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Introduction generale



Les régions arides et semi arides recelent des ressources biologiques qui méritent une
grande attention. Parmi ces ressources biologiques, le pistachier de I’Atlas (Pistacia atlantica
Desf.), connu sous le nom de « Bétoum », qui constitue I’une des rares especes arborescentes

présentes dans les régions arides et semi arides.

Cet arbre fait partie des essences a protéger et a mieux valoriser (Quézel et al., 1999 ;
Benhassaini, 2004). En effet, cette espéce n’est sans doute pas la plus importante en Afrique du
Nord, mais c’est certainement I’essence noble par excellence, des pays constituant son aire
naturelle : le Maroc et I’Algérie (Bouzenoune, 1984 ; Belhadj, 1999 ; Abousalima et Khalli,
1992). Le simple fait d’avoir associe le mot « Atlas » au nom de I’espece traduit toute son
importance (Fournier, 1977). C’est un arbre "multi usages™. Chaque partie ou production de
I’arbre (bois, feuilles, fruits, huile...) est utilisable (Kaddour-Hocine, 2008). Elle est considérée
comme I’une des rares espéces arborescentes encore présente spontanément dans les régions

semi-arides et arides, voire sahariennes (Smail-Saadoun, 2005).

Le pistachier de I’Atlas est un arbre puissant pouvant atteindre 20 m de hauteur et 1 m de
diametre, avec une cime volumineuse et arrondie par son port et son écorce (Boudy, 1952). Sa
racine peut atteindre 5 a 6 m de profondeur, elle arrive a végéter sous une tranche
pluviométrique tres faible (Ait radi, 1997). D’aprés Limane (2009) et Riedacker et al. (1993),
le jeune pistachier émet un pivot séminal orthogéotrope d’ou émanent beaucoup de
ramifications secondaires. Avec I’age, ce pivot peut se développer et se lignifier, comme il peut
disparaitre et laisser les racines secondaires se developper. Ces feuilles sont composées et
stipulées (Quézel et Santa, 1963). Elles sont caduques en hiver. Elles sont de couleur vert pale
et sont imparipennées, glabres et sessiles (YYaaqobi et al., 2009). Elles sont peu coriaces, a 7-11
folioles, alternes et mesurent rarement plus de 12 cm de longueur totale (Monjauze, 1980).

Le bétoum est dioique (Somon, 1987). La pollinisation est effectuée par le vent
(anémophile) (Benabdallah, 2012). Les fleurs sont petites en panicules axillaires et sont apétales
et rougeétres en grappes terminales pour les méles et axillaires pour les femelles. Les fruits du
pistachier de I’Atlas sont appelés par les populations locales «EI Khodiri», a cause de la
prédominance de la couleur vert fonceé a sa maturité. Ce sont des drupes de la taille d’un pois,
Iégerement ovales quelquefois plutdt allongées, plus rarement, sensiblement trapues ou un peu
aplaties, a épiderme qui se ride en séchant sur un endocarpe induré, mais trés mince abritant
deux cotylédons exalbuminés, riches en huile et comestibles (Monjauze, 1980). La

fructification débute vers la fin du mois de mars. Les fruits prennent au départ une couleur
I —
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jaune, qui change progressivement au rouge puis au bleu. Ils atteignent leur maturité au mois
de septembre tout en ayant une couleur vert foncé (Yaaqobi et al., 2009). Les graines du
pistachier de I’Atlas peuvent étre utilisées pour la production de semis et I’extraction d’huile
(Mehrnejad, 2003, Ghalem et Benali, 2009). L’huile extraite présente des perspectives
intéressantes (Nigon et al., 2000).

Le pistachier de I’ Atlas est connu comme excellent porte greffe pour le pistachier fruitier
(Pistacia vera) (Brichet, 1931). Il constitue une essence de reboisement dans les stations les
plus séveéres pour la lutte contre la désertification (Boudy, 1952). Il joue le rdle de conservation

des sols et il est utilisé aussi pour la fixation des dunes comme brise-vents (Benyahia, 2017).

Les champignons endophytes sont des microorganismes qui colonisent les tissus vivants
des plantes sans causer de symptomes. Ils peuvent envahir tous les organes de la plante
(Benmazari, 2010). Les endophytes pénetrent dans les tissus des végétaux au niveau du systeme

racinaire, cotylédons, tiges, feuilles et fleurs (Li et al., 2012).

Les mycoendophytes peuvent contribuer a la croissance de la plante et a sa défense, mais
aussi étre une source importante de nouveaux composeés bioactifs naturels avec des applications
potentielles dans I’agriculture, la médecine et I’industrie alimentaire. Dans les deux dernieres
décennies, de nombreux composés a activités biologiques a savoir : antimicrobiennes,
anticancéreuses, cytotoxiques et insecticides ont été isolés de ces champignons endophytes
(Schulz et al., 2002 ; Zhao et al., 2010).

Notre objectif de ce travail bibliographique est un essai de synthese des travaux (Zareb,
2014 ; Mechiah, 2015 ; Benfoddil, 2015 et Brahimi-Saidani, 2016) portant sur la mise en
évidence des mycoendophytes dans les racines, feuilles et fruits de Pistacia atlantica Desf. en

Algérie.
Aprés une introduction, ce travail est subdiviseé en quatre chapitres :

. le chapitre 1 concerne les mycoendophytes ;
. le chapitre 2 est réservé a la méthodologie pour la mise en évidence des mycoendophytes;

o le chapitre 3 concerne les mycoendophytes du pistachier de I’ Atlas.

Nous avons terminé le travail pas une conclusion générale et des perspectives.



Chapitre 1
Mycoendophytes



1. Généralités sur les champignons

1.1. Introduction

Anciennement, les champignons étaient considérés comme des végétaux, mais
aujourd’hui ils constituent un regne autonome a part appelé Mycota, qui comprend 60 000 a
100 000 espéces (Reboux et al., 2010). Les champignons ou Mycétes sont des organismes
Eucaryotes uni ou multicellulaires, incluant des espéces macroscopiques (macromycetes) et
d’autres microscopiques (micromycetes), d’aspect filamenteux ou lévuriforme (Chabasse et al.,
2002). 1l s’agit d’organismes hétérotrophes qui vivent au dépend, soit de la matiere organique
morte (saprophytes), soit des métabolites des autres organismes (parasites ou symbiotes)
(Roquebert, 1997). Les Mycetes sont des organismes ubiquitaires qui se trouvent dans tous les
milieux (Nafees, 2009). Ils produisent un grand nombre de spores provenant de plusieurs
modalités de reproduction sexuée ou asexuee, qui représentent le principal critere de leurs
classifications (Tabuc, 2007).

1.2.  Systématique des champignons

La nouvelle classification a considérablement simplifié le regne des Champignons. Il ne
contient désormais que des organismes dépourvus de phase amiboide. Ainsi, le regne des
Champignons est subdivisé en quatre phylums : Chytridiomycota, Glomeromycota,
Zygomycota et Dikarya (Ascomycota et Basidiomycota) (Lutzoni et al., 2004).

1.2.1. Chytridiomycota
Ce phylum comprend approximativement 1000 espéces décrites (James et al., 2006). I
regroupe des champignons primitifs, caractérisés par un thalle unicellulaire ou filamenteux

siphonné et des spores mobiles flagellées (Hibett, 2007).

1.2.2. Glomeromycota

Initialement inclus dans les Zygomycota, ils constituent désormais un phylum a part. Les
especes le composant présentent un mode de vie symbiotique : elles établissent une association
par mycorhize arbusculaire avec I’hote. Ils sont décrits comme exclusivement capables de
reproduction asexuée. Cependant, de récentes études mettent en lumiére de nombreux genes
impliqués dans le mécanisme de la méiose et conservés dans leur génome (Halary et al., 2011).
Composés d’environ 200 especes décrites (Redecker et Raab, 2006), ils représentent une petite
part de la diversité des champignons, mais jouent un réle écologique trés important. L’ordre

1 ——
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des Glomérales par exemple établit une relation symbiotique par endomycorhize avec plus de

90% des especes de plantes terrestres (Helgason et al., 1998).

1.2.3. Zygomycota

Ce phylum regroupe approximativement 1065 especes decrites (Ainsworth et al., 2008)
caractérisees par des thalles filamenteux siphonnés et des spores dépourvues de flagelles
(Hibett, 2007).

1.2.4. Dikarya
Les Dikarya sont constitués des Ascomycota et des Basidiomycota. lls présentent une

phase dicaryotique particulierement longue dans leur cycle de vie. (Lutzoni et al., 2004).

. Ascomycota

Les Ascomycota sont composés d’environ 64 000 especes décrites (Ainsworthet al.,
2008). lls possédent des thalles unicellulaires ou pluricellulaires filamenteux septes. 1ls forment
en cas de reproduction sexuée des cellules différenciées appelées asques, qui, apres caryogamie,

puis méiose, produisent des ascospores (Botton et al., 1990).

) Basidiomycota

Les Basidiomycota sont composés d’environ 31500 especes décrites (Ainsworth et al.,
2008). Ils regroupent des champignons possédant des thalles unicellulaires ou pluricellulaires
filamenteux septés. Ils sont caractérisés par la production de spores sexuées, appeléees
basidiospores, formées par bourgeonnement a I’apex de cellules allongées, les basides
(Chabasse et al., 2002).

2. Mycoendophytes
2.1. Introduction

Le terme « endophyte » englobe tous les organismes, qui pendant une période variable
de leur vie colonisent les tissus internes vivants de leurs hotes (Stone et al., 2000). Les
mycologues ont utilisé le terme « champignons endophytes » pour les champignons qui habitent
des plantes, sans provoquer de symptdmes visibles de maladie. Le terme se réfere uniquement
aux champignons au moment de la détection, sans tenir compte du statut futur de l'interaction

(Schulz et Boyle, 2005).
I —
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L’origine étymologique du mot « endophyte » provient du grec « endo » qui signifie «
dedans » et « phyton » signifie « plante », a I’intérieur de la plante. Le terme endophyte a été
utilisé pour la premiere fois par Debary en 1866, pour décrire les champignons qui colonisent
I'intérieur des tissus des végétaux (Wilson, 1995). Les champignons endophytes présentent une
grande diversité. lls sont hétérotrophes et se nourrissent de I’héte sans, que celui-ci ne présente
des signes de maladie. Ils peuvent croitre dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire
(Arnold, 2007) (Figure 1).

Mycelium
intercellulaire

~
ﬁ:’&l
= R Cellule végétale
- t r

Myceélinm
intarcellulaire

Mycélium inter et
extracellulaire

Figure 1 : modes de croissance des champignons endophytes dans les tissus des plantes hotes
(Kusari et Spiteller, 2012).

Les champignons endophytes sont ubiquistes : ils ont été détectés dans pratiquement
toutes les especes de plantes (Saikkonen et al., 1998), a toutes les latitudes (Arlond, 2007). Une
méme espéce de champignon endophyte est capable de coloniser plusieurs hotes différents
(Sénéquier-Crozet et Canard, 2016).

2.2. Mode de transmission
Deux modes de transmission sont observés chez les champignons endophytes : vertical
et horizontal.

2.2.1. Transmission verticale
Selosse et Schardl (2007) constatent que ce mode de transmission se fait par la croissance
vegeétative des hyphes, qui est complétement interne. Les hyphes du champignon sont transmis

de la plante infectée vers la descendance, via les graines (Saikkonen et al., 2004a) (Figure 2).
. _____________________________________________________________________________________________________________|
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Lors de la phase de
fructification de la
plante, Neolyphodium

Dans les semences
infectées

Au cours de la

croitdans la tige et Neotyphodium se germination

dans I'épi Neotyphodium se

P trouve dans |'embryon développe dans Ia

feuille émergente

Al
Neotyphodium croit avec la
plante et colonise les différents
7 b\ tissus de la plante

Figure 2 : cycle de vie du champignon endophyte Neotyphodium transmis verticalement
(Repussard et al., 2013).

2.2.2. Transmission horizontale

Ce mode de transmission se fait par transfert de spores sexuées (ascospores) ou asexuées
(conidies) des parties aériennes d’une plante a I’autre avec I’aide de différents vecteur comme
I'air, le vent, les insectes, etc ... (Caroll, 1988 ; Sanjana et al., 2012). Ces mycoendophytes non
systémiques sont des « mutualistes induits » (Caroll, 1988). Souvent originaires de spores
isolées, ils vont coloniser des tissus particuliers et un espace limité par contagion (Arnold et
Lutzoni, 2007 ; Saikkonen et al., 2015 ; Dirihan, 2016). Les spores, en germant vont pénétrer a
travers la cuticule, les stomates ou les blessures des tissus et coloniser I’espace intra ou
intercellulaire des tissus de la plante héte. Ce genre d’endophytes sont généralement associés
au plantes ligneuses. La majorité des jeunes feuilles des plantes vasculaires, qui sont
généralement exemptes de mycoendophytes dans les premiers moments de leur vie, vont étre
contaminer par ces derniers, tel qu’il est mentionné au niveau de la figure 2, qui schématise le
mode de transmission horizontale chez des plantes tropicales (Herre et al., 2007 ; Saikkonen,

2007). (Figure 3).
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Figure 3 : cycle de vie des endophytes foliaires chez les plantes tropicales transmis

horizontalement (Herre et al., 2007).

2.3.  Diversité et classification des champignons endophytes

Les champignons endophytes représentent un groupe tres diversifié, dont la majorité
appartiennent a I’embranchement des Ascomycota et certains appartiennent a d’autres taxons
tels que les Deuteromycota, Basidiomycota, Zygomycota et les Oomycota (Zabalgogeazcoa,
2008), avec une estimation de 1,5 millions d’especes (Fernandes et al., 2009), dont nous ne
connaissons qu'environ 7% (Hawksworth, 2004) 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), mais aussi, & partir de plantes poussant dans les foréts aussi
bien tropicales, tempérées que boréales (Stone et al., 2004). Plus de 90% d’especes de

champignons endophytes ne sont pas décrites (Shipunov et al., 2008).

Les champignons endophytes ont souvent été divisés en deux groupes principaux en
fonction des différences de I’évolution de la parenté, la taxonomie, la gamme d'hétes et de la
fonction écologique. Le premier groupe est constitué d'endophytes Clavicipitacées (C-
endophytes) et le deuxiéme celui des endophytes non Clavicipitacées (NC-endophytes)
(Rodriguez et al., 2009) (Tableau 1).



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

Clavicipitacées Non- Clavicipitacées
Critéres Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Gamme d’hétes | Etroit Vaste Vaste Vaste
Tissus colonisé | Tiges, racines et | Tiges, racines et | Tiges Racines
rhizomes rhizomes
Colonisation des | Extensive Extensive Limitée Extensive
plantes
Transmission V/H V/H H H
Bénéfice NAH NAH/AH NAH NAH
physique

*Non adapté a I’habitat (NAH) : des avantages tels que la tolérance a la sécheresse et I’accélération de la croissance sont courants chez les
endophytes, quel que soit leur habitat d’origine.

* Adapté a I’habitat (AH) : les avantages résultent de pressions de sélection spécifiques a I'habitat telles que le pH, la température et la salinité.
*(V) : verticale.

*(H) : horizontale.

En revanche, les classes 3 et 4 comprennent des champignons endophytes tres diversifiés
associés a des feuilles de plantes non vasculaires, des plantes vasculaires sans graines, des
Coniferes, des Angiospermes ligneuses et herbacées, dans les biomes allant des foréts tropicales
a la forét boréale et a I’arctique (Rodriguez et al., 2009 ; Rai et al., 2012).
2.4. Interaction endophyte-hote

Les microorganismes endophytes établissent une relation étroite avec leurs hétes, qui
sont d’avantage protégés contre les différents types de stress biotiques et abiotiques et de ce

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

Les endophytes possedent différents modes de vie, donnant différentes interactions qui
sont variables d’un endophyte a un autre (Zabalgogeazcoa, 2008) et d’un héte a un autre. lls se
présentent comme pathogenes latents, mais ne causent aucun symptome a leurs hétes (Hyde et
Soytong., 2008), comme saprophytes colonisant asymptomatiquement des espaces restreints
tant que leurs hétes se développent et se reproduisent (Rodriguez et al., 2009). La relation peut
aller du mutualiste vers le pathogéne en fonction de I’espece végétale et des conditions de sa
croissance (Jumpponen, 2001). La forme pathogene se manifeste lorsque le champignon
endophyte envahit le cylindre central, bouche ou détruit les tissus conducteurs et provoque le

flétrissement et le rabougrissement de la plante (Barrow, 2003).
|
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2.5. Roles des champignons endophytes

Selon Clay et Schardl (2002), les plantes hotes permettent aux champignons endophytes
de se nourrir, se protéger et de se propager ; en retour les plantes profitent aussi de certains
avantages des endophytes. Plusieurs réles ont été attribués aux champignons endophytes,
comme la protection contre les agents pathogénes des plantes (White et Cole, 1986 ; Dingle et
McGee, 2003 ; Wicklow et al., 2005), les insectes et les herbivores (Breen, 1994; Clement et
al., 1997).

2.5.1. Protection contre les microorganismes pathogenes

Plusieurs mécanismes peuvent étre utilisés par les endophytes pour inhiber les
microorganismes phytopathogenes. Parmi eux, il y a la production d’antibiotiques, la
stimulation des mécanismes de défense de I’h6te, la concurrence pour la nourriture ou les sites
de colonisation et le mycoparasites (Cao et al., 2009). Plusieurs extraits liquides des cultures
des endophytes ont démontré une inhibition de la croissance de plusieurs especes de
champignons phytopathgenes (Liu et al., 2001; Park et al., 2005 ; Inacio et al., 2006; Kim et
al., 2007). Certains champignons endophytes peuvent étre des mycoparasitisme ; ils peuvent
produire des enzymes dégradant les parois cellulaires, qui leur permettent de percer des trous
dans les champignons phytopathogéenes et d’extraire des nutriments pour leur croissance (Cao
et al., 2009).

2.5.2. Protection contre les herbivores

Bacon et al. (1977) ont démontré pour la premiere fois la corrélation existant entre les
champignons endophytes et la toxicité de leurs plantes hotes, qui se protegent contre les
mammiferes herbivores domestiques. Plusieurs types de maladies peuvent atteindre les
animaux qui ont mangeé des herbes infectées par des endophytes, comme le syndrome de toxicité
de la fétuque des bovins aux Etats-Unis, ol des variétés de fétuque élevée (Festuca

arundinaceae Schreber) sont cultivées comme fourrage (White et al., 1993).

2.5.3. Protection contre les insectes

Certains endophytes peuvent aussi protéger leurs hétes contre les insectes en produisant
des métabolites secondaires (Clay et Schardl, 2002 ; Riedell et al., 1999; 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. L’endophyte Phomopsis oblonga protége les
|
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ormes contre le dendroctone Physocnemum brevilineu, vecteur d’un champignon pathogéne qui
provoque la maladie hollandaise de I’orme. Cet endophyte produit des composés toxiques qui

auraient un effet répulsif contre ce vecteur de I’agent pathogéne.

2.5.4. Role des endophytes dans la tolérance aux stress abiotiques

Tout au long de I’évolution, les plantes ont été confrontées a des conditions
environnementales changeantes, les obligeant a s’adapter ou a succomber a des températures
extrémes, des insuffisances d’eau et d’éléments minéraux. Plusieurs études ont démontré que
les plantes associées a des champignons endophytes ont été plus tolérantes a la sécheresse, a la
chaleur, a la toxicité des métaux et a une salinité élevée (Lewis, 2004 ; Rodriguez et al., 2009;
Waller et al., 2005).

Les champignons endophytes des Graminées fourragéres (Fétuque élevée) augmentent
de maniere significative la tolérance a la sécheresse de cette espéce (Clay et Schardl., 2002).
Redman et al (2002) ont démontré que les champignons endophytes pourraient aussi augmenter
la tolérance a la chaleur chez leurs hotes. Cette tolérance a éte détectée chez Dichanthelium
lanuginosum infecté par I’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.
Ce phénomene peut s’expliquer par I’accumulation des solutés dans les tissus des plantes
infectées par les endophytes, ou par la réduction de la conductance foliaire et un ralentissement
du flux de transpiration (Malinowski 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).

2.5.5. Champignons endophytes source de produits naturels bioactifs

Les champignons endophytes sont considérés comme un important réservoir de
métabolites secondaires bioactifs (Strobel et al., 2004; Tan et Zou, 2001). lls ont un large
spectre d’activité biologiques (Zhang et al., 2006), comprenant des composés antibiotiques,
antifongiques, antiviraux, immunosuppresseurs, anticancereux, antioxydants, et autres
substances biologiquement actives (Strobel et al., 2004; Strobel et Daisy, 2003).

Les métabolites porteurs d'une activité antibiotique peuvent étre définis comme des
substances naturelles organiques produites par des microorganismes actifs, contre d'autres
microorganismes (Guo et al., 2008). Il existe un grand nombre de composés antimicrobiens

isolés a partir d'endophytes, appartenant a plusieurs classes structurelles comme les alcaloides,
I —
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les peptides, les stéroides, les terpénoides, les phénols, les quinines et les flavonoides (Yu et
al., 2010). Les composés peuvent étre utilisés non seulement comme médicaments, mais aussi

comme conservateurs alimentaires. (Liu et al., 2008).
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Chapitre 2

Materiel et
methodes de mise
en evidence des
mycoendophytes



1.  Description de la zone d’étude

La synthése des études de Zareb, 2014 ; Mechiah, 2015 ; Benfoddil, 215 et Brahimi-
Saidani, 2016 qui ont été réalisée a Laghouat et Ghardaia.

Laghouat est située en plein centre du pays a 400km au Sud de la capitale Alger. La
signification du nom Laghouat signifie "oasis". La capitale de la wilaya est la ville du méme
nom Laghouat. Les autres grandes villes de la wilaya de Laghouat sont Aflou, Ain Madhi,
Kourdane et Makhareg. Elle est limitée géographiquement au nord par la wilaya de Tiaret, a
I'est par la wilaya de Djelfa, & I'ouest par la wilaya d'El Bayadh et au sud par la wilaya de
Ghardaia (Figure 4).

La wilaya de Ghardaia se situe au centre de la partie Nord du Sahara algérien a environ
600 km au sud de la capitale du pays, Alger. Elle couvre une superficie de 86.560 km?, elle est
limitée au Nord par les wilayas de Laghouat et Djelfa, a I’Est par la wilaya d’Ouargla, a I’Ouest
par la wilaya d’El Bayadh et au Sud par les wilayas de Tamanrasset et Adrar (Dahou, 2014)
(Figure 4).
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Figure 4 : localisation de Ghardaia et Laghouat en Algérie (google.fr).
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La wilaya de Laghouat appartient au domaine saharien, et au sous-domaine saharien nord
occidental selon I’esquisse phytochorologique des domaines et secteurs biogéographiques de
I’Algérie (Barry et al., 1958) et la région de Ghardaia est typiquement saharienne, qui se
caractérise par deux saisons : une saison chaude et séche (d’avril & septembre) et une autre
tempérée (d’octobre a mars) avec une grande différence entre les températures de I’été et de
I’hiver (Dahou, 2014).

Le diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen (1953) permet de définir la
période séche, en mettant en regard les précipitations et les températures. La saison séche
apparait quand la courbe des précipitations se positionne au-dessous de celle des températures
(Faurie et al., 2011 in Dahou, 2014). Le diagramme Ombrothermique de Laghouat (Figure 5)

et de la région de Ghardaia (Figure 6) indique que la saison seche dure toute I’année.
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Figure 5 : diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen de la station de Hassi R’mel
Laghouat (2002-2012) (Boubrima, 2014).
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Figure 6 : diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen de la région de Ghardaia (2003-
2012) (Dahou, 2014).

2. Echantillonnage sur le terrain
2.1. Echantillonnage des racines

L'échantillonnage s'est porté sur des sujets de différentes classes d'age et aussi de sexes
différents, qui ont été choisis d'une maniére subjective (Raab, 2010 ; Redjal, 2010 ; Yazag,
2013, Ferhani, 2015 et Mechiah, 2015). Les racines et les sols rhizosphériques sous pistachier
de I'Atlas ont été recoltés au mois d'avril dans les dayas de Laghouat (Algeérie). Le prélévement
des radicelles se fait le long d’un profil racinaire creusé a une profondeur de 80 cm. Les

prélévements se font tous les 20 cm le long du profil.

Les racines échantillonnées sur terrain sont transportés au laboratoire dans des sacs en
plastique contenant des sols rhizosphériques du pistachier de I'Atlas. Les racines sont ensuite
triées selon les diameétres [0.5-1 [mm, [I-2[mm et [2-3[mm, Les radicelles sélectionnées sont
préparés pour un éclaircissement et une coloration au bleu Trypan pour discerner la présence
de structures fongiques dans les tissus racinaires de cette espéce (Raab, 2010 ; Redjal, 2010 ;
Yazag, 2013, Ferhani, 2015 et Mechiah, 2015).

2.2.  Echantillonnage des feuilles
Les feuilles du pistachier de I’Atlas, était récoltées au mois d’avril. L’échantillonnage
des feuilles s’est porté sur des sujets qui ont été choisis d’une maniére subjective. Plusieurs

1 ——
17



arbres sont choisis au niveau de différentes dayas de Laghouat (Algérie). Les sujets ont des
sexes et des ages différents. Pour chaque arbre choisi, 20 feuilles ont été cueillies tout autour
de I’arbre. Une fois récoltées, les feuilles doivent étre maintenues a I’état frais, elles sont ainsi
mises dans des sacs en papier et transportées ensuite dans une glaciere au laboratoire (Zareb,
2014 ; Benfoddil, 2015).

Il est recommandé de laisser un temps trés court entre la récolte des feuilles et le début des
mises en culture au laboratoire (24 h a 36 h au maximum). Pour éviter la pourriture des feuilles

qui provoque I’installation des souches pathogénes.

2.3.  Echantillonnage des fruits
Les fruits ont été récoltés au mois de septembre par le personnel de la conservation des
foréts de Laghouat. L échantillonnage est fait sur plusieurs sujets et les fruits sont mélangés

(Brahimi- Saidani, 2016). La récolte s’est faite dans la wilaya de Ghardaia (Algérie).

3. Mise en évidence des champignons endophytes
3.1.  Coloration
La méthode de coloration a été faite selon le protocole de Phillips et Hayman (1970), et
cela consiste a :
o rincer les racines et les feuilles a I’eau courante ;
. mettre les racines et feuilles dans du KOH a I’étuve a 90 °C pendant 1h (remplacer la
solution du KOH aussitdt qu’elle devient foncée) ;
. faire plusieurs rincages a I’ H.O2 (10%), a I’étuve a 90°C pendant 10 a 20 mn (pour les

racines jusqu’au blanchissement) ;

. rincer a I’eau courante ;

o neutraliser les racines et les feuilles dans un bain d’acide lactique (10%) pendant 3 a 4
mn ;

o mettre les racines et les feuilles dans une solution colorante (bleu de trypan) a I’étuve a
90°C;

. rincer a I’eau courante ;

o mettre dans du glycérol pour la conservation.

Aprés coloration, les racines et les feuilles colorées sont placées entre lames et lamelles
dans de la gélatine glycérinée. Des observations ont été réalisées sous microscope photonique.

Des photos sont prises a différents grossissements.
|
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3.2.  Mise en culture
3.2.1. Stérilisation superficielle (racines, feuilles et fruits)

La stérilisation superficielle est appliquée pour éliminer les microorganismes épiphytes
qui se trouvent a la surface des différents organes de la plante. Pour cela, on utilise le protocole
de Helander et al (1994) :

. traitement a I’éthanol 96% pendant 2 mn ;

o ringage a I’eau distillée stérilisée ;

o traitement a I’eau de javel pendant 3 mn ;

o 2éme ringage a I’eau distillée stérilisée ;

o 2éme traitement a I’éthanol 96 % pendant 30 s ;
o 3éme rincage a I’eau distillée stérilisée.

Une fois stérilisé, les différents organes de la plante sont séchés en utilisant du papier
buvard stériliseé.

3.2.2. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture P.D.A (Potato-dextrose-agar) a la composition suivante :
. 200 g de pomme de terre ;

. 20 g de glucose ;

. 20 g d’agar-agar ;

o 1000 ml d’eau distillee.

Peler les pommes de terre, les laver, puis les couper en petits morceaux. Peser 200g de
pomme de terre et les mettre dans une casserole et ajouter 200ml d’eau distillée pour les cuire
pendant 15 a 20 min. Le mélange obtenu est filtré.

Prendre un erlen meyer d’un litre et verser le filtrat en ajoutant 20 g d’agar-agar et 20g
de glucose, puis on compléte le volume avec I’eau distillée jusqu’a 1000ml. Enfin, mettre
I’erlen meyer sur un agitateur chauffant. 1l est retiré de la plaque lorsque le milieu est bien
homogeéne.

Le milieu est versé dans des bouteilles pour la stérilisation a I’étuve, a une tempeérature
de 120°C pendant 1h, puis rajouter quelques grammes d’antibiotiques pour éviter I’apparition
de bactéries.

Ce dernier est versé dans des boites de Pétri entre deux becs bunsen.

1 ——
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3.2.3. Mise en culture

Les fragments des différents organes sont déposés sur le milieu de culture P.D.A dans une boite
de Pétri, & raison de 5 fragments par boite. Les fruits sont mis avant dans un mortier stérilisé,
puis on va appuyer dessus en leur donnant de petits coups pour les ouvrir. Ces étapes se font
entre deux becs bunsen pour éviter le risque de contamination (Figure 7).

L’incubation s’effectue a température ambiante pendant deux mois.

Figure 7 : fruits du pistachier de I’Atlas ensemencés sur les milieux de cultures (Brahimi-
Saidani, 2016).

3.2.4. ldentification

3.2.4.1. Identification macroscopique
A. Description des colonies

a) Texture

o laineuse : mycélium aérien abondant ;
o duveteuse : mycélium aérien court ;
o poudreuse : mycélium aérien produisant de nombreuses conidies créant une surface

d'apparence poudreuse semblable a du sucre ou de la farine ;

o glabre : mycélium aérien peu abondant avec surface lisse.

b) Topographie : plane, surélevée, cérébriforme avec stries radiales.

C) Couleur : surface, revers, pigment diffusible ;

. brun, gris, noir = champignon dématié ;
|
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o blanc ou autre couleur (rouge, vert, jaune, mauve, etc.) = champignon hyalin (Benfoddil,
2015).
3.24.2. Identification microscopique

Nous nous sommes référées pour I’identification aux différents articles collectés et aux clés de
détermination des Deutéromyceétes de Kiffer et Morellet (1997). Pour I’examen des structures
microscopiques, il y a lieu de s’interesser aux :

a) hyphes : septés, non septés, larges (> 4 um), étroits (<4 pm) ;

b) conidiophores : absents, simples, ramifies ;

c) cellules conidiogenes : annellide, phialide... ;

d) conidies : uni- ou pluricellulaires, solitaires, en amas ou en chaines, forme (ronde, ovale, en
massue ...) ;

e) organes de fructification : périthéces, cléistothéces (sexué), pycnides (asexue) (Benfoddil,
2015).
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Chapitre 3

Mycoendophytes
du pistachier de
I’ Atlas



1. Mise en évidence par coloration des radicelles et des feuilles

Les champignons endophytes ont été observés sur toutes les radicelles. Ces champignons
ont des hyphes mélanisés, qui colonisent les racines en formant des microsclérotes. Les
radicelles du pistachier de I’Atlas sont aussi endomycorhizées (Raab, 2010 ; Redjal, 2010 ;
Yazag, 2013, Ferhani, 2015 et Mechiah, 2015). Les champignons endophytiques dénommés
endophytes fonces septés (DSE) ou en anglais Dark Septate Endophyte, de couleur marron
foncé ont été observés dans la majorité des racines de Pistacia atlantica, au niveau du cylindre
central et du cortex racinaire (Bouabdelli, 2019) (Figure 8). Ces résultats confirment ceux
obtenus par Redjdal (2010), qui a suggéré la présence d’endophytes dans les tissus conducteurs
(xyleme) de Pistacia atlantica Desf., mais aussi d’espéces fongiques tels que : Epicoccum
nigrum et Alternaria alternata. Ferhani (2015) a aussi remarqué la présence d’autres genres de

mycoendophytes dans les racines de cette espece, tels que : Penicillium et Aspergillus.

Figure 8 : cylindre central d’une radicelle du pistachier de I’Atlas coloré en bleu (X100)
(Mechiah, 2015).

La majorité de ces mycoendophytes sont cosmopolites et trés fréquents. lls jouent
un réle important dans la nature. lls sont caractérisés par leur caractere d'ubiquité, ils occupent
tous les sols et tous les écosystemes, y compris les zones arides (Mechiah, 2015). Certains
champignons endophytes pourraient favoriser la croissance et améliorer la capacité
d’adaptation écologique de I’hdte, en améliorant la tolérance des plantes aux stress
environnemental et la résistance aux phytopathogénes et /ou herbivores (Clay et Schardl, 2002
; Waller et al,. 2005; Barrow et al.,2003 ; liu et al., 2011 ; Sun et al., 2011). Ils produisent de
nouveaux métabolites secondaires précieux (Strobel et Daisy 2003).
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Les endophytes cloisonnés foncés ou Dark Septate Endophyte (DSE) sont divers groupes
de champignons Ascomycétes qui colonisent les tissus racinaires intracellulaires et
intercellulaires (Jumpponen, 2001). Les DSE jouent un rdle important dans la régulation du
bio-fonctionnement d’un sol, d’ou leur importance dans la restauration de sols dégradés ou
épuisés. Wu et Guo (2007) et Peterson et al., (2004) signalent que les endophytes foncés et
septés s’associent aux plantes dans les milieux contraignants, en améliorant leur nutrition
hydrique et minérale, en les protégeant contre les herbivores en sécrétant des mycotoxines et
des substances regulatrices de croissance en échange de carbone issu de la photosynthese.

Aprés I’observation au microscope optique des feuilles de Pistacia atlantica Desf.
colorées au bleu de Trypan, nous avons noté la présences d’hyphes mycéliennes pigmentées au
niveau des espaces inter et intracellulaires des différents tissus foliaires (Benfoddil, 2015).

La colonisation inter et intracellulaire a été confirmée par Bernardi-Wenzel et son équipe
(2010), Sun et son équipe (2011), EI-Nagerabi et son équipe (2013) et Zareb (2014) (Figure 9).

p

mtercellulaire

Figure 9 : observation microscopique d’une colonisation inter et intracellulaire de champignons
endophytes au niveau de cellules épidermiques de la feuille du pistachier de I’Atlas (X400)
(Bellabas, 2018).

Les observations des feuilles du pistachier de I’Atlas ont montré que les stomates sont
répartis sur toute la surface de la face inférieure (Benfoddil, 2015) (Figure 10).
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Stomates

Figure 10 : observation microscopique des stomates de la feuille du pistachier de I’Atlas
colonisés par des champignons endophytes (X400) (Bellabas, 2018).

Les observations des feuilles du pistachier de I’ Atlas colorées au bleu Trypan, montrent
que les stomates sont colonisés par des mycoendophytes pigmentés en marron et ces
mycoendophytes sont présentes au niveau des stomates (Figure 10), trichomes glandulaires
(Figure 11), trichomes tecteurs (Figure 12), parenchymes (Figure 13) et vaisseaux
conducteurs (Figure 14) (Benfoddil, 2015).

Les observations de Zareb (2014) montrent que les stomates colonisés par les

mycoendophytes sont colores en bleu.
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Figure 11 : observation microscopique des trichomes glandulaires (Tg) colonisés par des
champignons endophytes au niveau de la feuille du pistachier de I’Atlas (X 100) (Bellabas,
2018) (Bellabas, 2018).

Figure 12 : observation microscopique des trichomes tecteurs (tt) au niveau de bordure la
feuille du pistachier de I’Atlas du sujet n°7 colonisés par les champignons endophytes
(ch.endo) (X170) (Benfoddil, 2015).
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Cellules parenchvmateuses

Figure 13 : observation microscopique d’un parenchyme de la feuille du pistachier de I’Atlas
observé sous microscope photonique colonisé par des champignons endophytes colorés en
marron (X400) (Bellabas, 2018).

Figure 14 : observation microscopique de la nervure principale (np) et des nervures

secondaires (ns) de la feuille du pistachier de I’Atlas colonisées par des champignons
endophytes colorées en bleu (X100) (Bellabas, 2018).
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2. Mise en évidence par mise en culture

L’étude de Zareb (2014) et celle de Benfoddil (2015) ont démontré la présence des
mycoendophytes au niveau des feuilles du pistachier de I’Atlas de dayate Aiat et de dayate El-
Gouffa (Laghouat, Algérie).

Plusieurs isolats de champignons endophytes ont été prélevés a partir de plusieurs
échantillons mis en culture. La détermination de ces genres de champignons s’est basée sur des
caractéristiques morphologiques macroscopiques (forme, aspect et couleur de la colonie) et
microscopiques (filaments mycéliens et spores) (Tabuc, 2007).

D’aprés ces isolats, nous remarquons une diversité en champignons endophytes
importante au niveau des feuilles de Pistacia atlantica. Malgré I’aridité qui caractérise les dayas
étudiées, les champignons endophytes présentent une diversité au niveau des feuilles de tous
les sujets du pistachier de I’ Atlas (Zareb, 2014 ; Benfoddil, 2015).

Les isolats identifiés au niveau des feuilles du pistachier de I’ Atlas sont présentés dans le

tableau suivant :
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Tableau 2 : abondance des genres de champignons endophytes isolés des feuilles du pistachier
de I’Atlas mises en culture de la dayate Aiat (Zareb, 2014) et de la dayate EI-Gouffa (Benfoddil,
2015).

Dayate Aiat Dayate El-Gouffa
Genre de | Abondance | Genre de | Abondance
champignons % champignons
Acremonium 0,5 Acremonium 8,09
Alternaria 2,75 Alternaria 0,37
Aspergillus 27,25 Aspergillus 16,91
Aureobasidium 2 Aureobasidium 4,41
Bipolaris 1 Bipolaris 0,74
Chaetomium 1 Chaetomium 2,94
Cladosporium 4,5 Cladosporium 8,46
Cordyceps 1,5 Bahusakala 0,37
Curvularia 1 Circinella 1,47
Epicoccum 25,6 Epicoccum 9,19
Geotrichum 15 Geotrichum 11
Monilia 2 Colletotrichum 0,37
Mucor 0,25 Mucor 0,37
Neoscytalidium 0,25 Neoscytalidium 1,1
Nigrospora 0,25 Gymnoascus 0,74
Phoma 1,75 Phoma 9,19
Phomopsis 0,5 Hypoxylon 2,57
Rhizoctonia 0,5 Arthrinium 2,57
Scedosporium 0,5 Scedosporium 2,21
Xylaria 1,3 Penicillium 2,57
Paraphaesphaeria | 0,25 Absidia 2,57
recurvifoliae
SNI 1,25 Apophysomyces 0,37
/ / Trichoderma 9,19
/ / Verticillium 4,04
/ / SNI 8,09
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A partir des données du Tableau 2, nous déduisons que le genre Aspergillus avec 27,25%
et 16,91%, Epicoccum avec 25,6% et 9,19% et Cladosporium avec 4,5% et 8,46%, sont les plus
dominants aux niveaux des feuilles du pistachier de I’Atlas de dayate Aait et la dayate El-
Gouffa.

Cette diversité en champignons endophytes au niveau des feuilles donne un important
pouvoir adaptatif a la plante. Ce pouvoir facilite le bon déroulement de la croissance en
améliorant la qualité et la productivité des espéces vegetales et aussi sa tolérance au stress. Ces
résultats confirment ceux de Rodriguez et al. (2009) et Waquas et al., (2012).

Les champignons endophytes peuvent lutter contre les variations des facteurs abiotiques
tels que la sécheresse et ils jouent un réle important dans la décomposition des litiéres

(Purahong et Hyde, 2011).

Les isolats identifiés au niveau des fruits du pistachier de I’ Atlas sont présentés dans le
tableau suivant.
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Tableau 3 : diversité et abondance des mycoendophytes isolés a partir des fruits du pistachier
de I’Atlas de Metlili (Ghardaia) (Brahimi-Saidani, 2016).

Genre Espece Abondance %
Absidia / 0,83
A. niger 23,33
A. flavus 18,33
A. sulfureus 0,83
Aspergillus A. candidus 1,66
A. acidus 5
A. puniceus 0,83
A. neoniveus 0,83
A. neoniger 0,83
A. aurentireus 0,83
Gliocladium / 4,16
Phoma / 1,66
Rhizopus / 0,83
Trichophyton / 1,66
SNI / 27,39

A partir des résultats donnés dans le tableau 3, nous déduisons que le genre Aspergillus
est le plus dominant des endophytes trouvés dans les fruits du pistachier de I’Atlas au niveau
de la zone étudiée, avec 52.47%. La plupart des especes qui appartiennent a ce genre sont
connues pour leur tolérance aux température elevées, ce qui a été prouvé dans différentes études
réalisées sur des espéces d’Aspergillus (Lacey et Magan, 1991 ; Coleman et al., 2002 ;
Pratheeba et al., 2014).

La dominance du genre Aspergillus dans les racines, feuilles et fruits du pistachier de
I’Atlas est due au faite que ce genre est xérophile et ubiquiste (Abduallah et al., 1986 ; Chew-
Madinaveitia, 2007). Ce genre comprend environ 185 espéces reparties en 18 groupes
morphologiquement, genétiqguement et physiologiquement proches (Botton et al., 1990). Le
genre Aspergillus englobe des organismes dont les caractéristiques sont d'une grande
importance et jouent un réle important dans la dégradation du substrat organique, en particulier
du matériel végétal (Goldman et Osmani, 2008 ; Samson et Varga, 2009 ; Bignell, 2010). Les

Aspergillus sont connus pour leur capacité a sécréter une variété de composés chimiques
I —
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biologiquement  actifs, notamment des antibiotiques, des mycotoxines, des
immunosuppresseurs et des agents hypocholestérolémiants (Goldman et Osmani., 2008).
Certaines espéces du sous-genre Circumdati sont également utilisées dans l'industrie en
particulier dans les biotransformations, la section Flavi (Aspergillus oryzae, Aspergillus sojae
et Aspergillus tamarii) est utilisée dans les processus de fermentation des aliments orientaux
(Varga et al., 2004 ; Samson et al., 2006).

Selon I’hypothése de Brahimi-Saidani (2016), le réle des Aspergillus est d’empécher
une germination précoce de ces graines. Les mycoendophytes semblent contribuer au
phénomene de dormance attribué jusqu’a présent uniquement a la plante. En bloquant la
division cellulaire avant la métaphase et ils sont considérés comme une source prometteuse
dans la production des substances naturelles d’intérét thérapeutique antimitotique (Medjeber et
al., 2018).

Selon Brahimi-Saidani (2016) Aspergillus est le plus riche en espéces (9) qui

appartiennent a des sections differentes, comme Nigri, Usti, Flavi, Candidi, Terrei et
Circumdati.
. Aspergillus niger, appartient au phylum des Ascomycota, section Nigri. C’est un
microorganisme trés important en biotechnologie utilisé pour produire les enzymes
extracellulaires et I’acide citrique, et il est également utilisé dans la biotransformation et le
traitement des déchets (Schussler et al., 2001) (Figure 15).

. Aspergillus sulphureus est un champignon Ascomycota, appartient a la section des
Circumdati (Samson et al., 2006).

. Aspergillus candidus appartient a la section Candidi. C’est un champignon xérophile
(Lacey et Magan, 1991). Est I'une des moisissures les plus fréquemment rencontrés dans les
ceréales et la farine (Rabie et al., 1997 ; Weidenbdrner et al., 2000 ; Hocking, 2003 ;lsmail et
al., 2004). Il provoque la perte de la viabilité (Papavizas et Christensen, 1960 ; Bhattacharya et
Raha, 2002 ; Lugauskas et al., 2006). Il produit des enzymes utilisé dans I'industrie de la
fermentation pour la production des galacto-oligosaccharides (Zheng et al., 2006), et le
Dmannitol (Smiley et al., 1969). A. candidus est prétendu étre impliqué dans un large éventail
d'infections humaines, y compris I'aspergillose invasive (Rippon, 1988 ; Ribeiro et al., 2005).
o Aspergillus neoniger est une espéce appartient a la section Nigri. Ces conidies sont
globuleuses, brunes, grossierement depolie (Samson et al., 2011). Cette espece a également eté

identifiée dans le sol du désert pres de Welwitschia mirabilis en Namibie (Varga et al., 2007).
I —
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o Aspergillus aureoterreus appartient a la section Terrei.

o Aspergillus acidus est une espéce de la section Nigri. Ces conidies sont globuleuses et
brunes, a parois lisses a rugueuses (Samson et al., 2011).

o Aspergillus flavus fait partie de la section Flavi (Samson et al., 2011). Aspergillus flavus
est la deuxiéme espéce des Aspergillus la plus importante. Elle provoque des infections
humaines. L'importance de ce champignon augmente dans les régions avec un climat sec et
chaud (Narasimhan et Pushkar, 2015). Aspergillus flavus est I’une des especes les plus
communes qui produisent les aflatoxines (Sargeant et al., 1961). Les populations des
Aspergillus flavus sont génétiqguement et phénotypiquement diverses (Geiser et al., 2000), avec
des isolats produisant des conidies abondamment, produit des grandes sclérotes, et des quantités
variables d'aflatoxines (Cotty, 1989) .

Reégne : Champignon
Phvlum : Ascontycota
Classe : Eurotiomycétes
Ordre : Eurotiales

Famille : Trichocomaceae

Genre : Aspergillus

l

Figure 15 : apercu sur les principales especes d’Aspergillus (Medjeber, 2019).

A, B : colonied’Aspargillus niger.

o Gliocladium est connu pour son comportement antagoniste et qui a été largement utilisé
dans les essais de biocontrole (Papavizas, 1985). Les mécanismes antagonistes réels n’ont pas
toujours été élucidés, mais la compétition pour les nutriments, la protection de composés
inhibiteurs et d’enzymes hydroliques a souvent été décrite (Baruch et al., 1996). Plusieurs
especes de Gliocladium sont utilisées comment agents de lutte biologique et de contréle des
maladies causee par Rhizoctonia. Cette stratégie a porte ses fruits dans le cas de la lutte contre
le mildiou chez le riz (Baruch et al., 1996) (Figure 16).
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Regne : Chanpignon
Phyhim : Ascommvoota
Classe 1 Sordanomycétes
Ordre : Hypocreales
Famille : Hypocreaceas
Crenre : Gliecladinm

'::('r!:s?; h

2 . -
A - colonis de Giiociadium 1p], B - conidiophare de Gliocladium 5pl. C - aspect microscopique de Gliocladium
spl, D coloniesde Gliaciadium 5p?. E - conidiophares de Gliscladivm o2, F - Glodadium 5p3, G - colenie da
Gliacladium viride, H : aspect microscopique de Gliscledium viride.

Figure 16 : apercu sur les espéces de Gliocladium (Medjeber, 2019).

. Le genre Alternaria est connu comme champignon du phylloplan, mais il est capable
de pénétrer les couches superficielles de la feuille pour devenir endophyte (Cabral et al., 1993).
Ce genre a fait preuve d’une bonne adaptation pour le mode endophyte dans de grandes variétés
de plantes (Bills, 1996) (Figure 17).

Régne : Champignon
Phyhum : Ascomyeota
Classe : Dotlhideomycétes
Ordre : Fleosporales
Famille : Fleosporaceas

- ol . : J 7 Jours wur PDA ’
A : colopie d” Aiternaria spl. B : micoescopie d’dirermaria spd, € : dirermaria spl, D - colonie d"dirernaria spl,
E : dictyospares d'4ltermaria 5pl.

Figure 17 : apercu sur les espéces d’Alternaria (Medjeber, 2019).
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. Penicillium est un genre cosmopolite bien connu des moisissures. Plus de 225 especes
de Penicillium jouent divers roles dans les écosystemes naturels, l'agriculture et la
biotechnologie. 1ls fonctionnent comme des décomposeurs de matiéres mortes et sont
particulierement importants en tant qu'organismes post-récolte, ou ils gatent les denrées
alimentaires (Janisiewicz, 1987 ; Pitt et Hocking, 1997 ; Holmes et Eckert, 1999 ; Morales et
al., 2007). Les especes de Penicillium sont exploitées pour une large gamme d'applications
industrielles, comme dans l'industrie fromagére (Nelson, 1970 ; Karahadian et al., 1985), la
production d'antibiotiques (Thom, 1945 ; Raper et Thom, 1949; Raper, 1957 ; Okada et al.,
1998, Remer- Rassing et Gu™ rtler, 2000) et sont devenus d'importants producteurs d'enzymes
nouvelles (Raper et Thom, 1949 ; Law, 2002 ; Adsul et al., 2007 ; Li et al., 2007) (Figure 18).

Regne: Champignons

Division: Deuteromycotina
Classe: Hyphomyceétes
Famille: Monihaceae

Ordre: Monihales

Genre: Penicallium

Espece: Penicillium spl.

Regne: Champignons

Division: Deuteromycotina
Classe: Hyphomycetes
Famulle: Moniliaceae

Ordre: Monihiales
Genre: Pemeillium

Espece: Penicillium sp2.

Figure 18 : Apercu sur les espéces Penicillium spl et Penicillium sp2 (Merzoud et Chirane,
2019).

. Le genre Epicoccum est un agent potentiel de lutte biologique contre les maladies des
plantes telles que la moisissure blanche de la féve. Il est actuellement en cours de
développement dans le commerce, en raison de sa capacité a produire des métabolismes

secondaires avec une activité antibiotique (Gonzalez et Tallo, 2011) (Figure 19).
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Champignon
Ascomycota
Dothidiomycétes
Pleosporales

Pleosporaceas

Epicoccum

Figure 19 : Apercu sur les genres Epicoccum (Medjeber, 2019).

Nous avons noté que certains isolats fongiques sont présents dans les racines, les feuilles
et les fruits du pistachier de I’Atlas et c’est le cas uniquement du genre Aspergillus. En
contrepartie il y’a des genres endophytes qui sont présents dans les racines et les feuilles et qui
sont carrément absents dans les fruits, comme : Alternaria, Epicoccum et Penicillium. Par
contre il y’a des genres qui ont été trouvés dans les feuilles et les fruits et absentes dans les
racines, tel que Absidia et Phoma.

Les feuilles sont spécialement riches en mycoendophytes (Arnold et al., 2000). Bernardi-
Wenzel et son équipe (2010), en utilisant la microscopie optique et le microscope électronique
a balayage (MEB), ont visualisé des champignons endophytes qui peuplent les espaces inter et
intracellulaires des feuilles. Il a été possible d'observer les mycoendophytes et la diffusion de
leur colonisation le long de toutes les parties de feuilles, dans les parenchymes, le sclérenchyme,
I'épiderme et les vaisseaux conducteurs adaxiaux, indiquant une interaction étroite entre les
endophytes présents dans de multiples sous-niches structurelles et trophiques dans I'hote.

La microflore atmosphérique peut varier dans la composition et la concentration
journaliére et méme saisonniére, ainsi qu’en réponse a des événements environnementaux tels
. les précipitations et les vents forts (Kim et Mahlberg, 1997 ; Zak, 2002). Cela influe
directement sur le passage des microorganismes vers la phyllosphére (Whipps et al., 2008).

Concernant les différentes diversité des mycoendophytes dans la plante héte, elles varient
selon les organes colonisés (Thalavaipandian et al., 2011 ; Lakshman et Kurandawad, 2013) et
les différences de structure et de composition nutritionnelle des tissus de la plante hote
(Rodriguez et al., 2009 ; Baral et al., 2011 ; Sun et al., 2011 ; Lakshman et Kurandawad, 2013
; EI-Nagerabi et al., 2013). Ceci pourrait expliquer la diversité des mycoendophytes dans les

racines, les feuilles et les fruits du pistachier de I’ Atlas.
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Conclusion



Dans ce travail, nous avons essayé de faire une synthese bibliographique des travaux t
(Zareb, 2014 ; Mechiah, 2015 ; Benfoddil, 2015 et Brahimi-Saidani, 2016) portant sur la mise
en évidence des mycoendophytes dans les racines, les feuilles et les fruits de Pistacia atlantica
Desf. en Algérie.

Dans le cadre de cette synthése bibliographique, nous pouvons confirmer la présence des
mycoendophytes en utilisant la méthode de coloration des racines et des feuilles du pistachier

de I’ Atlas selon le protocole de coloration de Phillips et Hayman (1970).

La deuxiéme étape de cette étude a consisté en une synthése des travaux sur la mise en
évidence des mycoendophytes par la mise en culture des racines, feuilles et fruits du pistachier
de I’ Atlas sur un milieu de culture PDA, puis une isolation et une identification morphologique

(macroscopiqgue et microscopique).

Dans les résultats de la coloration, les auteurs ont confirmés la présence des

mycoendophytes dans les racines et les feuilles du pistachier de I’ Atlas

Dans les résultats de I’identification, les auteurs ont identifié au niveau des racines les
genres Aspergillus, Alternaria, Penicillieum et Epicoccum. Au niveau des feuilles, ils ont
identifié le genre Aspergillus avec 27.25%, le genre Epicoccum avec 25.6% et des isolats non
identifié avec 1.25%. Au niveau des fruits, le genre Aspergillus est le plus dominant avec
52.47% et le genre Gliocladium avec 4.16%, par contre 27.39% sont des isolats non détérminés
(SNI).

Nous avons remarqué que le genre Aspergillus est présent dans les trois organes du
pistachier de I’Atlas. Ce genre de champignon est cosmopolite et il est ubiquiste. Il peut se
développer a des températures élevées et dans tous les écosystemes, y compris dans les zones

arides.

La relation entre les mycoedophytes et les plantes est trés importante, selon les
interactions existantes et les avantages entre les champignons endophytes et leurs hotes, comme

la protection contre les pathogeénes, les herbivores et les résistances aux variations climatiques.
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En perspectives, ce travail peut étre poursuit par :

. une extraction des métabolites secondaires de ces mycoendophytes ;

o étendre cette étude a différentes populations de pistachier de I’ Atlas présentes en Algérie
et méme en Afrique du Nord ;

. étudier I’interaction existant entre la plante et ces champignons et les avantages que
peuvent offrir ces derniers a leurs hotes ;

o une étude plus poussée pour identifier les mycendophytes.
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Résumé

Le pistachier de I’Atlas (Pistacia atlantica) communément appelé ElI Betoum est une espéce
ligneuse et spontanée endémique d’Afrique du Nord. C’est une ressource importante pour notre
pays sur les plans écologiques, économiques et médicinaux. Cette diversité en champignons
endophytes donne un important pouvoir adaptatif a la plante. L’objectif de ce travail consiste
en une synthése bibliographique sur les champignons endophytes des racines, les feuilles et les

fruits du pistachier de I’ Atlas en Algérie.

Les champignons endophytes sont des microorganismes qui vivent a I’intérieur des tissus des
plantes sans leurs causer de dommages. Cette association a une grande importance, en

permettant & la plante de se protéger contre les agents pathogenes et les herbivores.

Les résultats ont montrés que les champignons endophytes sont présents dans les racines, les
feuilles et les fruits du pistachier de I’Atlas avec des fréquences de colonisation importante.
Dans les racines les mycoendophytes sont présents au niveau du cortex racinaire et du cylindre
central et dans les feuilles au niveau des stomates, trichomes glandulaires, trichomes tecteurs,
parenchymes et vaisseaux conducteurs. Plusieurs isolats des champignons endophytes ont été
identifiés, les plus dominants dans les racines sont les genres Aspergillus, Epicoccum,
Alternaria et Penicillium. Dans les feuilles nous avons les genres Aspergillus et Epicoccum et
dans les fruits nous avons les genres Aspergillus et Gliocladium. Le genre Aspergillus est un

genre commun et qui le plus dominant dans ces parties du pistachier de I’ Atlas.
Mots clés

Pistacia atlantica, champignons endophytes, racines, feuilles, fruits, Algérie.



Abstract

The Atlas pistachio tree (Pistacia atlantica) commonly known as EI Betoum is a woody and
spontaneous species endemic to North Africa. Il is an important ecological, economic, and
medicinal resource for our country. This diversity in endophytic fungi gives the plant an
important adaptive power. The objective of this work consists of a bibliographical synthesis on

the endophytic fungi in the roots, leaves and fruits of the pistachio tree of the Atlas in Algeria.

Endophytic fungi are microorganisms that live inside the tissues of plants without causing
damage. This association is of great importance, allowing the plant to protect itself against

pathogens and herbivores.

The results showed that endophytic fungi are present in the roots, leaves and fruits of the Atlas
pistachio tree with high colonization frequencies. In the roots the mycoendophytes are present
at the level of the root cortex and the central cylinder and in the leaves at the level of the stomata,
glandular trichomes, covering trichomes, parenchyma and conducting vessels. Several isolates
of endophytic fungi have been identified, the most dominant in the roots are the genera
Aspergillus, Epicoccum, Alternaria and Penicillium. In the leaves we have the genera
Aspergillus and Epicoccum and in the fruits we have the genera Aspergillus and Gliocladium.
The genus Aspergillus is a common genus and most dominant in these parts of the Atlas

pistachio tree.
Keywords

Pistacia atlantica, endophytic fungi, roots, leaves, fruits, Algeria.
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