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Introduction générale

La plupart, si ce n'est toutes les plantes éasldans les écosystemes naturels sont
infestées par des champignons microscopiques samsapitant qu'elles ne développent de
symptémes pathogenes. Ces microorganismes appeléplgitescolonisent les espaces inter
et intracellulaires des tissus de végétaux vivamisisieurs centaines d'especes de ces
microorganismes peuvent étre isolées a partir dasmde plante, mais trés peu seraient
spécifiques de la plante héte (Dupont, 2007). Qwartre des especes des champignons qui
vivent sur les racines et/ ou celles qui infeties parties aériennes et souterraines d’'une
facon systémique (champignons endophytes). Ils momtpathogenes et asymptomatiques en

infectant leur héte. lls forment une symbiose (Beldil, 2015).

Ces microorganismes jouent ainsi un role essedtak I'amélioration des performances
écologiques et physiologiques des plantes (améborade la capacité nutritionnelle,

résistance aux maladies, aux ravageurs et aux stbéstiques).

Le jujubier est une plante ligneuse, épineuseetites feuilles luisantes et caduques,
produisant des fruits charnus. Il représente ua@atellargement utilisée dans la médecine
traditionnelle, comme adoucissant dans le traiténdenla gorge et les irritations broncho-
pulmonaires. Cette plante possede aussi d’auttest@s thérapeutiques : anti-inflammatoire,

analgésique, antifongique et antidiabétique (Dje2@08).

En Algérie, les études qui ont porté sur les spsds endophytigues sont minimes par
rapport aux réles importants et déterminants darssitces et la conquéte des divers biotopes
par les végétaux. Dans ce travail, nous avons jugie la mise en évidence des
mycoendophytes foliaires chez le jujubieZizphus lotus) récolté dans la région de
Ouaguenoun (Tizi Ouzou). Cette étude rentre danadee des travaux de recherche effectués
par le laboratoire Ressources Naturelles de I'Usité& Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou.

Cette étude est subdivisée en plusieurs chapitres :

v'dans le premier chapitre, nous présentons un aparda plante Zizphuslotus;

v le deuxieme chapitre concerne les mycoendophytes ;

v le troisieme chapitre concerne la descriptionadielille ;
v' le quatrieme chapitre présente le matérielssetiéthodes utilisés dans ce travalil ;
v" le dernier chapitre porte sur les résultats etdeusion de ces derniers ;

v/ nous terminons par une conclusion générale.
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Chapitre 1 Présentation de I'espece étudiée

1- Introduction

Le motZiziphus vient du grec Zizyphos, ou du nom arabe Zizouf.ieemv100 espéces d&ziphus
principalement dans les régions tropicales et spltales de I'Asie et des Amériques existent, taigdie
quelques especes vivent en Afrique et dans lesnggempérées (Bonnet, 2001).

L’espece étudiée présente la systématique suiy8ptehiger etl., 2004) :

embranchement : Spermatophytes
sous embranchement : Angiospermes
classe : Eudicots

ordre Rosales

famille : Rhamnacées

genre Ziziphus

especeZiziphuslotusL.

2-Description deZiziphuslotus L

Ziziphus lotus est un arbuste épineux. Il est communément appeffreque du Nord "Sedrd. I

forme des touffes de quelques métres de diametnegapt atteindre 2 m de haut (Figure 1) (Djemai
Zoughlache, 2008).

Figure 1: une touffe de&iziphus lotus (Ghedira, 2013).
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Les tiges partent directement de la souche. Elbed samifiées, épineuses et blanchatres Ses
feuilles sont courtement pétiolées, glabres, cadsigaiternes et ovales (Boudraa, 2007) (Figur&l®s
sont plus au moins elliptiques de 1 a 2 cm de lenget de 7 mm de largeur, Elles sont au moins deux
fois plus longues que larges, a marges fortemamnttds. Elles sont lisses et brillantes sur les daces
(Benammar, 2011).

Figure 2 : tiges et feuilles d&Ziz phus lotus (Anonyme, 2013).

La feuille comporte 3 nervures princgglqui divergent a partir de la base. Les feuidest
souvent a l'aisselle d’'une paire d’épines, donhdwest droite et I'autre recourbée vers le basliDia
2002). Les fleurs sont solitaires ou groupées awveseul pédicelle court ; a calice en forme d’antor,
pentamere, a petite corolle a cing pétales, a étamines, a 2 carpelles et deux styles courts (@hed
2013). Les fruits a noyaux soudés. L’endocarpeilagioeux, appelé « N'bag », est sucré et comestibl
(Bamouh, 2002). D’abord vert puis jaune, il deviemige foncé quand il est mdr, en octobre. Saepulp
épaisse peut étre d’'un blanc verdatre et d'uneusavéa fois douce et acidulée ou brun jaunatrepeun
glutineuse, a saveur sucrée et fade (Benammar)2011

3-Répartition géographique

Le genreZiziphus renferme environ 50 especes des régions tropiedlssibtropicales des deux
hémispheres. L'une entre ell@&zphus lotus est spontanée dans le sud de I'Espagne et dudgagren
Sicile, en Gréce. On le rencontre aussi danstéggpes désertiques d’Afrique du Nord et d’Asie Miree
(Djemai Zoughlache, 2008).
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L’aire de répartition de&iziphus lotus L. s’étale sur tout le Nord du Maghreb.elt répandu dans

toute I'Algérie, sauf le Tell algéro-constantin@isgure 3) (Quézel et Santa, 1962).

I]]m”m Ziziphus lotus - Ziziphus mauritianus Ziz phué saharae

Figure 3: aire de répatrtition ddiziphuslotus L. (Quézel et Santa, 1962).
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Chapitre 2 Mycoendophytes

1- Généralités

Le terme endophytes est une appellation incluams tes organismes, qui durant une
période de leur vie colonisent asymptomatiquemlesttissus des plantes (Petrini, 1990). Les
mycoendophytes forment un groupe important et difiér phylogénétiguement de
champignons, qui colonisent les tissus végétauxssaans provoquer de symptémes. Ily a
prés de 300.000 especes de plantes sur la tecteagtie plante est I'hdte d'un ou de plusieurs
endophytes (Selim, 2012).

Les champignons endophytes peuvent croitre dansmileeu intercellulaire ou

intracellulaire (Kusari et Spiteller, 2012).

La plupart des champignons endophytes appartien@enfembranchement des
Ascomycota. Cependant, certains appartiennent atrd® taxons tels les Deuteromycota
Basidiomycota, Zygomycota. C’est un groupe tréedifie. Les différents organes avec leurs
différents tissus sont utilisés comme habitat p@sr champignons (Selim, 2012).

Alors gue certains groupes d’endophytes et lenteractions avec les plantes ont été
étudiés en détail, I'écologie, les fonctions etihegacts sur les plantes hétes de la plupart des

autres endophytes sont encore mal compris (Sheider 2013).

Les champignons endophytes peuvent jouer un rofsorirant dans I'aptitude de leurs
plantes hoétes (Zareb, 2014). lls peuvent contrikudas protection de I'héte en augmentant
I'expression des mécanismes de défense (Ria €012).La production de composés bioactifs
par des endophytes, en particulier ceux exclusieu plantes hétes, est non seulement
importante d'un point de vue écologique, mais abisgihimique et moléculaire (Ravindra et
al.,, 2014). Ces endophytes microbiens sont une sodeceproduits bioactifs naturels:
alcaloides, peptides, stéroides, terpenes, iscm@oes, quinones, phénylpropanoides,
lignanes, phénols, acides phénoliques, compalg#satiques, lactones et autres (Rialet
2012). De nombreux champignons endophytes ont été ragpoaidec des activités
antibactériennes, antifongiques, antivirales,-enfithmmatoires et anti-tumorales (Ravindra et
al., 2014).
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2- Roles des mycoendophytes

L'ubiquité et I'hyperdiversité des mycoendophytepmosent que ces derniers peuvent
jouer des roles extrémement importants dans ldifitmement des écosystémes. Ainsi, il est
probable que leurs actions au sein d’'un biotopend@oient multiples (Clay et holah, 1999).

Les champignons endophytes jouent un role débermhien matiere d’assimilation des
éléments minéraux (N et P notamment) (Malinowski Balesky, 2000). Ainsi, ces
champignons conférent des bénéfices a leurs harevers I'amélioration de I'absorption des

nutriments (Mandyam et Jumpponen, 2005).

Les mycoendophytes conferent a I'h6te la capacéénthintenir et d’améliorer ses
performances biotiques, méme sous conditions gitples sévéres par la protection contre
beaucoup de ravageurs et d’agents phytopathogéne®rae contre des facteurs de stress
abiotiques (stress hydrique, salin, radiatif, podio,...) (Rodriguez eaél., 2004 ; Khan, 2007).

Herre etal. (2007) ont démontré que les mycoendophytes jouerrdle potentiellement
important dans le mutualisme en augmentant la paoéfensive de I'h6te contre les agents
pathogenes. Les endophytes peuvent contribuer prdtection de I'héte, en augmentant
I'expression des mécanismes défensifs intrinsegiged’'hdte et /ou apporter des sources

supplémentaires de défense extrinseque a ceuxdde (Ria etl., 2012).

Strobel (2002) a rapporté que des champignons éytiEp résidant dans les plantes
peuvent également produire des métabolites simdairu avec plus d'activités que ceux de
leurs hotes respectifs. Par conséquent, la relcbate nouveaux composés devrait étre dirigé
vers les plantes qui sont utilisées par des pdpaautochtones a des fins médicinales, ou les
plantes qui poussent dans des environnements edrém ceux qui sont endémiques. Ceux-Ci
sont les plus susceptibles d'abriter de nouveawomytes qui peuvent produire des

métabolites uniques.

Beaucoup d’endophytes produisent des métabskesndaires importants, qui jouent le
role de protection contre les insectes herbivotesamt d'une importance industrielle. A I'heure
actuelle, il y a un besoin urgent de recherche métabolites endophytes qui peuvent étre
développé comme des agents anti-fongiques efficécedogiques, et faciles a obtenir (Ria et
al., 2012).
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Les endophytes offrent une grande variété de mitedsecondaires bioactifs, tels les
alcaloides, les benzopyranones, les chinonesfldesnoides, des acides phénoliques, les
guinones, les stéroides, les terpénoides, ledaddis les xanthones et d'autres. Ces derniers
sont censés realiser un mécanisme de résistandee dinvasion des agents pathogénes
par la production des métabolites secondaires. 8u$0% des souches de champignons
endophytes possédent une inhibition de la croigss@ontre au moins un des champignons
pathogenes ou des bactéries (Recco, 2011).

Les champignons endophytes sont des sodee®uvelles molécules (Selim, 2012).
Ces dernieres trouvent probablement de nombreygdisations dans le domaine de la santé,

'agro-alimentaire, I'énergie et 'environnement.

Les résultats préliminaires sont encourageants tlardémonstration de nombreuses
enzymes microbiennes exploitées pour des applicatitans I'industrie alimentaire dans un
large éventail de champignons endophytes (TabléaSdulement cing genredspergillus,
Humicola, Penicillium, Rhizopus et Trichoderma) représentent les trois quarts des 60%

d’enzymes utilisées dans les procedes industi$lsynarayan et., 2012) .

10
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Tableau 1: applications industrielles des enzymes choigiaréir des mycoendophytes

(Suryanarayan &l., 2012).

Enzyme Applications

Chitine déacétylase Préparation du chitosane a partir de la chitine,cémtrole

biologique des insectes nuisibles, humains et aégét

- Médicaments pour traiter l'asthme, le cancer, |abdie,
Chitinases et

chitasonanes linflammation des plaies, antibactérien, infeasofongique
modulation de [l'immunité, la production d'acide Igjae,

cosmétiques et traitement des eaux usées.

La médiation de la libération du médicament netbyzour les
prothéses dentaires, cosmétiques, la productiopddiysats de
Protéase alcaline protéines, brasserie, patisserie, aliments pounaun, traitement

=

des eaux usée, dégommage de la soie, additifs gdate

procédés de tonnage et balayage d’agent du fillngeaphique.

Acide protase Aide a la digestion, préparation des aliments fend® ef]

assaisonnement des matériaux.

Tammase Agent clarifiant des jus, du thé, du vin et dest$iu

Asparaginase Médicament pour le traitement de la leucémie lyniybdustique

aigué.

Laccase Traitement des jus de fruits, du vin, délignificat]

bioremediation des composées phénoliques.

Production de biocarburants a partir de biomasse

B- glucosidase . .
lignocellulosique.

11
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3- Modes de transmission des endophytes

Les champignons endophytes sont des biotroplsesbiiennent leurs nutriments a
partir de plantes hotes. Par leurs modes de reptiodusexuée et asexueée, ils optent pour les

voies de transmission verticale et horizontale @msurer leur perpétuité (Figure 4).

Transmission verticale : c'est la transmission du champignon de la plante 1 sa

progéniture par l'intermédiaire de ses graines.

Transmission horizontale :c'est la transmission du champignon par les speggaées ou

asexuees (Mansouri, 2011).

Transmission
o horizontale
' Transmission -
verticale via les spores
sexuées

par les semences

via les spores
asexuées

Figure 4: modes de transmission des endophytes fongiquadsk(®enet al., 2004).

La transmission verticale est connuemobhent chez les Graminées (Faeth, 2002). Elle
est effectuée généralement par les formes végesatiwphes) du champignon portées par les
semences de la plante héte. Pour les endophyaes ay cycle sexué, la transmission verticale
est facultative. Le vent et les insectes peuveintegigtant que vecteurs pour la transmission des

spores (Mansouri, 2011).
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Chapitre 2 Mycoendophytes

4-Endophytes foliaires du genr&iziphus

Les mycoendophytes foliaires de deux espéces dte giériphus, a savoirZ. spina-
christi et Z. hajanensis qui sont des espéces communes habitant Al-Jabal Alldkéa Oman.
Plusieurs mycoendophytes ont été identifiés auscderla saison de croissance, entre avril
2008 et octobre 2011 par El-Nageralale(2013).

D’aprés ces auteurs, 52 espéces appartenant a@sgke champignons, en plus de 29 mycélia
stériles et 17 levures ont été isolés a partir féeslles vertes des deux especes du genre
Ziziphus. Parmi ces isolats, 45 especesMyedlia sterilia et 12 levures ont été isolés de
spina-christi, alors que 35 especes, 11 mycéliums stériles devires ont été isolés des
feuilles de Z. hajanensis. Ces derniéres appartiennent aux geAhernaria (9 especes),
Drechdera (7 espéces)Aspergillus et Fusarium (6 espéces)Cladosporium (4 especes),
Curwularia, Penicillium (3 espéces}ansfordia, Trichocladium, et Ulocladium (2 especes),
une espeéce des genresAnguillospora, Bactrodemium, Catenularia, Dendryphiella,
Helminthosporium et Rhizopus avec des isolats inconnus des gemfgsergillus, Dissophora,
Fusarium et Penicillium (Figure 5).

Le genre Alternaria est le plus dominant dans les tissus foliairea. Eté isolé de 19 a

81% des échantillons. Ce dernier est suivi pgpergillus (19 a 78%),Rhizopus stolonifer
(78%), mycélia stériles (69%), levures (47%)adosporium (11 a 56%)Drechdera (14 a
53%), Curvularia (8 a 50%),Fusarium (6 a 33%),Ulocladium (31 a 41%)Penicillium (3 a
22%), Alysidium resinae (11%), Trichocladium (6 a 11%), Anguillospora longissima,
Bactrodesmium rahmii, Catenularia (8%), Helminthosporium sorghi  (7%), Dendryphiella
infuscans (6%), Hansfordia biophila (3 a 6%),Arthrinium, Dissophora et Phoma sorghina
(3%).
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Chapitre 2 Mycoendophytes

Figure 5: (a)-(l). lllustrations microscopiques de quelqueampignons endophytes de
Ziziphus.
(a) Cladosporium sp. (Barrow, 2003).
(b) Conidies et phialides Aspergillus niger (Anonyme, 2013).
(c) Conidiophores et conidies 8echocladosporium chlorocephalum (Schubert eél., 2007).
(d) Ascospores d6&ibberella zeae, la forme sexuée deusarium graminearum (Wegulo etal.,
2008).
(e) Forme sexuée dausarium, sporocyste et spores (McMullenatt, 2008).
(f) Macroconidies dé&usarium graminerum (Wegulo efal., 2008).
(9) Conidies dJlocladium cantlous (Wang efal., 2010).
(h) Conidies dUlocladium populis (Simmons eél., 2009).
(i) Spore deGlomus (Bansal etl., 2012).

(j) Conidiophores et conidiesAlternaria sp. (Novas, 2009).
(k) et () Conidiophores et conidies Gervularia lunata (Manamgoda edl., 2012).
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Chapitre 2 Mycoendophytes

Cheraft et Hamenni (2013) ont fait une étude ssifdeilles du jujubier, prélevées dans la
daya de Timzerth (laghouat) au mois d’avril 2013.

Concernant ce travail sdizphus lotus, les résultats obtenus sur les échantillons étudiés
sous loupe binoculaire représentent la localiradies endophytes au niveau de la feuille. Ces
derniers sont présents dans des plages de di#érdansités (Figure 6).

Figure 6 : feuille de jujubier, observé a la loupe binoculgiXd0) (Cheraft et Hamenni, 2013).

Au cours de cette étude, Cheraft et Hamenni (2048) constaté la présence des
mycoendophytes intra et intercellulaires (Figure8je

Figure 7 : endophytes intercellulaires observés au micqpsaptique (X400) (Cheraft et
Hamenni, 2013).
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Chapitre 2 Mycoendophytes

Figure 8 : endophytes intracellulaires observés au micipsaptique (X400) (Cheraft et
Hamenni, 2013).

La majorité des stomates et des ostioles somtrédlen bleu foncé. Cette couleur
montre que ces stomates sont infectés par legpbgtis. Il y a lieu de noter la présence des
mycetes au niveau des trichomes glandulaires eglaowlulaires, avec des différentes densités

et couleurs différentes (Cheraft et Hamenni, 2qER)ure 9 et 10).

Figure 9 : présence des endophytes dans les stomates ébsermicroscope optique (X400)
(Cheraft et Hamenni, 2013).
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Chapitre 2 Mycoendophytes

Des résultats similaires ont été trouves par Gleeridamenni (2013).

Figure 10: des trichomes infectés par les endophytes obsenmicroscope optique
(X400) (Cheraft et Hamenni, 2013).

Cheraft et Hamenni (2013) ont aussi constaté lsgm@ée des mycoendophytes au niveau
des nervures des feuilles @Az phus lotus (Figure 11).

Figure 11: différentes structures fongiques présentes @@ngssus conducteurs observés au
microscope optique (X400) (Cheraft et Hamenni, 2013

17
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Chapitre 3 Description de la feuille

1 - Introduction

Les feuilles sont des organes végétatifs, génémaleaplatis, portés par les tiges, ou par
les rameaux au niveau d’'un nceud (Camefort, 199inB2012). Les feuilles existent chez
presque tous les végétaux. Elles sont presque uisujgertes et spécialisées dans la

photosynthése et les échanges gazeux avec le mitérieur (Raven etl., 2000).
2- Morphologie de la feuille

Les feuilles des Dicotylédones possedent généralenne limbe et un pétiole bien
développés ; la base foliaire peut étre tres téd@amefort, 1977). Elles sont soit simples,
soit composées (Ravenait, 2007). Le pétiole est la partie de la feuille dianforme est la

plus simple (Camefort, 1996) (Figure 12).

Figure 12: jeune feuille d&iziphuslotus (Ouagenoun, Tizi Ouzou).
2-1- Limbe

Le limbe est une structure large et mince, condel@omme une surface d’échanges
avec I'environnement (Meyer at., 2004). Selon la forme du limbe, on distinguefleuilles
simples et les feuilles composées. Dans les fsusieples, le limbe n’est pas divisé en
parties distinctes, mais il peut étre profondémebé. Dans les feuilles composées, le limbe

est divisé en folioles et chaque foliole a un pediiole (Raven el., 2000).
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Chapitre 3 Description de la feuille

2-2-Pétiole
C’est la partie de la feuille dont la forme esplias simple (Camefort, 1996).
3- Structure anatomique

Les feuilles présentent une structure stratifid@piderme inférieur et supérieur
enserrent les tissues internes, c’est—a-dire phayemes et tissus vasculaires. On distingue sur
la face supérieure de la feuille le parenchymespatlique, qui est le principal site de la
photosynthése et sur la surface inférieure le phygne lacuneux, dont les espaces
intercellulaires forment des cavités qui communijuevec I'extérieur par les stomates, et

assurent une importante surface d’échange (Co28®8) (Figure 13).

La cuticule est une couche extracellulaire couvraotplétement la feuille et
interrompue uniqguement au niveau des stomatesagueh stomate, cette derniere épouse les
contours des cellules de garde et souvent, elth&iee dans leurs parois internes (Belhadj,
2007).

Parenchyme
palissadique

Parenchyme

lacuneux

Epiderme
Inférieur

Stomate
Cellule de garde
Cuticule

Cellu conducteur (nervure)

de la gaine périvasculaire

Figure 13 structure de la feuille en 3 dimensions (Nab20€8)
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3-1 Tissus protecteurs

L’épiderme représente le tissu de revétement delefe Il couvre toute la surface du
limbe pour protéger les tissus internes et maintenirigidité de la feuille. Les cellules
épidermiques sont des cellules vivantes. Elles dépourvues de chloroplastes (Camefort,
1986). Ces cellules épidermiques de la feuille stisposées de fagcon compacte et sont

recouvertes d’une cuticule qui limite les pertesagl (Raven edl., 2000) (Figure 13).

Entre les cellules épidermiques, nous retrouvossiales stomates et des trichomes.
Un stomate est formé de deux cellules réniformppelés cellules stomatiques avec une
ouverture l'ostiole (Nabors, 2008) (Figure 13). logalisation des stomates se fait sur les
deux faces du limbe. Elle est généralement iné@adenefort, 1996) ; le plus souvent sur la
face inférieure (Raven et ., 2000). La densité stomatique de I'épidermesalcest bien plus

importante que celle de I'épiderme ventral (Canteft896).

Le terme trichome dérivant du mot grec «trichswi gignifie cheveux. Ce sont des
extensions de I'épiderme dont ils sont issus. ttiekomes des feuilles peuvent augmenter la

résistance au stress abiotiques (Dalial €22008).

Il existe deux principaux types de trichomes : teashomes glandulaires et non

glandulaires (Peter et Shanover, 1998) (Figure 14).

Les trichomes non glandulaires sont présents chgdupart des Angiospermes. Les
trichomes glandulaires contiennent ou sécreteninalange de produits chimiques (Glas et
al., 2012).
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Trichome
glaﬁdulaire

~

200 um

Figure 14 : trichomes non glandulaires et glandulaires awwurface adaxiale des

feuilles deMentha spicata en microscopie électronique (Choi et Kim, 2013).

Les trichomes non glandulaires sont irréguliérendisitibués tout au long des nervures
et sont situés sur les extrémites foliaires (Bglleadl ., 2007).

3-2- Mésophylle

C'est le parenchyme chlorophyllien de la feuillee Imésophylle est composé de
parenchymes (Camefort, 1996). Ces derniers serdifféent en parenchyme palissadique et
parenchymes lacuneux (Bousquet, 2007). Le pareneHgouneux est constitué de cellules
moins régulieres, il est localisé entre I'épidenmigrieur et le parenchyme palissadique. Ce
parenchyme est trés dense, avec des lacunes estcellules arrondies (Ravenatt, 2000)
(Figure 13).

3-3- Tissus conducteurs

La nervure principale est située tout le long’drd de la feuille, reliée aux bords de la
feuille par des nervures secondaires (Corson, 20@8%) nervures secondaires sortent de la
nervure centrale et sont appelées aussi nervillessont de petites nervures qui forment un
réseau dans le mésophylle (Raveal £2000) (Figure 13).

Dans les nervures, le xyleme est toujours du détkx face supérieure de la feuille, par
contre le phloeme est sur la face inférieure, lersures apportent un soutien mécanique a la
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feuille. Chez la plupart des Dicotylédones qui présnt une nervation réticulée, les nervures

constituent un réseau (Nabors, 2008).

Le xyleme est le principal tissu conducteur deU’'ed des sels mineraux chez les
plantes vasculaires, ce sont des cellules allongiessédant une paroi secondaire et
dépourvues de protoplasmes a maturité, avec présks ponctuations au niveau de la paroi.
Le phloeme est le principal tissu conducteur deéee organique des plantes vasculaires
(Raven etl., 2007).
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Chapitre 4 Matériel et méthodes

4- Méthode de coloration des feuilles

Notre travail d’expérimentation a été réalisésain du laboratoire Ressources Naturelles
de I'Université de Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou.

Pour colorer les feuilles d&zphus lotus, nous avons donc pris de chaque sujet plusieurs
feuilles et nous les avons mises dans un béchetaRaite, nous avons utilisé la technique de

coloration de Phillips et Hayman (1970), dont letpcole est comme suit :
- ringage des feuilles a I'eau courante ;
- mettre les feuilles dans du KOH a 10% pour dunee variable a I'étuve a 90° ;
- rincage a I'eau plusieurs fois ;

- faire plusieurs rincage a b, a 10%, pour une trés courte durée a I'étuve g 8afu’ a ce

gue les feuilles blanchissent ;
- rincage a I'eau plusieurs fois ;

- neutraliser les feuilles dans un bain d’adaftique a 10% pendant 3 a 4 min ; pour éliminer
le taux de KOH.

- mettre les feuilles dans une solution coloradgebleu de trypan, pour une longent durée a
I'étuve a 90° ;

- rincage a I'eau jusqu’ a I'enlévement de I'exdesbleu trypan ; pour les blanchissements des
feuilles.

- les feuilles sont transférées dans le glycérol.

Les feuilles sont montées entre lame et lamellebservées au microscope photonique. Des

photos sont prises a des grossissements différents.
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Chapitre 5 Résultats et discussion

1- Résultats

D’aprés les observations au microscope optiquealgbes deZiziphus lotus, colorées
au bleu trypan, nous avons noté la présence desemgiophytes au niveau de I'épiderme.

Ces mycoendophytes sont intercellulaires. Les fiats sont retrouvés aussi entre les cellules
épidermiques (Figures 20 et 21).

Figure 20: mycoendophytes intercellulaires observés auan@mpe optique (sujets 1 et 8)
(X400).

Figure 21: mycoendophytes intracellulaires observés auastmpe optique (sujet 8)
(X400).

L'épiderme porte aussi des stomates. lls sont ptésvec une densité différente d’'un
sujet a l'autre. Les stomates de la face inférisarg répartis sur toute la surface des feuilles

et les stomates de la face supérieure sont présetusr de la nervure principale (Figure 24).
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La plupart des sujets ont des stomates coloréseen(bigure 23). Certains sont transparents
(Figure 22).

L'observation microscopique des stomates a mis edegce des champignons
endophytes (colorés en bleu foncé) au niveau déidle, mais aussi au niveau des cellules de
garde.

Nous pouvons estimer que la majorité de ces st@mmatd colonisée par les

champignons endophytes dans la majorité des étbastde feuilles de la station de Djebla.

Figure 22 mélange de stomates colorés en bleu et de stematecolorés (sujet 2) (X400).

Figure 23: ostioles des stomates colorés en bleu (suj4&)0).
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Figure 24: présence des stomates autour de la nervurégaiacsur la face supérieure de la
feuille (sujet 8) (X400).

La figure suivante montre des mycoendophytes \8@etniveau des stomates.

Figure 25: mycoendophytes violets au niveau des stomaigst (8) (X400).

L’épiderme des feuilles de jujubier porte aussixdpes de poils (Figures 26, 27, 28 et
30). Certains sont non glandulaires, unicellulagetransparents. lls se retrouvent beaucoup
plus sur la nervure principale. Ce type de trichamest pas présent chez tous les sujets
(Figures 26 et 30). Par contre le deuxieme typsawir les poils glandulaires, ils sont

présents chez tous les sujets (Figure 29). La tdenst différente d’'un sujet a un autre. lls
sont pluricellulaires.
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Figure 26 : mycoendophytes violets sur la surface du pail glandulaire (sujet 8) (X400).

Figure 27 poils glandulaires bleus et non glandulairesdparents au niveau de la nervure
principale (sujet 8) (X400).
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Figure 29 poils glandulaires situés au niveau de la border&a feuille (A), (B) au milieu de
la feuille (sujet 8) (X400).

36



Chapitre 5 Résultats et discussion

Figure 30: poils non glandulaires observé sur la nervunecppale (sujet 8) (X100).

Ces endophytes sont présents aussi dans les sgdhienchymateuses (Figure 31).

Figure 31 champignons endophytes présents dans le pareecfsyjet 8) (X400).

Nous avons remarqué que la majorité des nervuiasifales sont colorées en bleu,
avec une densité variable des taux d’infectionfé2 et 33).

37



Chapitre 5 Résultats et discussion

Figure 32 champignons endophytes bleus observés au nivekurgervure principale et
violets au niveau des nervures secondaires (su{t4®0).

———

Figure 33 mycoendophytes marrons et marrons foncés auunides nervures et des

ramifications (sujet 1) (x400).

L’observation des échantillons sous loupe binareilau grossissement 40 montre aussi

les différentes colorations de ces mycoendoph¥yiggi(e 34).
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Figure 34 feuille deZiziphuslotus (sujet 6) observée a loupe binoculdXd0).

Les résultats des colorations des fragments feBaionfirment la présence de plusieurs
types de champignons endophytes pour cette espgétale.

Nous avons observé sur les différents sujets coasgepar ce travail que les différentes
colorations se localisent dans des zones bienrdiétées du limbe ou au niveau des bordures

des feuilles (Figure 35).

Figure 35: situation des mycoendophytes dans la feuill&id@hus lotus, observée ala

loupe binoculaire (X40).

1-1- Répartition des mycoendophytes dans les difents compartiments de la feuille
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L’observation microscopique des feuillesfl@phus lotus de la station de Djebla nous
a montré les différents compartiments anatomiquassts : épidermes supérieur et inférieur
avec les trichomes et les stomates, le parenchynes d¢issus conducteurs (nervures). Les
mycoendophytes sont répartis en fonction des @ffitsr compartiments de la feuille. Le
tableau 4 montre que :
- les mycoendophytes des feuillesAizphus lotus sont présents dans tous les compartiments
de la feuille ;
- les champignons endophytes les plus répandus/@awndes échantillons observés sont ceux

qui se colorent en bleu.

Tableau 4 : présence et couleur des mycoendoplugas les différents compartiments de la

feuille.
Endophytes
Bleu Marron Marron Rose Violet
Compartiments clair Foncé
Cellules
épidermiques + + + + +
Trichome
Glandulaire ++ - - - -
Trichome
non ++ - - + r
glandulaire
Stomate ++ - - + ++
Parenchyme + ++ + ++ ++
Nervure ++ - - + -
++ : abondant. + : rare. — : absent.

Nous avons remarqué au niveau du tableau 4 I'absges champignons endophytes
de couleur marron claire et foncée dans les tn@w® glandulaires et non glandulaires,

stomate et nervure. lls sont abondants au nivegatknchyme.
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1-2- Répartition des mycoendophytes en fonction desujets

Le tableau ci-dessous représente la répartitiendiféérents mycoendophytes en fonction
des sujets. Nous avons remarqué au niveau dess sBjet S2 et S7 l'abondante des
mycoendophytes de couleur bleu et marron. La poésda ces champignons peut s’explique

par I'exposition du végétal a I'ensoleillement.

Nous avons observé que les endophytes de coulesgssont absentes au niveau des sujets
S2, S3, S4, S6, S7 et S8.

Tableau 5 couleurs des mycoendophytes en fonction dessséghantillonnés.

Endophyte
Bleu Marron Marron Rose Violet
sujet Clair foncé

S1 ++ ++ ++ + +
S2 ++ ++ + - ++
S3 ++ + + - +
S4 + + - - +
S5 + ++ + + ++
S6 + + + - +
S7 ++ ++ ++ - ++
S8 + ++ + - ++

++ : abondant. + :rare. - : absent.
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2. DISCUSSION

La colonisation par les champigons endophytes el@flds deZiziphus lotus peut étre
expliquée par la période d’échantillonnage. La m#ales mycoendophytes se développent
dans les tissus vegeétaux, au printemps car legpetions a cette saison peuvent augmenter

la disparsion des spores fongiques (Nageradii e2013).

La colonisation inter et intracellulaires a été faomée par plusieurs études. Kusari et
son équipe (2012), EI-Nagerabi et son équipe (R@bB montré la présence des mémes
structures au niveau des feuilles du jujubier d’@n@heraft et Hamenni (2013) ont retrouvé
cela chez les feuilles d&ziphus lotus de dayate Aiat a Laghouat. Zareb (2014) a obssesé
mémes structures au niveau des espaces interratdlialaires du pistachier de I'Atlas de
dayate Aiat (Timzerth). Cette étude a été confampér Lehadi, 2013 et Benfoddil, 2015. Ces
résultats ont été confirmés aussi par Kusaal.g€2012).

Les mycoendophytes se retrouvent au niveau desastemlLe stomate joue un role
fondamental dans la régulation des échanges gagtwes échanges d’'eau. Il favorise
linfection fongique par la pénétration des spoeedravers l'ostiole. C’est le mode de

transmission horizontale noté chez quelques endegpliRaven &dl., 2000).

Nous avons estimé que la majourité de ces stomsted colonisés par les
mycoendophytes. Ceci a été confirmé par Lehadi3pWareb(2014) et Benfoddil (2015).
En comparaison avec les observations de Charéfaetenni (2013), nous remarquons que
les stomates des feuilles diziphus lotus sont colonisés par les champignons endophytes.
Nous pouvons supposer que la présence des champigmulophytes dans les stomates,
confirme le mode de transmission horizontale deages d’entre eux.

L’observation au microscope optique des feuilleidghus lotus a permis de montrer
la présence des trichomes glandulaires et non glaines sur toute la surface foliaire. Nos

résultats sont cordés par ceux de Chareft et Hanf20h3).

Nous avons aussi remarqué que les structures foegjidans les trichomes sont de
formes peu variables. Ceci peut étre di a la dpiéifde ces mycétes qui infectent les
trichomes. Nous résultats sont cordé a ceux deadi€R013), Zareb (2014) et Benfoddil
(2015) sur la colonisation des mycoendophytes aeani des trichomes glandulaires et non
glandulaires du pistachier de I'Atlas.
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Les tissus conducteurs des nervures principalesandaires sont fortement colonisés
par les mycoendophytes. Ceci a été confirmé pardithet Hamenni (2013). CheZzphus

lotus, mais aussi chez Lehadi (2013), Zareb (2014pfdkil (2015) pour le pistachier de
I'Atlas.

La présence des mycoendophytes dans les nervuneé£ipe due aux roles qu’elles

jouent dans le transport de la seve. Nous suppapgnses mycetes exploitent une partie des
nutriments qui circulent dans ces canaux condusteur
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Conclusion générale

La présente étude est réalisée sur les feuillggjdbier ¢iziphus lotus) de la région de

Djebla (wilaya de Tizi Ouzou).

Notre travail a pour objectif de montrer la présenes mycoendophytes foliaires au
niveau des feuilles de jujubier. Nous avons réalise coloration sur les différents fragments
de feuilles. Les observations faites a loupe bitedm et au microscope photonique nous
permettent de constater que les feuilles portert dimersité considérable de champignons
endophytes.

Nous avons remarqué la présence d’endophytes viglatsont intracellulaires et les
endophytes bleus et marron qui sont intercellldaire’épiderme contient aussi des
endophytes bleus et violets localisés au niveau siesiates présents avec des densités
différentes d’un sujet & un autre. La majorité smates sont colorés en bleus, certains sont

non colorés.

Au niveau de I'épiderme, nous avons rem@ra@u’il I'existe deux types de poils, poils

non glandulaires de couleur bleu et violet epleds glandulaires de couleur bleu et marron.

La présence des endophytes bleus, violets et emseseau des nervures principales est

notée. lls apparaissent plus foncés. Cette cotoraiminue lorsqu’on s’éloigne de la nervure.

D’aprés nos résultats, nous remarquons qu’il exiters endophytes au niveau des

feuilles de jujubier.

Cette étude est une simple initiation. Il est rec@ndé dans le futur de réaliser des

études plus approfondies qui visent essentielledent

> identifier les différents genres d’endophytes pnéseu niveau des feuilles de
jujubier Zizphuslotus) ;

> étudier l'aspect anatomiques et physiologiques aecdlonisation de ces
endophytes, afin d’expliquer le mécanisme d’inteoacentre la plante et les
champignons ;

> exploiter ces endophytes dans le domaine de la ecmégel’agriculture et

'agroalimentaire atravers ['étude des compdseactifs qu’ils synthétisent.
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Résumé

Les champignons endophytes sont des microorganigoiegvent a l'intérieur des plantes.
Cette association a une grande importance dansatlaen en permettant a la plante de se
protéger contre les agents pathogenes et les begsivNotre étude a porté sur I'identification
des mycoendophytes présents dans les feuillesjdhigu Ziziphus lotus) de la région de
Djebla (wilaya de Tizi Ouzou), par des coloratians bleu trypan et des observations au
microscope photonique. Les résultats obtenus onttrdda présence de ces champignons
endophytes aux niveaux inter et intracellulairett€eolonisation est révélée dans tous les
compartiments de la feuille (épiderme, trichomésnates et nervures). Ces mycoendophytes

apparaissent avec des formes et des couleursethifésy.

Mots clés :Endophytes fongiquegjzphus lotus, feuilles, Tizi Ouzou (Algérie).

Summary

Endophytic fungi are microorganisms that live imsiplants. This association has a great
importance in nature, allowing the plant to protgself against pathogens and herbivores.
Our study focused on the identification of mycoeptuges present in the leaves of the jujube
(Ziziphus lotus) of the region of Djebla (wilaya of Tizi Ouzouyypan blue colorations and

observations under a photonic microscope. The tesbltained showed the presence of these
endophytic fungi at the inter and intracellulardess This colonization is revealed in all the

compartments of the leaf (epidermis, trichomesnsta and veins). These mycoendophytes

appear with different shapes and colors.

Key words: Fungal endophytes, Ziziphus lotus, leaves, Tizd&w(Algeria).
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