce groupe comportent aussi

d’autres mycoendophytes qui présentent des corrélations positives significatives telles que

o
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Fuzarium et Aspergillus (0.83), Fusarium et Trichophyton (0.72), Chaetomium et Rhizoctonia
(0.70).

Le groupe B comporte les autres champignons recensés dans cette étude. 1l englobe les
sujets 1, 2, 3, 4, 7, 8 et 10, ou Cladosporium domine dans la majorité des sujets par rapport

aux autres genres dans ce groupe.

La répartition des sujets en deux groupes pourrait étre expliqué par la distribution des
mycoendophytes au sein des tissus foliaires et les interactions enre eux qui dépendent de
I’habitat de la plante hoéte. Selon Arnold (2007), des interactions se créent entre les
mycoendophytes d’une part et entre les mycoendophytes et la plante héte d’une autre part. Le
type d’interactions regroupant les mycoendophytes aux plantes hotes par les génes des deux

partenaires est modelée par 1I’environnement (Moricca et Ragazzi, 2008).

Les mycoendophytes forment un hotspot et peuvent jouer un rdle important par
rapport a la croissance de la plante hote et leur capacité de la protéger et d’augmenter sa
résistance contre les stress biotiques et abiotiques. En effet, ces interactions révelent un
impact profond sur le fonctionnement général des écosystemes (Eisenhauer, 2012), a travers
le fonctionnement des communautés végétales. Ils servent aussi come médiateurs dans les

interactions écologiques (Ganley et al., 2004).

La richesse en champignons endophytes au niveau de la feuille de I’oléastre est
variable d’un sujet a un autre, ce qui peut s’expliquer par la variation des facteurs
environnementaux externes et les variations biologiques entre les sujets, ainsi que la situation
des sujets a l’intérieur de la station qui augmente la chance de libre déplacement des
propagules entres sujets. Porras-Alfaro et Bayman (2011) affirment que la composition du
microbium peut dépendre de multiples facteurs, incluant la plante héte, la densité de la
végétation, la disponibilité en nutriments et les interactions avec le microbium externe, tel que

les champignons du sol.

Nous avons comparé les genres retrouvés au niveau des tissus des deux organes feuilles et

racines (Haddar, 2017), par rapport a leur abondance par sujet (Tableau 18).
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Tableaul8 : abondance des mycoendophytes présent au niveau des feuilles et des racines de
I’oléastre de Tizi-Rached.

Genres de Organe] S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 | S10
mycoendophytes | végetal
Rhizoctonia F 36,09 | 15,38 | 35,29 | 36,84 | 38,00 | 43,75 | 25 | 29,41 | 52,63 | 31,57
R 7,69 - - - 1153 5 10 |1111]1213] 107
Cladosporium F 28,57 | 34,61 | 17,64 | 15,78 - 18,75 | 8,33 | 2352 | 10,°¢ | 5,26
R 30,7 | 21,73 | 28557 | 6,25 | 3,84 15 10 |1111] 1213 107
Phoma F 476 | 19,23 | 2352 | 15,78 | 9,52 - 16,66 | 588 | 526 | 21,05
R - - - 3,12 - - 10 37 | 6,05 | 10,71
Alternaria F 14,28 | 19,22 - 26,3 | 4,76 - 16,66 | 11,76 | 5,26 | 21,05
R 3,84 - - - 3,84 - 3,33 - - -
Aureobasidium F - - - - 9,52 - 16,66 | 11,76 | 5,26 | 10,52
R - 4,34 - 6,25 - - 6,66 | 7.4 - 3,57
Trycophyton F - - - - 14,28 - - - -
R 34,59 - 23,80 | 43,74 | 2307 | 35 | 3332]3332]| 27,27 | 28,56
Chaetomium F - - - 526 | 476 | 6,25 - - 5,26 -
R 7,69 - - - 3,84 5 - - - -
Fusarium F - - - - 9,52 - - - - -
R - - - 6,25 | 7,69 - - - - -
Curvularia F - - 11,76 - - - - - _ _
R - - - - - - - -
Aspergillus F - - - - 9,52 - - 5,88 - -
R - 4,34 | 9,52 - - - - 3,7 - -
Ascochyta F - - - - - - - - 10,52 -
R - - - - - - - - - -
SNI = 14,28 | 11,53 | 23,52 - 18,75 | 16,66 | 11,76 | 5,26 | 10,52
R - 9,52 - - - 5 - 74 | 6,06 | 7,14
F : feuilles R : racines

D’aprés le tableau 18, nous remarquons que Cladosporium est présent au niveau de
tous les sujets de 1’oléastre de la région de Tizi-Rached. Il est absent uniquement dans les
tissus foliaires du sujet 5. Rhizoctonia est identifié dans tous les fragments foliaires de tous
les sujets avec une forte abondance pour le sujet 5, il est absent uniquement dans les tissus
racinaires des sujets 2, 3 et 4. Phoma est recensé dans tous les fragments foliaires, sauf pour
le sujet 6, contrairement aux racines ou il est prélevé des sujets 4, 7, 8, 9 et 10. Alternaria est
isolé dans tous les tissus foliaires, sauf pour les sujets 3 et 6. Par contre, il est présent juste
dans les sujets 1, 5 et 7 dans les tissus racinaires de 1’oléastre. Aureobasidium est isolé a partir

des sujets 5, 7, 8, 9 et 10 pour les fragments foliaires. Pour les fragments racinaires il s’agit

F
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des sujets 2, 4, 7, 8 et 10. Tricophyton est présent dans tous les tissus racinaires de tous les
sujets sauf pour le sujet 2, il est présent uniquement chez le sujet 5. Chaetomium est prélevé
des feuilles des sujets 4, 5, 6 et 9, pour les racines ¢’est au niveau des sujets 1, 5 et 6 qu’on le
retrouve. Fusarium est isolé uniqguement des tissus racinaires pour le sujet 4 et des deux tissus
racinaire et foliaire pour le sujet 5. Curvularia est identifié seulement dans les fragments
foliaires du sujet 3. Aspergillus est recensé au niveau des feuilles pour les sujets 5, 8 et au
niveau des racines pour les sujets 2, 3 et 8. Ascochyta est présent uniquement des les tissus

foliaires du sujet 9.

Nous avons effectué une comparaison des corrélations des différents taxons fongiques
entre les feuilles et les racines de 1’oléastre de notre site d’étude. Une matrice de corrélation
est réalisée pour identifier et décrire les différences dans la nature de ces interactions
(Tableaul9).

Tableau 19: Matrice des corrélations comparatives entre les genres de mycoendophytes des

tissues foliaires et radiculaires de ’oléaste de Tizi-Rached.

Altern Clades, RhizoctPhoma Curvul  Trycop Fusor  Ascoc  SNI Acrem  Arthri | Chryse Clodophial Epicoc Exoph Musco Penicil Phigloph Stedosp Scopula Scytalid Phigloce Trichod Xylaria
Alesarz 1
Ot 082
Fhiboets 042 0 1
Fhoms 058 08 0% 1
Chaetom 003 003 032 03
Clrwr 08 005 021 048 1
Toecrdw 01 OM 08 061 0F
Awegtas 03 044 06 03 08 02
Furaivm 003 -058 01 Af O 02 1
Acrergi 005 008 006 02 O 0 02
Accochyt 003 085 046 -00G 008 028 0 1
Rt 00z 045 042 053 -06 043 007 |
Aoemon 032 0% 03 0M 008 02 0y 008 002 1
At 007 023 af2 0M 0,08 0 s 00F 02 003 1
Chprcsp -05 004 -0.13 -0.54 RGN N 0 0% 04 059 026 1
Cladpds 026 04 032 00 O 04 048 O 03 0 06 0,03 1

Lhieeess 05 000 -053 04 U4 053 1 O 04 02 0N 0,35 0 1
Lhopfiale 00T 08 af DM 0,05 0 0% 00502 003 1 0,26 06 -0 1
Mhesens 008 002 0H 0N 0,05 oy 0f 00s -0t 00F -0 0,33 A1 022 00 1

Feniilir 03 000 -08 04 12 oy 005 O 04 oM 04 02 047 -0f2 2 1
Fhiabek 02 03 08 0K 0,03 oy 05 008 03 0% 085 on 03 006 085 003 -0 1

Seeghepe 038 O 026 OM 0,05 o 0f 00s 02 00F -0 4102 40 0713 008 006 03 003 1

Seopwd 033 003 -045 0 O or om0 03 03 0 on 0oE 086 00 0f 043 0 056 1

Sepalbe 0%8 0N 005 009 0,05 or of 008 0 00y -0 QA 055 00 005 008 02 035 0,05 0ft 1

Fhigbesr 053 029 055 008 O or o o0s 0 02 03 -0 0,03 043 03 0 -l 01 024 O 05 053 1

Tochokr 08 00 0f3 00d 0,05 or of 008 0 00y -0 QA 055 00 005 008 02 035 0,05 0ft 1 053 1
Adanz 08 002 0M 0M 0,05 0y 04 008 -0t 00% 008 0,33 A1 022 008 1 -0 00 0,05 0f 005 Ui 008 1

A partir du tableau 19, nous pouvons voir que les plus fortes correlations sont au

niveau des tissus racinaires de 1’oléastre, entre Exophila et Arthinium (1), Muscodor et Xylaria

.
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(1), Trichoderma et Scytalidium (1), suivies de I’association entre Cladophialophora et
Phialophora (0,94).

De fortes corrélation négatives sont ressorties telles : Alternaria et Trycophyton (-0,70),
Alternaria et Chrysosporium (-0,51), Cladosporium et Fusarium (-0,59), Rhizoctonia et
Trycophiton (-0,80), Rhizoctonia et Chrysosporium (-0,73), Trycophyton et Phoma (-0,61),
Epicoccum et Rhizoctonia (-0,59), Penicillium et Rhizoctonia (-0,59). Ceci s’expliquerait par
I’absence de Chrysosporium, Epicoccum et Pénicillium au niveau des tissus foliaires de 1’olésatre.

Cela est probablement dut a 1’effet antagoniste que posséda Alternaria et Rhizoctonia, sur ces
champignons.

Une ACP est faite pour interpréter les associations entre les mycoendophytes des
tissus foliaires et radiculaire des sujets échantillonnés a Tizi-Rached (Figure 24).

Variables et Individus (ax@s F1 et F2 : 39%%%
4
5R
Groupe B Groupe A
3
2
® SI10R
N
! E hPr;lanphora
< xophial
> Rhizoctonia @ S5 Ciadophialgmtatsium
2 p) Alternaria oo - 27 Scytalidisfichoderma
% S4FPh ] Ascoyt Chaetomj L’ﬁﬁ'
| .} T S— \ —_— Ph alocephnala |
00 S8F . S hyton
> [ Curvulari ChrysospBWL%p y
3 S3F SIF SGFSN' .
; S2F Aspergilig. orio §7F§°°pU|WQE§dor
1 Cladospgrium’\  Xylarigy Penicifiti UBBR
OS8R
Seedosporiun® S3R S9R
2 - S2R
-3 =
2 -1,5 -1 -0,5 -- ax@F1 (22 %) 06:5 1 15 2

Figure 23: ACP représentant les genres mycoendophytes recenses au niveau des feuilles et
des racines de différents sujets étudiés.
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A partir de la Figure 9 on observe que le plan 1-2 de I’analyse en composantes
principales (A.C.P ) explique 39% du phénomene avec pour 1’axe 1:22% et pour 'axe 2 :

16% de I’inertie totale.

Selon I’axe 1, nous notons 1’individualisation de deux groupes. Le premier comporte
tous les genres mycoendophytes recensé au niveau des tissus foliaires des sujets de 1’oléastre
de Tizi-Rached. Le second englobe les mycoendophytes présents dans la partie racinaire des
sujets étudiés.

Le premier groupe A comprend les mycoendophytes recensés uniquement au niveau
des tissus racinaires Acremonium, Arthrinium, Chrysosporium, Cladophialophora,
Epicoccum, Exophiala, Muscodor, Penicillium, Phialoccephala, Phialophora, Scedosporium,
Scopulariopsis, Scytalidium, Trichoderma, Trycophyton spl, Trycophyton sp2, Trycophyton
sp3 et Xylaria, et qui sont totalement absents dans les feuilles, plus sont fortement présents au

niveau des tissus foliaires tels Aspergillus, Fusarium, Chaetomium et racinaires.

Le deuxiéme B comporte les mycoendophytes isolés au niveau des feuilles,

Rhizoctonia, Phoma, Cladosporium, Aureobasidium, Alternaria, Ascochyta et Curvularia.

La comparaison de nos résultats par rapport a ceux de Haddar (2017) montre qu’il y a
une différence concernant le cortege fongique aux niveau de la partie foliaire et radiculaire
pour chacun des sujets étudiés. Nous avons remarqués aussi qu’il y a une différence dans la

dominance des genres mycoendophytes entre les deux parties.

D’apréts Schulz et Boyle (2005), la croissance des endophytes dans les racines est

souvent plus marquante, contrairement aux especes liées aux autres parties de la plante.

La diversité, les fréequences de colonisation et la densité de la communauté
mycoendophyte au niveau des racines varient selon les conditions climatiques et édaphiques,
ainsi que I’hétérogénéité de 1’habitat. Les changements observés dans la dynamique des
populations endophytes limitées a cette partie souterraine de la plante sont déterminés par les

variations saisonniéres subies par la partie aérienne (Sieber, 2002).

Les différences qui marquent I’aspect de la colonisation des tissus entre la partie
aérienne et souterraine de la plante-héte, sont des résultantes de 1’action combinée de
plusieurs facteurs, entre autres : les différences anatomiques et la qualité des flux

bidirectionnels des nutriments entre les deux partenaires, mais aussi aux propriétés des




Chapitre 4 Résultats et discussion

mycoendophytes qui déterminent leur capacité a créer un microbiome (Wipps et al., 2008).




Conclusion générale

La présente étude a pour objectif une approche des mycoendophytes foliaires de
I’oléastre dans la région de Tizi-Rached, wilaya de Tizi Ouzou. L’échantillonnage a concernée
dix arbres d’age moyen. Dix feuilles saines de chaque arbre ont été prélevées et conservées au
frais, avant la mise en culture des fragments sur milieu PDA, suivi d’un repiquage entre lame
et lamelle et une identification morphologique (macroscopique et microscopique) des genres

de mycoendophytes trouvés.

Nos résultats nous ont permis en premier lieu d’estimer la fréquence de colonisation
(FC%) par les champigons endophytes. La lecture de ces résultats montre que cette espéce est
fortement colonisé par les mycoendophytes avec une moyenne de 97,60%. Ceci peut
s’expliquer par I’influence de certains facteurs importants : leur état sanitaire et la période
d’échantillonnage. En effet, le printemps est la saison idéale pour I’installation et le
développement de ces symbioses qui coincident parfaitement avec le réveil végétatif des
plantes hotes. Une différence non significative des fréquences de colonisation a été déterminé

entre les feuilles des différents sujets.

Nos observations sous microscope optique nous ont permis d’identifier 11 genres de
mycoendophytes existant au niveau des feuilles de 1’oléastre. Les genres recenses sont en

majorité cosmopolites.

Le genre le plus abondant est Rhizoctonia suivi de Cladosporium puis Phoma et
Alternaria qui était moyennement abondant apres vient Aureobasidium, Trycophyton,

Chaetomium, Fusarium, Curvularia, Aspergillus, Ascochyta .

La richesse en mycoendophytes et leur divérsité remarquable chez les oléastres de la
station de Tizi-Rached indique un certain équilibre écologique et un bon fonctionnement de

I’écosystéme a ce niveau.

Vu I’importance écologique et agronomique de 1’oléastre, essentiellement dans le but
d’intensifier et d’améliorer 1’olivier cultivé qui a une valeur économique importante, nous

avons jugé utile de recommander quelque perspectives :

o effectuer des études plus approfondies sur le méme site en prenant en
considération 1’allure chronologique et histologique de [D’infection
mycoendophyte des tissus foliaires (saisonnalité et changement physiologique
périodique de la phyllosphére, 1’a4ge de la feuille...), afin de confirmer les

résultats actuellement obtenu ;




Conclusion générale

e Jutilisation de la biologie moléculaire comme méthode d’identification des
genres et/ou espéces de champignons endophytes ;
e faire des essais d’extraction de produits bioactifs de ces mycoendophytes pour

lutter contre les pathogenes et les ravageurs de I’olivier cultivé.

=
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Résumé

Les champignons vivent en interaction complexe avec les plantes ou les deux partenaires tirent profit,
ces relations sont a 1’origine de la colonisation par les especes végétales d’un écosystéme donné et de
s’y maintenir. Notre travail a concerné la présence des mycoendophytes, ainsi que leur diversité au
niveau des feuilles de 1’oléastre de Tizi-Rached (wilaya de Tizi-Ouzou, Algérie). Cet arbre est
considéré comme 1’ancétre maternel de 1’olivier cultivé, caractérisé par sa rusticité et sa longévité,
d’ou son utilisation comme porte greffe de plusieurs cultivars. Des fragments de feuilles prélevées a
partir de dix oléastres choisis, sont ensemencées dans un milieu PDA dans des boites de Pétri. Aprés
deux mois d’incubation, la fréquence de colonisation par les champignons endophytes est tres élevée,
elle est de 97.60% pour 1’ensemble des sujets. L.’ Anova a révélé que les différences de colonisation
sont non significatives entre les 10 sujets. L’inventaire en mycoendophytes est réalisé sur la base des
caractéres morphologiques des isolats fongiques. L’observation de ces dernies au microscope a révélé
12 genres. Les genres dominants sont Rhizoctonia et Cladosporium. Les interactions existantes entre
les différents taxons recensés ont un impact trés important sur leur biodiversité au niveau des
feuilles de I’oléastre.

Mots- clés : feuiles, champignons endophytes, Oléastre, Tizi-Ouzou, Algérie.
Astract

Fungi live in a complex interaction with plants where both partners benefit, these relationships are
responsible for colonization by plant species in a given ecosystem and to maintain it. Our work
concerned the presence of mycoendophytes, as well as their diversity at the level of the leaves of the
Tizi-Rached olaester (wilaya of Tizi-Ouzou, Algeria). This tree is considered the maternal ancestor of
the cultivated olive tree, characterized by its hardiness and longevity, hence its use as a rootstock of
several cultivars. Leaf fragments taken from ten selected oleasters are seeded in PDA medium in petri
dishes. After two months of incubation, the frequency of colonization by endophytic fungi is very
high, it is 97.60% for all subjects. Anova revealed that colonization differences were not significant
between the 10 subjects. The inventory of mycoendophytes is made on the basis of the morphological
characters of the fungal isolates. The observation of these last under the microscope revealed 12
genera. The dominant genera are Rhizoctonia and Cladosporium. The existing interactions between
the different taxa identified have a very important impact on their biodiversity at the level of the leaves
oretsael's sevael .

Keywords: leaves, endophytic fungi, Oléastre, Tizi-Ouzou, Algeria.
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