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Introduction générale

L’olivier appartient a la famille des Oléacées et au genre Olea qui se compose de 33
especes dont la plupart se rencontrent en Europe, en Afrique de 1’est et en Afrique australe,

ainsi qu’en Asie tropicale (Vossen et al., 2007). C’est est une espéce typique de 1’aire

bioclimatique méditerranéenne (Loussert et Brousse, 1978). 2 sous espéces qui se
différencient par leurs caractéeres morphologiques et leur répartition géographique : Olea

europaea sylvestris ou oléastre (I'olivier sauvage) et Olea europaea sativa ou l'olivier cultivé

(Vossen et al., 2007). Ce dernier est I'un des arbres fruitiers domestiques les plus anciens et la
culture fruitiére la plus cultivée au monde. Sa rusticité et sa plasticité écologique lui ont
permis une large répartition méme s’il ne supporte pas les basses températures, sa culture
remonterait a la préhistoire (Loussert et Brousse, 1978). Malheureusement, l'olivier est soumis
a beaucoup de problémes tels que : stress biotique et abiotiques (contraintes hydriques,

températures tres basse, stress salin, pollution...) qui affectent sa santé.

L’olivier comme la plupart des arbres, fait des associations symbiotiques avec un
certain nombre de champignons. Parmi les champignons impliqués dans ces interactions, nous
pouvons citer les champignons endophytes. Ils sont diversifiés sur le plan taxonomique et
biologique, ils ont le caractere de coloniser les tissus végétaux sans causer de dommages
apparents a leur hote (Schulz et Boyle, 2006). La majorité des champignons endophytes
établissent une relation mutualiste avec leur héte en protégeant ce dernier. Ils permettent a
I’arbre de résister aux stress (hydrique, parasitaire, manque de nutriment, pollution...). lls
peuvent jouer un réle dans le processus de phytoremédiation et la dégradation des toxines
environnementales (Ma et al., 2011).

Ce travail fait suite aux travaux de haouche (2018) et chikdene (2019) qui montre
I’valuation de la pollution automobile en milieu urbain par la quantification de certains
métaux lourds et son impact sur le métabolisme primaire et secondaire et I’activité
antioxydante d’olea europea Nous avons choisi les feuilles de deux ans pour enchainer avec
les travaux de M®'® Haouche en 2018, qu’elle a échantillonné et travaillé sur les feuilles de
I’an précedent (2017).

Cette étude rentre dans le cadre des activités de recherche du laboratoire Ressources
Naturelles de 1’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. Notre travail a pour but de
montrer 1’impact de la pollution atmosphérique sur la diversité en mycoendophytes foliaires
de D’olivier de deux sites d’étude : Krim Belkacem (zone urbaine exposé a la pollution
atmosphérique) et Attouche (zone rurale moins exposée a la pollution atmosphérique), dans la

wilaya de Tizi-Ouzou. Pour cela, nous avons subdivisé ce mémoire en 4 chapitres

2



Introduction générale

» Le chapitre 1 : nous avons donné des généralités sur la pollution ;

» Le chapitre 2 : description des mycoendophytes, leurs différents réles notamment
le réle dans la phytoremediation

» Le chapitre 3 : nous avons décrit le milieu et présenté le matériel ainsi que les
méthodes utilisées dans notre étude ;

» Le chapitre 4 : nous avons présenté et discuté nos résultats.

Nous avons terminé notre travail par une conclusion générale et des perspectives.



Chapitre | Géneralités sur la pollution

I- Introduction :

La pollution de I’air a commencé des 1’antiquité avec les regroupements d’hommes et
d’animaux. Elle est la résultante de multiples facteurs : croissance de la consommation
d’énergie, développement des industries extractives, métallurgiques et chimiques, de la
circulation routiére et aérienne, de I’incinération des déchets ménagers, des déchets
industriels, etc. La pollution atmosphérique sévit surtout en milieu urbanisé et dans les zones
d’activités, non seulement par suite de la concentration des industries et des foyers

domestiques, mais aussi a cause de la circulation des véhicules a moteurs (Fontan, 2004).

Les métaux lourds peuvent étre définis comme : Tout métal ayant une densité supérieure a
5. Tout métal ayant un numéro atomique élevé, en général supérieur a celui du sodium
(Z=11). Tout métal pouvant étre toxique pour les systemes biologique (Anfossi et al., 1997).
En principe, certains métaux, comme aussi les autres éléments, peuvent étre essentiels pour un
organisme, par exemple une plante ou un animal. D’autres métaux ne sont pas nécessaires a la
vie, mais ils perturbent souvent le cours normal des processus métaboliques, méme a 1’état de
traces; a I’exception de faibles doses tolérables, de tels métaux ont souvent un effet toxique.
Le Nickel par exemple, constitue un polluant pour les plantes, par contre il est essentiel a des

traces pour la vie de certaine animaux (Bliefert et Perraud, 2001).

Les dommages causés par la pollution atmosphérique peuvent se manifester de plusieurs
facons. Les différentes composantes de 1’environnement réagissent a la pollution
differemment, les végétaux inférieurs surtout les lichens présentent souvent des altérations
physiologiques, morphologiques et structurales avant méme I1’apparition des moindres
symptomes d’intoxication chez I’homme (Semadi 1989). Ils peuvent apparaitre rapidement
sur le feuillage, sous la forme de lésions nécrotiques (tissus morts). Ils peuvent aussi étre lents
a se manifester et entrainer le jaunissement ou la chlorose de la feuille. On peut aussi
remarquer un ralentissement de croissance au niveau de différentes parties de la plante. Il
arrive que les plants meurent tout de suite, mais la mort se produit habituellement aprés des
attaques répétées (Heather, 2003).

De plus, une accumulation excessive de métaux lourds chez les plantes peut étre
transférée au niveau suivant dans une chaine alimentaire, affectant ainsi plusieurs niveaux
dans un écosystéme (Etesami et al., 2018). La pollution atmosphérique n’a pas de fronticres et

touche de nombreux aspects depuis les problémes au voisinage d’installations polluantes,
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jusqu’a I’échelle dite « globale » et planétaire concernée par la hausse des concentrations de

gaz a effet de serre (Fontan, 2004).

- Définition de la pollution atmosphérique :

En Algérie, la pollution atmosphérique est définie, dans I’article 3 de la loi 03-10 du 19
juillet 2003 relative a la protection de I’environnement dans le cadre du développement
durable, comme suit : "Pollution de I’Atmospheére : I’introduction de toute substance dans 1’air
ou dans I’atmosphére provoquée par I’émanation de gaz, de vapeurs, de fumées ou de
particules liquides ou solides susceptibles de porter préjudice ou de créer des risques au cadre
de la vie, a la santé ou a la sécurité publique ou a nuire aux végétaux, a la production agricole
et aux produits agroalimentaires, a la conservation des constructions et des monuments ou au
caractére des sites” ( J.O.R.A, 2003). La notion de pollution atmosphérique a connu de
profondes mutations. Elle évolue et change d’échelle ; elle intégre des phénomenes
complexes et interdépendants allant de 1’échelle globale a 1’échelle locale, du changement

climatique planétaire aux modifications dans la biodiversité (Fontan, 2004).

II-  Sources de la pollution atmosphérique :
Les sources de la pollution atmosphérique peuvent avoir une origine naturelle ou humaine
(Tableau 1) (Haouche, 2018).

Tableau 1 : les différentes sources de pollution atmosphérique :

Sources naturelles Sources anthropiques

Volcans ; combustibles fossiles (charbon, pétrole et
Végétation ; gaz) ;

Foudre ; Circulation automobile ;

Erosion ; Rejet industrielle ;

I11-1- Sources naturelles :
I11-1-1- Volcans :

Les volcans, envoient dans l'atmosphére d'énormes quantités de gaz et de particules.

Les particules de 1’éruption volcaniques ont la propriété de diminuer le rayonnement solaire a
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la surface du sol, et donc, d’entrainer une baisse de la température ambiante (Elichegaray,

2008).
111-1-2- Végétation :

Les plantes qui produisent du pollen dont certains causent des allergies, le pollen ou
les gametes des fleurs des végétaux sont portés par les étamines. Grace a I’action des insectes
et du vent, ils peuvent étre dispersés et ainsi féconder d’autres fleurs de leur espece, mais elles
peuvent aussi pénétrer dans nos voies respiratoires et provoquer des réactions allergiques,

parfois violentes, chez les sujets sensibles (Anonyme, A).
I11-1-3- Autres sources naturelles :

-La foudre, en oxydant I’azote atmosphérique, produit de grandes quantités d’oxyde d’azote

(NOx) (Elichegaray, 2008).

-L’érosion éolienne introduit de nombreuses particules dans 1’atmospheére, la désertification se
traduit par le réenvol de quantités considérables d’éléments terrigénes. Les depdts de
poussieres rougeatres d’origine sahariennes aprés un fort vent de sud proviennent de ce

phénoméne (Elichegaray, 2008).
I11-2- Sources anthropique :
I11-2-1- Combustibles fossiles :

Pour tous les processus de combustion, on utilise couramment des combustibles
constitués principalement de carbone (charbon, fuel, bois, gaz naturel), source de dioxyde de
carbone(CO2). Ces combustions ne sont jamais complétes et dégagent du monoxyde de
carbone(CO) et des hydrocarbures imbrilés. En présence de 1’azote de 1’air, se forment des
oxydes d’azote. Le soufre présent dans les fuels et le charbon s’oxyde pour devenir du

dioxyde de soufre (SO2) (Abdelly, 2007).
111-2-2- Pollution automobile :

La pollution automobile est une contamination de I’atmosphére liée a une circulation
routiere importante, provoquée principalement par la combustion de combustibles fossiles (en
particulier de pétrole sous forme d’essence et de gazole) (Pagatto, 1999). Toutes les voitures,

quel que soit leur carburant, rejettent différents produits de combustion :
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o Le dioxyde de carbone (CO) ;
o Le monoxyde de carbone (CO) ;
o Le dioxyde d'azote (NO2) ;

e Les hydrocarbures non bralés (hc).
111-2-3- Rejets industrielles :

Quelques exemples des procedes industriels réputés polluants sont indiqués ci-apres

avec les principaux aéro-contaminants émis (en plus du CO3) (Viala et Botta, 2005).

- Industries de bois, des insecticides (dioxines et furane) ;

- Industries des accumulateurs (plomb) ;

- Batiment et traveaux publics (particules) ;

- Cimenteries, plateries (poussiéres, métaux lourds) ;

- Usine de pate papier SO (produits malodorants, mercure) ;

- Industries des matieres plastiques et de caoutchouc (SO2, hydrocarbures, aldéhydes, métaux
traces).
-Raffineries de pétrole (SO, hydrocarbures, mercaptans, gaz, aldéhydes et autres composés

organiques volatils) (Viala et botta, 2005).

L’industrie rejette également certains polluants plus spécifiques : les installations de
traitement des minerais émettent des métaux lourds comme le Cadmium, le Zinc et le Plomb,
le Mercure, quant a lui, provient surtout de I’incinération des ordures ménagéres. Les métaux
lourds dans D’air sont sous forme de particules a I’exception du Mercure qui est
principalement gazeux. lls proviennent de combustions, de certains procédés industriels, de
I’incinération des déchets (Abdelly, 2007).

VI- Impact de la pollution atmosphérique sur la végétation :

Il'y a trois échelles ou se manifeste la pollution atmosphérique. A 1’échelle locale avec
surtout (mais pas uniquement) des effets sur la santé humaine, a I’échelle régionale ou les
effets les plus spectaculaires sont 1’acidification des eaux de surface et le dépérissement des
foréts, et enfin a 1’échelle planétaire avec la destruction de 1’ozone stratosphérique et
I’augmentation de ’effet de serre avec des risques de modification climatiques et des

répercussions sur la biosphére, sur les niveaux des océans, mais aussi sur la sante de I’homme

(Ramade, 2002., Fontan, 2004).
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Les végétaux sont la premiere ligne face aux pollutions atmosphériques car ils vivent
fixés et constituent la base du fonctionnement des écosystemes terrestres et aquatiques. La
nature et I’importance de 1’impact des polluants atmosphériques sur les végetaux va dépendre
des caractéristiques physiologiques et biochimiques du végétal touché, et des propriétés du ou
des polluants rencontrés. Les perturbations physiologiques des plantes sont variées et sont
observables, selon la nature du polluant, sur des zones plus ou moins étendues qui vont de

I’échelle locale jusqu’a I’ensemble de la planéte (Garrec, 2019).

Lors de faibles pollutions et/ou lorsque les systemes de défense de la plante sont
suffisants pour limiter I’impact physiologique d’un polluant, cette résistance a tout de méme
un colt physiologique, qui se caractérise par des diminutions de taille, de baisses de

rendement... on parle alors de « dégats invisibles » (Garrec, 2019).

Lors de fortes pollutions et/ou lorsque les systémes de défense de la plante ne sont pas
suffisants, des dommages irréversibles apparaissent comme des morts cellulaires (les nécroses
foliaires entre autres) (Figure 1). On parle alors de « dégats visibles » liés a la pollution

atmosphérique (Garrec, 2019).

Nécrose

Figure 1 : nécroses sur la feuille du tabac provoquées par la pollution atmosphérique
(Garrec, 2019).
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I- Introduction

Les plantes sont colonisées par plusieurs micro-organismes (Agler et al., 2016). C’est
un habitat microbien (Ruinen, 1956). Qui pourra les héberger sur sa surface comme épiphytes,

ou au sein de ses tissus, comme endophytes (Linares, 2010).

Le terme endophyte a été utilisé pour la premiere fois par De Bary en 1866 pour
décrire les champignons qui colonisent l'intérieur des tissus végétaux des tiges et des feuilles,
il est composé de deux mots grecs, endon: signifiant au sein et phyton: désignant plante
(Mishra et al., 2014). L’existence de ces champignons est connue depuis la fin du 19¢me
siécle. Les premiers fossiles d’endophytes remontent aux tem ps ou les plantes supérieures
sont apparues sur terre (Redecker et Kodner, 2000). Ces micro-organismes sont pratiqguement
présents chez presque toutes les plantes et ont été isolés a partir de presque tous les tissus
végétaux de Gymnospermes et d'Angiospermes (Stone et al., 2000, Jeewon et al., 2013,
Doilom et al 2017, Vinit et al., 2018 ; Sarma et al., 2018). IIs résident entiérement dans les
tissues des plantes, et colonisent les espaces inter et / ou intracellulaires des racines ainsi que
les parties aériennes: tiges et feuilles (Stone et al., 2000). Ils sont des organismes qui vivent
au moins une partie de leurs cycle de vie a I’intérieur de plantes sans causer de symptomes
visibles (Ghasemi et al., 2019).

Les caractéristiques générales des champignons endophytes sont majoritairement issus
du phylum Ascomycota et présentent une grande diversité (Arnold, 2007). Selon les auteurs,
une distinction peut étre faite entre les interactions mycorhiziennes et les interactions
endophytes, car ces derniéres ne possedent pas dinterface avec des hyphes spécialisés
présents chez la plupart des mycorhizes (Brundrett, 2004). Cette définition prend ainsi en
compte la variabilité des interactions entre les endophytes et la plante. On retrouve un large
éventail d'interactions tels que le mutualisme ou I'hote et le colonisateur retire un bénéfice de
I'interaction (Sieber, 2002). Ils regoivent la nutrition et la protection de la plante hote tout en
assurant a la plante hote une résistance accrue aux herbivores et aux agents pathogénes
(Abdul Rahman, 2018). Les champignons endophytes sont également connus pour aider leurs
hotes face aux facteurs de stress abiotiques tels que la sécheresse (Esfahlan et al., 2018). Ils
jouent un role clé dans 1’adaptation des plantes hotes aux environnements pollués et ils
peuvent améliorer la phytoremediation en mobilisant/ dégradant ou immobilisant la
phytotoxicité et en améliorant la capacité de tolérance aux métaux des plantes (Li et al.,
2018).
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Les champignons endophytes ont fait I'objet de plusieurs recherches notamment chez
les plantes fourragéres (fétuque) aprés que Charles Bacon et ses collegues les ont découvert
pour la premiere fois, suite a une intoxication du bétail causee par des alcaloides contenus
dans les plantes de fétuque consommeées et produits par les endophytes (Bacon et al., 2000).
Depuis les cinquante dernieres années, des publications se sont progressivement intensifiées,
mais c¢’est a partir de la fin du 20éme siécle que les champignons endophytes ont réellement
attiré 1’attention avec la découverte de la production de 1’anti-cancéreux paclitaxel par un
endophyte Taxomyces andreanae (Malhadas, 2017). La littérature scientifique sur les
champignons endophytes se focalise en particulier sur deux aspects :

- pharmacologique : les endophytes ont la capacité de produire de nombreuses molécules
bioactives dont certaines possédent des propriétés thérapeutiques utilisables contre de tres

nombreuses maladies (Kurasi et al., 2012) ;

- écologique : la phylogénie des endophytes et de leurs hotes, les interactions entre le
champignon endophyte et la plante hote, I'impact de ces champignons endophytes sur la

diversité végétale et le fonctionnement des écosystemes (Kurasi et al., 2012).
- Systématique des champignons
11-1-Introduction

Les champignons ont une paroi constituée de chitine, polysaccharide trés résistant
constitué de résidus N-acétylglucosamine (Carlile et Watkinson, 1994), Ils sont
absorbotrophes (Martin, 2014). Ces organismes sont dépourvus de chlorophylle et sont tous
hétérotrophes ; le glycogeéne est le polysaccharide de réserve principal, ils sont constitués d’un
appareil végétatif (le thalle) bien adapté aux divers modes de vie hétérotrophe des
champignons (Carlile et Watkinson, 1994 ; Redecker, 2002). Leur incapacité a synthétiser des
sucres a partir de simples ressources minérales les distingue fortement des végétaux qui eux
sont autotrophes grace a la chlorophylle et a la photosynthése. Ils doivent extraire de leur

environnement des composés organiques déja constitués (Martin, 2014).

Les champignons jouent un rdle crucial dans I'équilibre des écosystemes. Ils colonisent
la plupart des habitats sur terre, préférant des conditions sombres et humides. Ils peuvent
prospérer dans des environnements apparemment hostiles, tels que la toundra, grace a une
symbiose extrémement réussite avec des organismes photosynthétiqgues comme les algues

pour produire des lichens. Pourtant, comme les bactéries, ils sont les principaux
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décomposeurs de la nature. Grace a leur métabolisme polyvalent, les champignons
décomposent les matieres organiques qui ne seraient autrement pas recyclées (Rye et al.,
2019).

La capacité des champignons a dégrader de nombreuses molécules volumineuses et
insolubles est due a leur mode de nutrition. Ils produisent une variété d'exoenzymes pour
digérer les nutriments. Leur mode de nutrition se fait par absorption en libérant dans un
premier temps des enzymes hydrolytiques (protéases, amylases, RNases, phosphatases, etc)
dans le milieu extérieur. Par les filaments microscopiques qui les constituent. Ces enzymes
hydrolysent et fragmentent les macromolécules et permettent 1’absorption des produits de
dégradation (Jean-Claude et al., 2008). lIs sont classés en deux grandes catégories : la forme
levure unicellulaire et la forme mycélienne pluricellulaire constituée d'hyphes (Redecker,
2002). Le mouvement de petites molécules et d'enzymes dépend de la présence d'eau, la
croissance active dépend d'un pourcentage relativement élevé dhumidité dans
I'environnement. En tant que saprobes, les champignons aident a maintenir un écosysteme
durable pour les animaux et les plantes partageant le méme habitat. En plus de reconstituer
I'environnement en nutriments, ils interagissent directement avec d'autres organismes de

maniere bénéfique, et parfois méme dommageable (Rye et al., 2019).

La plupart des especes se multiplient selon les cycles de reproduction assexué et sexué
et présentent une alternance de générations. Un autre groupe de champignons appelé
Deuteromycétes sont des champignons septés (Rey al., 2019). Leur appareil végétatif est
ramifié ; lls se reproduisent via des spores, se multipliant de facon non sexuée (dite

aussi végétative) (Martin, 2014).
11-2- Principaux groupes de champignons

Les champignons constituent I'un des groupes Eucaryotes les plus importants qui
jouent un réle clé dans le cycle des éléments nutritifs et du carbone dans les écosystemes
terrestres en tant que mutualistes, agents pathogenes et saprotrophes autonomes (Laughlin et
Spatafora, 2014). De nombreux champignons sont non cultivables et produisent rarement des
structures sexuelles visibles, les techniques moléculaires sont largement utilisées pour la
détection taxonomique d'especes, afin de comprendre I'évolution de leur diversité. La
disponibilité de séquences de genes marqueurs codants pour des protéines et des genes
d'’ARNTr et I'évolution d'outils de la génomique ont encore affiné l'ordre de divergence et de

classification des principaux groupes fongiques (Tedersoo et al., 2018). Selon James et al.
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(2006) I’organisation des champignons en phyla est actuellement revisitée sur des bases
phylogénétiques. Quatre phyla ont aujourd’hui accepté selon une analyse phylogénétique
reposant sur 6 géenes et plus de 200 organismes

11-2-1-Chytridiomycota :

Les chytrides sont les Eumycota, ou vrais champignons, les plus simples et les plus
primitifs. Les données évolutives montrent que les premiers chytrides reconnaissables sont
apparus a la fin de la période précambrienne, il y a plus de 500 millions d'années. Environ
1000 especes ont été décrites au sein de ce phylum, ce qui correspond a environ 1% des
especes décrites de champignons (Taylor et al., 2004). Les positions basales de ce phylum
n’ont jamais pu étre clairement établies et supportées de facon robuste (James et al., 2006).
Les organismes de ce phylum sont souvent microscopiques mais peuvent aussi produire un
mycélium. Comme tous les champignons, ils ont de la chitine dans leurs parois cellulaires,
mais un groupe de chytrides a a la fois de la cellulose et de la chitine dans ses parois (Rye et
al., 2019). lls vivent géneralement dans des environnements aquatiques, bien que certaines
espéeces vivent sur terre. Certaines especes se développent comme parasites sur les plantes, les
insectes ou les amphibiens (Rye et al., 2019). On recense également de nombreux pathogenes
; 'un d’eux a récemment été responsable d’une impressionnante mortalité de batraciens aux
Etats Unis (Batrachochytrium dendrobatidis) (Blottiere, 2017).

11-2- 2- Zygomycota :

Les Zygomycota constituent un groupe ancien des champignons ayant divergé apres
les Chytridiomycota (James et al., 2006 ; Bar-Hen et al., 2008). Ce groupe formé
d’organismes microscopiques hétérogénes est polyphylétiques (James et al., 2006 ; Tanabe et
al., 2000 ; Bar-Hen et al., 2008). Plus de 600 espéces ont été decrites a ce jour (Hawksworth
1991 ; Hawksworth et Rossman, 1997 ; Hawksworth, 2001). ls sont coénocytiques et forment
des zygospores. Différents modes de vie sont retrouvés, les plus communs étant le
saprophytisme et le parasitisme (d’insectes principalement). La plupart des espéces sont des
saprophytes, quelques-uns sont des parasites, en particulier des insectes, Rhizopus stolonifer,
est un Zygomycéte qui se propage rapidement a la surface des pains, des fruits et des légumes
(Rye et al., 2019).

11-2-3-Glomeromycota,

Quant aux Glomeromycota, ce sont des organismes placés au sein des Zygomycota,

dans I’ordre des Glomérales, un groupe qui regroupait les champignons mycorhiziens a

14



Chapitre Il Mycoendophytes

arbuscules (Morton et Benny, 1990). Toutes les espéces de ce phylum sont des organismes
symbiotiques biotrophes stricts de plantes (Le Calvez, 2009). Ce phylum nouvellement créé
comprend environ 230 espéces qui vivent toutes en association étroite avec les racines des
arbres. Les hyphes interagissent avec les cellules des racines en formant une association
mutuellement bénéfique dans laquelle les plantes fournissent la source de carbone et 1’énergie
sous forme de glucides au champignon, et le champignon fournit les minéraux essentiels du

sol a la plante (Rye et al., 2019).

Les Gloméromycétes ne se reproduisent pas sexuellement et ne survivent pas sans la
présence de racines de plantes. L'analyse de I'ADN montre que tous les Gloméromyceétes sont
probablement issus d'un ancétre commun, ce qui en fait une lignée monophylétique (Rye et
al., 2019).

11-2-4- Dicaryotes (Ascomycota et Basidiomycota)

Les phyla Ascomycota et Basidiomycota forment le groupe des Dicaryotes et
représentent la majorité des espeéces de champignons décrites, en I’occurrence 67000 espéces

sur les 100.000 recensées (Taylor et al., 2004).

Les organismes du phylum Ascomycota comptent 45000 espéces décrites a ce jour
(Hawksworth, 1991 ; Hawksworth, 2001 ; Taylor et al., 2004). Les Ascomycetes sont des
champignons dépourvus de cellules flagellées (Eumycete) dont le mycélium est septé et dont
le cycle de développement sexué comporte la production de cellules particuliéres, les asques
(Lanier et al., 1978). Chez la plupart des especes de cet embranchement, la reproduction
asexuée est généralement assurée par des conidies plurinuclées. Les conidies se forment a
partir de cellules conidiogénes qui naissent au sommet d’hyphes modifiées appelées
conidiophores (Raven et al., 2008), et constituent la quasi-totalité des champignons capables
de former des associations lichéniques (Hawksworth, 1991 ; Hawksworth, 2001 ; Taylor et
al., 2004). Des modes de vie saprophytes et parasites sont également largement répandus. On
retrouve également chez ces organismes les champignons utilisés en agroalimentaire
(Saccharomyces cerevisiae) ou en pharmacologie (Penicillium chrysogenum) (Le calvez,
2009).

Les organismes du phylum Basidiomycota regroupent 22000 espéces décrites (Taylor
et al., 2004). Ils sont caractérisés par 1’existence d’un sporocyste spécialisé dans la production

de spores meiotique exogenes : la baside (Bouchet, 1989). Les spores se différencient
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extérieurement a 1’extrémité de filaments courts appelés stérigmates (Bouchet et al., 1999).
Leur mode de vie est principalement saprophyte : ce sont d’ailleurs les organismes fongiques
ayant les capacités de degradation de matériels ligno-cellulolytique les plus élaborés. On
retrouve également des organismes symbiotiques de plantes ou parasites d’animaux (Hibb et
Donoghue, 2001)

I11- Diversité et classification des champignons endophytes

Les champignons endophytes représentent une composante importante et quantifiable
de la biodiversité fongique et sont connus pour affecter la diversité des plantes.
Approximativement toutes les especes de plantes vasculaires hébergent des champignons
endophytes (Sturz et al., 2000). lls sont omniprésents et se retrouvent dans toutes les plantes
connues, y compris un large éventail de hdtes, de familles, de genres et d’especes, dans des
écosystemes tels que les arbustes, les fougeres, les mousses, les lichens, les graminées, les
feuillus et les coniferes (Mishra et al., 2014). Plusieurs efforts ont été déployes pour estimer
le nombre total de champignons sur la base de leur association avec des plantes. L’ampleur de
la diversité fongique a été estimée a environ 1,5 million (plus précisément a 1,62 million),
révisée par la suite par Hawksworth a 2,27 millions. Le chiffre fourni par Hawksworth a été

largement accepté par les experts en mycologie (Bass et al., 2011).

Des mycoendophytes ont été trouvés dans les tissus sains de tous les taxons de plantes
étudiés a ce jour. Les endophytes envahissent les tissus des plantes vivantes et résident dans
les tissus situés entre les cellules végétales vivantes (Rai et al., 2012). Il peut y avoir plus d'un
type de mycoendophytes dans une méme plante. Par exemple, treize taxons de
mycoendophyte ont été isolés des tissus des racines, des tiges et des feuilles, de Catharanthus
roseus (Rai et al., 2012).

Les endophytes sont actuellement divisés en 4 classes selon la famille de I’endophyte

concerné, la localisation dans les tissus de I’hdte et le mode de transmission (Rodriguez et

al., 2009).
I11-1-1- Endophytes de classe 1

Ce sont les endophytes Clavicipitacées (Ascomycota), limitées a certaines herbes qui
regroupent des champignons essentiellement parasites de plantes, d'insectes ou autres (Sung et
al, 2009). Cette famille est constituée actuellement de 37 genres, dont quatre possedent des

especes capables d’endophytisme : Balansia, Ephelis, Epichloé et Neotyphodium (White et
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al., 2000). Les endophytes de classe | augmentent fréquemment la biomasse végétale,
conferent une résistance a la sécheresse et produisent des produits chimiques toxigques pour les
animaux et diminuent I'nerbivorie (Mishra et al., 2014). Les plantes colonisees bénéficient
donc d’une défense optimisée, face a un spectre d’agresseurs plus large (Ballaré et al., 2011).
Néamoins certains champignons endophytes racinaires tel que Beauveria bassiana et
Trichoderma sp. ont prouvé leurs capacité a protéger leurs hdtes contre les attaques de
pucerons (Aphis gossypii) ou de criquets (Chortoicetes terminifera). Les mécanismes
impliqués seraient la synthése de métabolites secondaires toxiques ou inhibiteurs et le

parasitisme de I’herbivorie concerné (Hughes, 2016).
I11-1-2- Endophytes de classe 2 et 4

Ils comprennent les endophytes non Clavicipitacées, ils ont montré la capacité de
coloniser de maniére asymptomatique des Monocotylédones et des Dicotylédones. Ils
colonisent les racines, les tiges, les feuilles ou la plante entiere. 1ls peuvent étre transmis
verticalement ou horizontalement (Rai et al., 2012). Ils sont tres divers et comprennent des
especes allant de Pezizomycotina (Ascomycota) a Agaricomycotina et Pucciniomycotina
(Basidiomycota) (Nazir et Abdul Rahman, 2018). Ils peuvent améliorer la condition physique
aux plantes en lui procurant des avantages des contraintes propres a ’habitat, telles que le pH,

la température et salinité (Nazir et Abdul Rahman, 2018).

Les endophytes de classe 4 sont principalement des champignons Ascomycetes
conidiaux ou stériles qui forment des structures mélanisées telles que des hyphes inter et
intracellulaires et des microsclérotes dans les racines (Rai et al., 2012). lls se limitent
également aux tissus végétaux souterrains, mais peuvent coloniser beaucoup plus de tissus
végétaux (Nazir et Abdul Rahman, 2018). Ils sont présents principalement dans le cortex de la
racine (Porras-Alfaro et al., 2008). Ils semblent se reproduire par reproduction asexuée
principalement (conidies et croissance/fragmentation mycélienne). Le mode de transmission

est strictement horizontal (Rodriguez et al., 2009).
I11-1-3- Les endophytes de classe3

Cette classe comprend les champignons endophytes de plantes vasculaires et non
vasculaires, d'Angiospermes ligneuses et herbacées (Mishra et al., 2014). Ils se distinguent
des autres endophytes en ce qu'ils limitent leur colonisation aux tissus végétaux aériens,

formant une infection localisée principalement sur les feuilles et les rameaux des plantes
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hotes, mais aussi occasionnellement sur les organes reproducteurs (Arnold, 2007). Ce groupe
est extrémement diversifié, contient de nombreuses espéces de Basidiomycetes (Bao et al.,
2013). Ils sont attribuées aux formes epiphytes ou pathogénes qui sont largement signalées,
entre autres : Alternaria alternata, Fusarium sp., Cladosporium sp., Epicoccum purpurascens,
Didymella phleina, Stemphyllium botryosum, Arthrinium sp., et Cladosporium tenuissimum
(Stone et al., 2004).

IV- Mode de transmission des mycoendophytes
Les endophytes possedent deux modes de transmission (Figure 2) :
IV-1- Transmission verticale

Les plantes hétes transmettent des semences infectées a la plante suivante (Mishra et
al., 2014). La croissance se fait a I’intérieur des tissus de l1a plante hote, le passage et la
transmission des hyphes des champignons de la plante vers la descendance sont effectués par

le biais de la graine. C’est le cas des Poacées, (Selosse et Schardl, 2007).
IVV-2- transmission horizontale

La transmission horizontale est propre aux champignons endophytes a reproduction
sexuée. Elle se fait via des spores qui peuvent étre disséminées par le vent, ou par un vecteur
(insectes en général). Elle procede de la pénétration d’un hyphe de champignon endophyte
dans une graine, un grain de pollen ou une propagule de la plante héte (Hodgson et al., 2014).
On reconnait de plus en plus des champignons endophytes non systémiques et a transmission
horizontale servant de symbiotes de vegétaux (Yuan et al., 2010). La majorité des plantes
étudiées a ce jour sont infectées horizontalement par plusieurs groupes de mycoendophytes
(Davis et al.,2003). Ce mode de transmission peut fournir une tolérance thermique pour la
plante (Redman et al., 2002).
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Figure 2: représentation schématique des modes de transmission des champignons
endophytes du genre Neotyphodium (Saikkonen et al., 2004).

V- Roles des mycoendophytes
V-1- Nutrition et croissance

Le champignon tire des végétaux une partie des substances carbonées formées au
cours de la photosynthése et utilise ces substances pour son métabolisme (Peter et al., 2013).
Le champignon, améliore la nutrition hydrique et minérale de la plante héte car ses hyphes
sont capables d’explorer un volume de sol plus important que le volume exploré par les
racines. Il peut améliorer I’absorption des éléments nutritifs par 1’hdte comme la fixation de
I’azote et I’assimilation du phosphore, et ils régulent les qualités nutritionnelles (Nassar et al.,
2005 ; Tan et Zou, 2001 ; Waller et al., 2005 ; Zhang et al., 2006). Ils contribuent & un
phénoméne nommé « Pédaler des nutriments » qui est un processus vital qui consiste a
équilibrer les nutriments et a les rendre disponibles pour chague composante de 1’écosystéme
(Mishra et al., 2014).

Les champignons endophytes facilitent I'absorption des éléments nutritifs pour les
plantes, ce qui conduit a la stimulation de la croissance. Ceci peut avoir des effets indirects
positifs sur les autres fonctions bien connues, telles qu'une tolérance au stress ou une
résistance accrue aux agents pathogenes chez les plantes (Kageyama et al. 2008). Ils peuvent
aider les hétes a produire des molécules. L’endophyte Piriformospora indica augmente la
croissance de 1’hote par la production de phytohormones, tels que 1’acide indole-3-acetic

(IAA), acide indole-3-pyruvic (IPA), cytokinines et d’autres substances de la croissance
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comme les vitamines (Tan et Zou, 2001 ; Nassar et al., 2005 ; Waller et al., 2005 ; Zhang et
al., 2006).

V-2- Champignons endophytes comme source de produits naturels bioactifs

Les champignons endophytes sont considérés comme un important réservoir de
nouveaux meétabolites secondaires bioactifs (Strobel et al., 2004 ; Tan et Zou, 2001). lls
produisant le plus grand nombre de métabolites secondaires par rapport aux autre catégories
de microorganismes (Zhang et al., 2006). Ainsi qu’une grande diversité structurale
comprenant des alcaloides (amines, amides...), peptides, stéroides, terpénoides, phénols,
quinones, composés aliphatiques, flavonoides etc (Yu et al., 2010). Ces substances naturelles
produites par les champignons endophytes possedent un large spectre d’activité biologique
(Zhang et al., 2006), comprenant des composés antibiotiques, antifongiques, antiviraux,
immunosuppresseurs, agents anticancéreux, antioxydants, insecticides et autres substances
biologiquement actives (Strobel et al., 2004 ; Strobel et Daisy, 2003).
V-3- Réle écologique

Les champignons endophytes recgoivent la nutrition, la protection, et la possibilité de
se propager grace a leurs hotes; et en retour la plante héte bénéficie aussi de certains
avantages procurés par I’endophyte (Clay et Schardl, 2002). Ce dernier joue un réle important
dans la communauté écologique, dans le but de réduire I’ampleur de la dégradation de
I’environnement, de la perte de biodiversité et de la détérioration des sols et des eaux
provoquée par un exces d’insecticide organique toxique, d’égouts industriels et de poisons des
gaz. La lutte biologique utilisant des endophytes comme nouvelle méthode efficace est de
plus en plus utilisée pour assainir I'environnement et tuer des insectes ou des agents
pathogenes (Guo et al., 2008).

Le succes de la phytoremédiation dépend de la capacité des microbes et de la plante a
tolérer et a accumuler de fortes concentrations de polluants, tout en produisant une biomasse
importante. Les associations de microbes de plantes tolérantes aux polluants ont fait 1’objet
d’une attention particuliere en raison du potentiel de microorganismes pour la
bioaccumulation de métaux lourds et d'autres polluants de I'environnement ou de son
amélioration de la croissance des plantes et de l'absorption de polluants du sol par les plantes
par la mobilisation / immobilisation d'un polluant. La recherche sur les organismes
endophytes associés aux plantes pour lI'amélioration de la phytorémédiation représente une

avenue prometteuse. Les études passées ont privilégiés la recherche portant sur les bactéries
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endophytes pour assister a la phytorémédiation, et peu de choses sont connues parmi les
champignons endophytes et leur association avec les plantes (Li et al., 2012).

L'un des avantages de l'utilisation de champignons pour la phytoremédiation in situ est
la capacité de couvrir et de pénétrer de grandes surfaces par des hyphes. Les champignons ont
un mécanisme pour décomposer la lignine, la cellulose et I'némicellulose, qui présentent des
structures récalcitrantes différentes. Les especes les plus étudiées sont les Basidiomycétes, les
Trametes, les Phanerochaete, les Pleurotus, les Bjerkandera, les Coriollopsis et plusieurs
autres Aspergillus, Trichoderma et Fusarium. Les oxydases dérivées des champignons les
plus importantes sont les laccases, les peroxydases, les polysaccharides lytiques et les
monooxygénases qui peuvent dégrader différents composés et d’autres enzymes fongiques
impliquées dans la minéralisation du xénobiotique. De futures expériences seront nécessaires
pour évaluer plus en profondeur les réles et les mécanismes des endophytes (Parmar et al.,
2018).

Les champignons endophytes ont une trés grande plasticité de développements et sont
aussi sources de nombreux métabolites secondaires (Tan et Zou, 2001; Schulz et al., 2002;
Hyde et Soytong, 2008). Lors de la phytoremédiation des métaux lourds, les endophytes
résistants aux métaux lourds peuvent ameliorer la croissance des plantes, réduire la
phytotoxicité des métaux et affecter la translocation et I'accumulation de métaux chez les
plantes. Pour la phytoremédiation des contaminants organiques, les endophytes peuvent
produire diverses enzymes qui degradent les contaminants organiques et reduisent a la fois la
phytotoxicité et 1’évapotranspiration des contaminants volatils (Li et al., 2012). Van Aken et
al. (2004) ont signalé que le nouveau endophyte Methylobacterium populum sp, sont
impliqués dans la dégradation de composés énergétiques tels que le 2,4,6-trinitrotoluéne,
I'nexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazine et I'nexahydro-1,3,5 -trimtro-1,3,5-triazine. 1l a été
signalé que les plantes inoculées avec une souche d’endophyte artificielle présentaient une
tolérance accrue au toluene et une diminution de la transpiration du toluéne dans 1’atmosphére
(Parmar et al., 2018).

La phytoremédiation a certaines contraintes, telles que la phytotoxicité, le
ralentissement de la croissance des plantes, la faible production de biomasse, la dégradation
lente des métaux lourds, I’absorption limitée de contaminants et 1’évapotranspiration de
contaminants volatils; par conséquent, I'application de la phytoremédiation est limitée dans la
plupart des cas (Parmar et al., 2018). Elle se base sur les processus vitaux des microbes pour
décomposer ces dechets et est devenu possible grace a la diversité microbienne innombrable.

Les microbes en tant que biosorbants sont écologiques et rentables et peuvent constituer une
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alternative efficace pour la dépollution des environnements contaminés par des métaux
lourds. Les microbes ont divers mécanismes de séquestration des métaux qui maintiennent de
plus grandes capacités de biosorption des métaux. La biosorption microbienne a pour objectif
d'éliminer et / ou de récupeérer les métaux et les métalloides des solutions en utilisant de la
biomasse vivante ou morte et ses composants (Bernard et Oluranti, 2017).

Les dernieres études ont montré que les champignons septés fonces sont les
champignons dominants dans les sites contaminés par des métaux, ils colonisent a la fois les
herbacées et les plantes ligneuses, et en particulier les racines des plantes hyperaccumulatrices
des méteaux (Hughes, 2016). Bien que les métaux lourds soient toxiques pour les plantes, il a
été démontré que beaucoup de plantes sont tolérantes au métal et que certaines ce sont des

hyperaccumulateurs métalliques (Li et al., 2012).

22



Chapitre 111 Matériel et méthodes

I- Description de la zone d’étude :

La Wilaya de Tizi-Ouzou est située sur le littoral Centre du pays a 110 km de la
capitale, Alger. Elle s’étend sur une superficie de 2992.92 km?. Elle est limitée par : La mer
méditerranée au nord, la wilaya de Bouira au sud, la wilaya de Boumerdes a ’ouest et la
wilaya de Bejaia a ’est (Figure 3). L’étude a été réalisée dans deux stations a la wilaya de
Tizi-Ouzou, ’'une est une zone urbaine considérée comme la plus encombrée de la ville de
Tizi-Ouzou, au niveau de 1’Habitat (Krim Belkacem) (Figure 4) au nord de la ville de Tizi-
Ouzou, et I’autre dans une zone montagneuse loin des voies de circulation (Attouche) (Figure

5) dans la commune de makouda située a 30 km de la ville de Tizi-Ouzou.

Meéditérranée
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Figure 3: localisation de la wilaya de Tizi-Ouzou (google .Fr)
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Oliviers

Figure 4: boulevard Krim Belkacem (Sad chaouche, 2019).

Oliviers

Figure 5 : station d’Attouche (Sad chaouche, 2019).
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- Bioclimat de la zone d’étude

La ville de Tizi-Ouzou bénéficie d'un climat typiquement méditerranéen, chaud et sec
en été, humide et pluvieux en hiver. Etant donné sa proximité avec la station météorologique
de Boukhalfa d’ou sont issues nos données météorologiques thermiques et pluviométriques
pour la ville de Tizi-Ouzou, nous avons pensé qu’il n’était pas nécessaire de réaliser des

extrapolations & partir de cette ville pour caractériser le climat de Attouche.

Tizi-Ouzou affiche une température moyenne annuelle de 19.19 °C selon I’ONM de
Tizi-Ouzou. Les mois juillet et aolt sont les plus chauds avec une température moyenne
mensuelle de 28.65 °C et le mois de janvier est le plus froid avec une température moyenne
mensuelle de 11°C (Tableau 2). La pluviométrie moyenne annuelle est de 68,95 mm. D’aprés
ces données, nous remarquons une irrégularité dans la distribution des précipitations
moyennes mensuelles. La moyenne maximale est enregistrée au mois de janvier 137,87 mm,

et la moyenne minimale aux mois de juillet 2,25 mm et aolt 5,86 mm.

Tableau 3 : données thermiques et de précipitations de la commune de Tizi-Ouzou (ONM,

2001-2017)
Données TM(°C) Tm (°C) (M+m) °C Précipitations
étéorologiques
Mois
Janvier 15.6 6.4 11 137.87
Février 16.2 6.9 11.55 98.61
Mars 194 8.8 141 92.93
Avril 22.2 11.1 16.65 75.32
Mai 26.3 141 20.2 60.97
Juin 32 18.1 25.05 11.2
Juillet 35.9 214 28.65 2.25
Aot 35.3 22 28.65 5.86
Septembre 31.1 18.7 24.9 36.39
Octobre 27.9 15.9 219 58.10
Novembre 19.9 11.4 15.65 117.55
Décembre 16.4 7.7 12.05 130.40
Total 298.2 162.5 230.35 827.45
Moyenne 24,85 13,54 19,19 68,95
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TM : températures mensuelles maximales en (°C)
Tm : températures mensuelles minimales en (°C)
(M+m) /2 : températures moyennes mensuelles (en °C)

P : précipitions.

e Diagramme de Bagnouls et Gaussen.

Matériel et méthodes

Selon Mutin (1977), le diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen permet de

définir les périodes seéches. C’est un mode de représentation classique du climat d’une région

déterminée (Dajoz, 2000). Bagnouls et Gaussen (1953), définissent un mois sec comme celui

ou les précipitations exprimées en millimétres, sont inférieur ou égales au double de la

température moyenne en °C. C’est-a-dire lorsque le rapport (P=2T).

La figure 6 montre que la période séche s’étale aussi sur quatre mois, de fin Mai jusqu’a

la fin de mois de septembre, tandis que la période humide s’étale d’octobre a la fin du mois

Mai.
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Figure 6 : diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen de la commune de Tizi-

Ouzou (ONM de Tizi-Ouzou 2001-2017)
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I11-  Echantillonnage sur le terrain

Le matériel biologique utilisé est constitué de feuilles d’olivier (Olea europeae).
L’échantillonnage a été fait au mois de « Mai 2019 », et a été réalisé sur deux sites differents
Attouche et Krim Belkacem de la Wilaya de Tizi-Ouzou. La récolte a été faite tout autour de
I’arbre d’une maniére subjective. Cing arbres d’un bon état sanitaire ont été choisis dans
chaque station. Une fois récoltées, les feuilles ont été mises dans des sacs en papiers et
ramener au laboratoire pour les conserver au réfrigérateur avant la mise en culture. Cette
derniere ne doit pas dépasser 24h a 36h entre la cueillette des feuilles et la mise en culture au
laboratoire, afin d’éviter la pourriture des feuilles qui entraine la prolifération des souches

pathogenes.

111-1- Mise en culture des feuilles
I11-1-1- Stérilisation superficielle

Une fois au laboratoire, une stérilisation superficielle a été réalisée pour les feuilles
(10 feuilles de chaque arbre ont été isolées et stérilisées. Le but de la stérilisation superficielle
est d’¢liminer les organismes épiphytes qui demeurent au niveau de phylloplan. Pour cela,

nous avons adopté le protocole de Helander et al., (1994).

-Traitement a 1’éthanol 95% pour une durée de 2 minutes ;
-Ringage a I’eau distillée stérilisée ;

-Traitement a I’eau de javel pour une durée de 03 minutes ;

-2 éme rincage a I’eau distillée stérilisée ;

-2 éme traitement a 1’éthanol 95% pour une durée de 30 secondes ;
-3 éme rincage a I’eau distillée stérilisée.

Une fois stérilisées, les feuilles sont séchées en utilisant du papier stérile. Elles sont
ensuite coupées a 1’aide d’un bistouri stérilisé. Les fragments de folioles obtenus sont
ensemencés sur les milieux de culture P.D.A. Toutes ces opérations se réalisent entre deux
becs benzen.

111-1-2-mise en culture:

Nous avons utilisé un milieu semi-synthétique P.D.A (Potato-Dextrose-Agar) dont la

composition est la suivante :
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-200 g de pomme de terre ;
- 20 g de glucose ;

- 20 g d’agar-agar ;
- 1000 ml d’eau distill¢e.
I11-1-2-1- Préparation et stérilisation

Pour se faire, les pommes de terre sont lavées pelées et coupées en petits dés, elles
sont ensuite cuites dans 200 ml d’eau pendant 15 min. Le mélange obtenu est filtré puis versé
dans un erlen meyer qu’on place sur un agitateur chauffant. On rajoute au filtrat le glucose et
I’agar-agar, puis on compléte le volume a 1000 ml avec de I’eau distillée. L’erlen meyer est
retiré de 1’agitateur lorsque le milieu est homogéne. Une fois le milieu est prét, il est transvasé
dans des flacons, puis placé a I’étuve pour la stérilisation a (120°C) pendant 20 minutes. Entre
deux becs benzen quelques gramme d’antibiotique sont rajoutés au milieu préparé avant

d’étre coulé dans des boites de Pétri.

10 feuilles par sujet ont été choisies pour la mise en culture, chacune est découpée en 5
fragments. Les fragments sont déposées sur le milieu a raison de 5 fragments/ boite de Pétri,
au total 500 fragments sont repartis sur le milieu de culture PDA. Toutes les manipulations
sont réalisées entre deux becs benzen pour éviter toute contamination venant de 1’extérieur.

Chaque boite de Pétri ensemencé est considérée comme une unité de culture.
I11-2- Identification :
111-2-1- identification macroscopique :

L’identification a été faite a 1’ceil nu, en se basant essentiellement sur les
caractéristiques des cultures telles que 1’aspect général de la surface de la colonie, sa texture

et sa pigmentation (Suryanarayanan et al., 2003).
111-2-2- identification microscopique

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

chaine, bouquet) sont observées a I’aide de plusieurs clés de détermination.
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I11-3-Analyse statistique
% La fréquence de colonisation (FC)
Calculée selon la méthode de Fiesher et Petrini (1978) donnée comme suit :

FC (%) = 2-x100

Fc : fréquence de colonisation ;
(Nc) : le nombre de fragments colonisés par les champignons endophytes ;
(Nt) : le nombre total de fragments.

Rl

«* Calcul d’abondance :

A(%) = £ x100

A : abondance des genres ;
Ng : nombre de fois que le genre est recensé dans un sujet ;
Nt : ensemble de boites ayant fructifié.

Une analyse de variance faite a 1’aide du logiciel Stat Box 6.40, pour mettre en évidence

7
*

la présence de différences significatives en diversité de mycoendophytes entre les deux
stations d’étude.
% Pour montrer les genres qui présentent des interactions importantes une matrice de

corrélation a été faite.

X/
°e

Pour etudier les répartitions des différents genres de champignons endophytes en
fonction des sites d’études, une ACP (Analyse en Composante Principale) a été réalisée

a I’aide du logiciel Stat Box 6.40.
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I- Fréguence de colonisation
Résultats

Apres 2 mois d’incubation a température ambiante, les résultats que nous avons
obtenu démontrent que les feuilles de I’olivier (Olea europea) des deux stations Krim
Belkacem et Attouche dans la wilaya de Tizi-Ouzou, mises en culture ont une fréquence de

colonisation tres élevée par les mycoendophytes. Caractérisée par une moyenne de 88,2%.

Nous constatons également que la fréquence de colonisation de Krim Belkacem est
plus importante qu’a Attouche avec une moyenne de 94% contre 82.4%. 2 sujets sur 10 ont
montré un taux de colonisation de 100% (le sujet 4 dans la station Attouche et le sujet 2 dans
la station Krim Belkacem). D’autres sujets montrent des fréquences de colonisation moins
importantes, réparties comme suit : S3 et S5 avec 94% suivi par S4 avec 92% et par S1 avec
90% dans la station Krim Belkacem . Dans la station Attouche les fréquences sont réparties
comme suit : S5 avec 94% suivi par S1 avec 78% ainsi que S2 et S3 avec 70% (Tableau 3).

Tableau 3 : fréquences de colonisation (FC%) par des mycoendophytes foliaires isolés a
partir des feuilles de 1’olivier dans les deux stations Attouche et Krim Belkacem dans la

wilaya de Tizi-Ouzou apreés 2 mois d’incubation a température ambiante.

Sujets station1 | (FC%) | Sujets station 2 (FC%)
Attouche Krim Belkacem
S1 78 S1 90
S2 70 S2 100
S3 70 S3 94
S4 100 S4 92
S5 94 S5 94
Moyenne 82,4 + Moyenne 94 + 3,46
12,41
Moyenne
Générale 88,2 £ 7.93***

S : différence trés hautement significative entre les deux stations

L’analyse de variance type ANOVA révele une différence hautement significative
(P=0,00) entre les fréquences de colonisation par les mycoendophytes foliaires entre les deux
stations Attouche et Krim Belkacem.
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Discussion

Les champignons endophytes peuvent étre découverts chez toutes les feuilles de plantes
et dans différentes régions du monde (Petrini et Carroll, 1981 ; Petrini et al., 1992 ; Larran et
al., 2002). Ils sont de nature omniprésente et ont été isolés avec succes dans un large éventail
d’hoétes appartenant a un large éventail de conditions environnementales (Parmar et al., 2018).
IIs procurent a la plante qui I’héberge plusieurs avantages. Ainsi, les plantes colonisées par les
endophytes tolerent mieux les différents stress tel que le déficit hydrique, les attaques de
champignons pathogénes ou les ultraviolets (White et Torres, 2010). Ils jouent un rdle clé
dans l'adaptation des plantes hotes aux environnements pollués par I’amélioration de la
phytoremédiation en mobilisant / dégradant ou en immobilisant les contaminants présents
dans le sol, en favorisant la croissance des plantes, en réduisant la phytotoxicité et en

améliorant la capacité de tolérance aux métaux des plantes (Li et al., 2018).

Les résultats de notre étude sont en cohérence avec plusieurs études faites
précédemment sur la colonisation de 1’olivier par les mycoendophytes, comme 1’étude menée
par Moral et al. (2017) au sud de I’Espagne sur les branches de 1’olivier qui a noté une
fréquence de colonisation trés importante. Aussi 1’étude faite par Materatski et al. (2018), au
sud du Portugal sur les feuilles de I’olivier qui ont trouvé des isolats fongiques dans tous les

échantillons testés avec un taux de colonisation égal & 100%.

Plusieurs études ont déemontré que des conditions environnementales (précipitations et
température) jouent un réle tres important dans le taux de colonisation par les
mycoendophytes (Materatski et al., 2018). Les champignons préferent les conditions sombres
et humides, leur croissance dépend d'un pourcentage relativement élevé d’humidité dans
I'environnement (Rye et al., 2019). L’étude de Gnago et al. (2004) prouve que I’infection des
hotes par les champignons exige des conditions d’humidité relatives de saturation, pour
permettre la libération des conidies, et d’assurer la sporulation et I'infection (Sun et al., 2011).
Les précipitations élevées au printemps peuvent améliorer la dispersion des spores fongiques
(Saifeldin et al., 2013; Collado et al.,, 1999). De plus, les températures modérées
permettraient une plus grande viabilité des propagules fongiques et donc leur succes dans la
colonisation des tissus végétaux (Collado et al., 1999). Ceci explique la fréquence de
colonisation élevée des deux stations, étant donné que 1’échantillonnage a été fait au
printemps dans une période ou le taux de précipitations était assez modéré et les températures

ambiantes a cette période qui varient entre 20°C et 25°C.
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Nous constatons également que la fréquence de colonisation de Krim Belkacem est plus
importante qu’a Attouche, ceci est fortement corrélé avec le microclimat et la localisation
géographique, ont prouve les études de: [Smith et al. (1996); Rubini et al., (2005) ;
Bokulichet al. (2018) et Li et al. (2018)]. Aussi (Bernard et Oluranti, 2017), Haouche (2018) ;
Chikdene (2019) ont également prouvé que le taux d’endophytes dans un site depend de la
quantité de métaux lourds sur ce site. Les deux stations appartiennent a deux microclimats
différents. La différence de conditions d’environnement entre les deux stations peut étre la
cause de la différence de fréquence de colonisation entre ces deux stations. Notant que la
station Krim Belkacem est la station la plus exposée a la pollution notamment les métaux

lourds qui ont pour origine les carburants des véhicules circulant sur la voie routiere.

Les microbes ont divers mécanismes de séquestration des métaux qui maintiennent de
plus grandes capacités de biosorption des métaux. La biosorption microbienne a pour objectif
déliminer et / ou de récupérer les métaux et les métalloides des solutions en utilisant de la
biomasse vivante ou morte et ses composants (Bernard et Oluranti, 2017). Ceci explique le

role que jouent les endophytes dans la phytoremediation.
I-2- Diversité et abondance des mycoendophytes recensés

- Résultats

Dans cette étude, nous avons identifié 19 genres fongiques (Tableau 4) appartenant a
trois phylums différents, 84% sont des Ascomycetes. Ce phylum est représenté par 16 genres
différents. 1l est suivi par le phylum des Basidiomycétes (11%), qui comprend 2 genres. Les

Zygomycetes sont aussi présents (5%), dont nous avons recensé un seul genre fongique.
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Tableau 4 : classification des différents genres fongiques isolés a partir des feuilles de

Résultats et discussion

P’olivier dans les deux stations Krim Belkacem et Attouche

Genres Phylum Ordre Famille
Aspergillus Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae
Alternaria Ascomycota Pleosporales Pleosporaceae

Aureobasidium | Ascomycota Dothideales Dothioraceae
Bipolaris Ascomycota Pleosporales Pleosporaceae
Chaetomium Ascomycota Sordariales Chaetomiaceae
Cladosporium Ascomycota Capnodiales Davidielleceae
Epicoccum Ascomycota Pleosporales Leptosphaeriaceae
Exophiala Ascomycota Herpotrichiellaceae
Chaetothyriales
Mucor Ascomycota Mucorales Mucoraceae
Muscodor Ascomycota Xylariales Xylariaceae
Neoscytalidium | Ascomycota Botryosphaeriales Botryosphaeriaceae
Phoma Ascomycota Sphaeropsidales Sphaeriodaceae
Penicillium Ascomycota Pleosporales Pleosporaceae
Rhodotorula | Basidiomycota | Sporidiobolales Sporidiobolaceae
Rhizoctonia Basidiomycota Cantharellales Ceratobasidiaceae
Rhizopus Zygomycota Mucorales Mucoraceae
Scopulariopsis Ascomycota Microascales Microascaceae
Stemphylium Ascomycota Pleospoales Pleosporaceae
Trichophyton Ascomycota Onygenales Arthrodermataceae

I-3- Abondance des genres fongiques

Les abondances des différents genres fongiques recensés dans les feuilles des deux
stations Attouche et Krim Belkacem sont données dans le tableau 5 et figure 7, et les images

d’identification des genres les plus abondants sont montrées dans la (figure 8 et 9).

35



Chapitre 1V Résultats et discussion

Tableau 5 : Abondance des genres fongiques isolés a partir des feuilles de 1’olivier dans les

deux stations Attouche et Krim Belkacem.

Genres Abondances (%)
Aspergillus 28.06
Alternaria 3,09
Aureobasidium 1,11
Bipolaris 0,50
Chaetomium 5,16
Cladosporium 6,68
Epicoccum 1,63
Exophiala 0,50
Mucor 0,50
Muscodor 6,13
Neoscytalidium 4,05
Phoma 0,50
Penicillium 5,28
Rodotorula 1,52
Rhizoctonia 9,95
Rhizopus 2,02
Scopulariopsis 1,57
Stemphylium 3,14
Trichophyton 18,16

A partir des données ci-dessus, nous déduisons que les feuilles de 1’olivier posseédent
une abondance en champignons endophytes classée de plus au moins abondant comme
suit (Figure 7) : Aspergillus (55,44%), suivi par Trichophyton (35,88%), Rhizoctonia
(19,66%), Cladosporium (13,2%), Muscodor (12,11%), Penicillium (10,44%), Chaetomium
(10,21%), Neoscytalidium (8%), Stemphylium (6,22%) et Alternaria (6,11%), Rhizopus (4%),
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Scopulariopsis (3,11%), Epicoccum (22%), Rodotorula (3%), Aureobasidium (2,21%),
Mucor, Exophiala, Phoma et Bipolaris (1%).

m Aspergillus

Abondances (%) u Alternaria

u Aureobasidium

E Bipolaris

® Chaetomium

m Cladosporium

m Epicoccum

m Exophiala

= Mucor

= Muscodor

m Neoscytalidium

= Phoma

= Penicillium

® Rodotorila
Rhizoctonia

= Rhizopus
Scopulariopsis
Stemphylium
Trichophyton

Figure 7: abondance des genres fongiques recensés des feuilles de 1’olivier dans les deux

stations Attouche et Krim Belkacem.

Figure 8: photo du genre fongique Aspergillus observé sous microscope optique au

grossissement (G x 400). 1- spores ; 2-conidiophores ; 4- vésicule ; 5- conidiophores.
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Figure 9 : photos des genres fongiques dominants recensés des feuilles de 1’olivier observés

avec différents grossissements (Gr x 100) et (Gr x 400). A-Chaetomium observé au
grossissement (G x100) ; B- Penicillium observé au grossissement (G x400) ; C- Muscodor observé au
grossissement (G x400) ; D- Trichophyton observé au grossissement (G x400) ; E- Rhizoctonia
observé au grossissement (Gx400). 1-Cléistotheces ; 2- filaments ; 3- spores ; 4- filaments septés ; 5-

conidies ; 6- filaments mycéliens ; 7- filaments septés.

I-4- Comparaison de la diversité et de I’abondance des différents genres fongiques entre

les deux stations

La comparaison de la diversité et de 1’abondance en mycoendophytes foliaires de
feuille de I’olivier des deux stations Krim Belkacem et Attouche est donnée dans le tableau 6.
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Tableau 6 : tableau comparatif des abondances des genres fongiques recensés au niveau des

feuilles de I’olivier dans les deux stations. ( relativiser

Genres identifiés a | Abondances des genres a Genres identifiés a | Abondances des
Krim Belkacem (Krim Belkacem) (%) Attouche genres identifies
a (Attouche)
(%)
Aspergillus 34,66 Aspergillus 28,06
Alternaria 7,08 Aureobasidium 0,56
Chaetomoium 4,64 Bipolaris 1,01
Cladosporium 7,08 Chaetomoium 3,70
Epicoccum 3,73 Cladosporium 4.27
Exophiala 1,16 Mucor 1.01
Neoscytalydium 2,32 Muscudor 2.13
Penicillium 3,73 Neoscytalydium 6.07
Rhizoctonia 14,30 Penicillium 7.31
Scopulariopsis 2,32 Phoma 1.01
Stemphylium 3,60 Rhizoctonia 8,43
Trichophyton 15,33 Rhizopus 2.02
Rodotorula 3.03
Scopulariopsis 2.13
Stemphylium 3.14
Trichophyton 23.06

A partir du tableau précédent, nous avons identifié un nombre de 16 genres dans la
station Attouche contre 12 genres dans la station Krim Belkacem, nous remarquons également
I’absence totale des genres Aureobasidium, Bipolaris, Mucor, Muscodor, Phoma, Rhizopus et
Rhodotorula dans la station Krim Belkacem et I’absence des genres Alternaria, Epicoccum,

Exophiala dans la station de Attouche.

Les genres les plus dominants dans la station Krim Belkacem sont, le genre Aspergillus
59,77%, suivi par Trichophyton 26,44%, Rhizoctonia 24,66%, Alternaria et Cladosporium
12,22%, Chaetomium 8%, Epicoccum et Penicillium 6,44%, et Stemphylium 6,22%,
Neoscytalidium et Scopulariopsis 4% et enfin Exophiala 2%.
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Quant a Attouche les genres sont repartis comme suit, le genre Aspergillus est toujours
dominant 51,11% suivi par Trichophyton 45,55%, Rhizoctonia 16,66%, Chaetomium et
Penicillium 14,44%, Neoscytalidium 12%, Cladosporium 4%, Stemphylium 6,22% et
Rhodotorula 6%, Scopulariopsis 4,22%, Aureobasidium 4,22%, Muscodor 4,22%, Rhizopus

4%, enfin Bipolaris, Mucor et Phoma 2%.
2- Discussion

Les genres identifiés dans cette étude sont Aspergillus, Aureobasidium, Alternaria ;
Bipolaris, Chaetomium, Cladosporium, Epicoccum, Exophiala, Mucor, Muscodor,
Neoscytalidium, Penicillium, Phoma, Rhizoctonia, Rhizopus, Rhodotorula, Scopulariopsis,
Stemphylium, Trichophyton. L’étude de Materatski et al. (2018) a démontré que les
endophytes suivants : Aspergillus, Aureobasidium, Alternaria, Cladosporium, Epicoccum

Penicillium, Phoma et Rhizopus, sont déja mentionnés leader de la diversité de I’olivier.

Cette diversité si riche en mycoendophytes au niveau des feuilles de I’olivier, pourrait
étre due a la saison d’échantillonnage, qui a été fait en printemps. Ceci est en cohérence avec
les travaux de Gomes et al. (2018) qui ont noté que pendant le printemps, I’humidité créée par
la pluie explique les plus grandes diversités et richesses en endophytes. Les précipitations et
I’humidité sont les facteurs clés de la diversité des endophytes, fagonnant les communautés en
raison de leur importance sur la dispersion et la colonisation des spores fongiques (Materatski
et al., 2018).

D’aprés le tableau 4, nous constatons que le phylum Ascomycota est le phylum le plus
abondant. Les caractéristiques générales des champignons endophytes sont majoritairement
issues du phylum Ascomycota et présentent une grande diversité (Arnold, 2007). Ces résultats
sont prouves par plusieurs études faites telles que : L’étude de [Materatski et al. (2018),
Sarma et al. (2018), Ghasemi et al. (2019) et Li et al. (2019)].

Il a été constaté que les endophytes cloisonnés sombres toléraient a la pollution
environnementale de métaux et accumulaient des metaux lourds in vitro (Krishnamurth et al.,
2017).

D’apres le tableau 5 nous remarquons une abondance du genre Aspergillus suivi par
Trichophyton, La dominance des Aspergillus au sein de cette étude est due au faite que ce
genre est xerophile et ubiquiste (Abdullah et al., 1986 ; Madinaveitia 2007). Une étude

réalisée sur les espéces Aspergillus montre qu’elles tolérent une large gamme de température
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allant de 6°C a 47°C (Pratheeba et al., 2014). Penicillium et Aspergillus ont été signalés
présents dans des opérations de biolixiviation a partir de minerais et de minéraux.
L ’Aspergillus flavus, est tres efficace pour éliminer les métaux lourds des sols contaminés
(Pervez et al., 2018 ; Li et al., 2012). L’étude de Jalili et al. (2012) basée sur I'élimination des
métaux lourds des résidus miniers a 1’aide d’une espece Aspergillus qui est Aspergillus
fumigatus a prouvé que cette espéce est tres bénéfique dans la bioliviation. Petkova et al.
(2013) confirment ainsi le role de 1’endophyte Aspergillus niger en milieu pollué et la
possibilité de son utilisation dans la bioremédiation des substrats contaminés. L’étude de
Achouri (2018) sur la diversité en mycoendophytes foliaires de I’oleastre (olivier sauvage) de

la station de Tizi Rached, Tizi Ouzou.

Penicillium est considéré comme un agent de lutte biologique (Didier, 2013 ; Amjad,
2019). 1l a une capacité a favoriser la croissance des plantes sous stress abiotique, y compris
la toxicité des méetaux (Amjad et al., 2019). Ce genre a été utilisé pour solubiliser les éléments
métalliques et éliminer les métaux lourds dans le sol ou les résidus (Li et al., 2012 ; Pervez et
al., 2018).

Penicillium chrysogenum est un champignon filamenteux produisant de la pénicilline et
résistant aux métaux lourds. La plupart des recherches sur cette espéce se sont concentrées sur
le métabolisme lié a la production de pénicilline, la modélisation des conditions de production
de pénicilline et la résistance aux métaux lourds. En particulier, en tant que sous-produit de
I'industrie pharmaceutique, une attention croissante a été accordée aux absorbants métalliques
afin de transformer les déchets solides industriels en ressource. P. chrysogenum utilise comme
absorbant du métal est attribué a sa grande capacité d'échange d'ions des parois cellulaires.
Penicillium simplicissimum a été signalé comme biolixiviant d’éléments métalliques. 63% Cd,
56% Cu, 14% Pb et 54% Zn ont été retirés du sol contaminé aprées biolixiviation (Li et al.,
2014).

Les antagonistes présents sur la phyllosphere tels que Cladosporium cladosporioides
lorsqu'ils sont appliqués sur des plants de pommiers se sont avérés efficaces pour réduire la
sporulation de Venturia inaequalis et éliminer les métaux lourds dans le sol ou les résidus
(Thakur, 2017).

Des études antérieures de Carroll. (1978) ; Petrini et al., (1982) ; Bills et Polihook.
(1992) ; Fisher et al. (1994) ; Hata et Futai. (1996) ; Bayman et al., (1998) ; Arnold. (2001) ;

Higgins et al., (2007), ont montré que la diversité, I’abondance et la composition spécifique
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des champignons endophytes peuvent étre fortement affectées par la localité dans laquelle se

trouve la plante.

Les résultats du (Tableau 6) ont relevé un nombre de 16 genres de champignons dans la
station Attouche contre 12 genres a la station Krim Belkacem, ceci est en accord avec 1’é¢tude
de Schmidt et al. (2018) qui ont prouvé que la diversité des espéces d’endophytes est plus
élevée sur le site non pollué, sachant que dans notre étude la station de Krim Belkacem est la
station la plus exposée a la pollution. On a également I’étude de Chehrit (2017) montre une
importante diversité en champignons endophytes présents dans les racines de 1’oléastre dans

la station de Tizi Rached (wilaya de Tizi Ouzou).

Les genres Aureobasidium, Bipolaris, Mucor, Muscodor, Phoma, Rhizopus, Rodotorula,
sont présents seulement a Attouche et pas a Krim Belkacem, Malgré leur réle important dans
la phytoremediation, ceci peut étre expliqué par le fait que pendant la période de
I’échantillonnage ils été pas au stade endophytes mais au stade épiphytes et c’est pour cela

gu’on n’a pas pu les identifier.

Materatski et al. (2018) ont prouvé que Aureobasidium polluant signalé comme un
agent de lutte biologique et il présente une capacité a favoriser la croissance des plantes sous

stress abiotique, y compris la toxicité des métaux (Amjad et al., 2019).

Dans une étude de phytoremediation, 1’endophyte Mucor améliore le potentiel de
phytoremeédiation des racines de colza cultivées dans des sols contaminés par du Pb et, il a été
démontré que Mucor est un endophyte résistant aux métaux lourds (Krishnamurthy et Naik
2017).

Phoma est un endophyte omniprésent dans I’environnement, présent dans plusieurs
niches écologiques (Strobel et al., 2011). 1l est résistant aux métaux lourds (Krishnamurthy et
Naik, 2017).

L’absence des genres Alternaria, Epicoccum, Exophiala dans la station Attouche et
leurs présences a Krim Belkacem peut s’expliquer par le fait qu’ils sont des bio indicateurs de

pollution métallique (Materatski et al., 2018).

Alternaria est un endophyte résistant aux metaux lourds (Krishnamurthy et Naik 2017).

Il a été isolé d’échantillons de sol traité avec des déchets industriels toxiques contenant de
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fortes concentrations de cuivre et de mercure et peuvent également étre des membres

dominants du mycobiota des phylloplan contaminés par des métaux (Durand, 2017).

Exophiala est un endophyte désigné sous le nom d'endophytes sombre cloisonné, il est

particulierement fréquent dans les environnements stressés (Diao et al., 2013).

Nous avons trouvé que le genre Penicillium, est présent dans les deux stations avec des
valeurs différentes : Attouche 14,44% et a Krim Belkacem 6,44%. Ceci peut étre di a la
pollution atmosphérique présente a la station KB. Comme 1’ont montré les analyses de 1’étude
menee par Khan et al. (2014) et Merlos et al. (2016), qui ont constaté une diminution de la
proxydation lipidique de Penicillium sous-sol pollué par Cd, Cu et oligo-éléments (Haouche
2018) ; (Amjad et al., 2019).

I1- Matrice de corrélation

Pour essayer de comprendre les interactions qui existent entre les différents genres de
champignons endophytes recensés au niveau de la feuille de 1’olivier, nous avons fait une
matrice de corrélation (Tableau 7). Cette derniere donne des coefficients de corrélation entre
les champignons endophytes pris deux a deux, elles peuvent étre positives ou bien négatives,
Les positives signifient que les variables varient dans le méme sens et les négatives signifient

que les variables varient dans le sens opposé.
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Tableau 7: matrice de corrélation de Pearson.

Aspergillus  Alternaria Aureobasidium Bipolrs  Chaetomium Cladosporium Epicoccum  Exophiala  Mucor  Muscodor Neoscytalidium Phoma Penicillim Rodotorula RhEoctonia  Rhizopus Scopulariopsis Stemphylium Trichophyton

Aspergillus 1

Alternaria -0,23 1

Aureobasidium -0,14 -0,30 1

Bipolaris -0,20 -0,20 0,62 1

Chaetomizm 0,69 0,01 0,27 0,04 1

Cladosporium -0.07 0.49 .08 .44 0,10 1

Epicoccum 0,39 0,07 0,23 0,15 0,53 0,02 1

Exophiala -0.07 -0,20 0.17 0.1 0.39 0,22 0.32 1

Mucor -0,20 -0,20 0,62 1,00 0,04 0,44 -0,15 -0,11 1

Muscodor 0.14 -0,30 0.44 0.17 0.27 0,38 -0.23 -017  -0.17 1

Neoscytalidin -0,44 0,01 0,22 0,09 0,28 0,48 -0,49 -0,35 0,09 0,22 1

Phoma 0.32 -0,20 0.17 0.1 .39 0.44 -0.15 -0.11 0.1 0.17 0.53 1

Penicillim 0,29 -0,11 0,36 0,02 0,10 0,30 027 -0.42 0,02 0,36 010 0,38 1

Rodotorula -0.40 -0,39 0.19 0.51 0.37 0.43 -0.30 -0,22 0,51 0.18 047 -0.22 -0,03 1

Rhizoctonia -0,05 0,01 0,07 0,31 0,38 0,13 0,34 -0,02 -0,31 0,13 041 03 0,02 -0,41 1

Rhizopus -0,01 -0,30 0,34 0,67 0,06 0,16 -0,23 -017 0,67 0,34 013 -0.17 -0,03 0,76 0,67 1

Scopulariopsis 0,02 -0,36 0,13 0,20 0,18 0,43 0.14 0,79 -0,20 0,48 -045 -0,20 -0,15 -0,08 0,10 0,07 1
Stemphylizn 0,50 -0,37 0,03 0,31 0,07 0,38 0.10 -0,31 0,31 0,03 -019 019 0,25 -0,28 058 046 0.29 1
Trichophyton -0,46 0,16 0,47 0,10 0,56 0,13 -0,50 -0,26 -0,10 0.47 028 0,07 0,43 0,02 0,02 0,14 0,06 -0,10 1

En gras, valeurs significatives (hors diagonale) au seuil alpha=0,05 (test bilatéral)
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A partir du tableau précédent des corrélations positives sont notées entre :
(1) Bipolaris et Mucor

(0,67) Bipolaris et Rhizopus

(0,79) Exophiala et Scopulariopsis

(0,67) Mucor et Rhizopus

(0,76) Rhodotorula et Rhizopus

Des corrélations négatives sont notées entres :

(-0,69) Aspergillus et Chaetomium

(-0,67) Rhizoctonia et Rhizopus

La matrice de corrélation a montré les différentes interactions qui existent entre les
mycotaxons recensés. La forte corrélation positive signifie que la présence de 1’un favorise la
présence de 1’autre autrement dit I’absence de 1’un limite la présence de I’autre (Synergie),
cette relation est benéfique pour les deux genres de champignon et pour la plante. Les
corrélations négatives peuvent s’expliquer par la concurrence de type compétitif entre les
champignons endophytes, ceci explique la forte relation antagoniste que posséde les
endophytes Aspergillus, Chaetomium, Rhizoctonia et Rhizopus. Certains champignons
limitent la présence d’autres champignons sur le méme substrat. Il est généralement
saprophyte et on le trouve sur les matiéres organiques en décomposition, sur les feuilles ou
dans le sol et les excréments d'animaux et la végétation en décomposition. Certaines souches
de Rhizopus sont egalement connues pour étre des agents pathogenes opportunistes (Bach,
2014).

I1- ACP

Une analyse en composante principale (ACP) a été réalisée avec le logiciel Stat Box
6.40, afin de montrer les associations de champignons endophytes des tissus foliaires des

sujets échantillonnés des deux sites (Figure 10).
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Figure 10 : représentation de I’analyse en composantes principales (ACP), montrant les
genres de mycoendophytes au niveau des feuilles des différents sujets échantillonnés au

niveau des deux stations d’étude.

A partir de la figure 10, I’analyse en composante principale (ACP), explique 40% du

phénomene avec 24% pour I’axe 1, et 16% pour 1’axe 2 de I’inertie totale.

Selon I’axe 1, nous notons une individualisation de deux groupes, le premier comporte
trois sous groupes 1 groupe comprte tous les mycoendophytes recensés au niveau de la partie
foliaire des sujets de la station de Krim Belkacem (SK1, SK2, SK3, SK4, SK5), les sous
goupe 2 et 3 comporte deux sujets de la station de Attouche (SA1, SA5) le deuxieme groupe
comporte les mycoendophytes recensés au niveau de la partie foliaire des 3 sujets (SA2, SA3,
SA4) de la station Attouche

Le premier groupe comporte les genres fongiques suivants : Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Epicoccum, Exophiala, Rhizoctonia, Stemphylium, Scopulariopsis dont le
genre Aspergillus est le genre le plus dominant. Parmi les mycoendophytes recensés dans ce
groupe, nous notons ceux qui présentent des interactions de synergie tels Exophiala et

Scopulariopsis.

Le deuxieme groupe comporte les mycoendophytes suivants ; Aureobasidium, Bipolaris,

Chaetomium, Mucor, Muscudor, Neoscytalidium Phoma, Penicillium, Rodotorula, Rhizopus
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et Trichophyton citant une codominance entre Trichophyton et Aspergillus, nous notons ceux
qui présentent des interactions de synergie tels que Rhodotorula et Rhizopus , Mucor et

Rhizopus, Bipolaris et Rhizopus.

Certains mycoendophytes  comme : Aspergillus, Cladosporiom,  Stemphylium,
scopulariopsis, Rhizoctonia, Chaetomium, Penicillium, Neoscytalidium, Rhizoctonia,
Stemphylium, Trichophyton, sont présents chez certains sujets des deux sites.

La répartition des sujets en deux groupes pourrait étre expliquée par la distribution de
mycoendophytes au sein des tissus foliaires et les interactions entre eux qui dépendent de
I’habitat (Rubini et al., 2005). Ainsi, Arnold (2007) a estimé que les interactions se créent
entre les mycoendophytes d’une part et entre les mycoendophytes et la plante d’une autre part.
Le type d’interaction regroupant les mycoendophytes et la plante hote est contrdlé par les
génes des deux partenaires (plantes et champignons) et est modelé par I’environnement
(Morica et Ragazzi, 2008).

Il existe un processus d'interaction intime entre I'endophyte et la plante héte (Garcia et
al., 2012). Les champignons endophytes jouent un role important dans la croissance de la
plante héte, en augmentant sa résistance contre les stress biotiques et abiotiques Lv et al.,
2010). lIs servent aussi comme des médiateurs dans les interactions écologiques (Ganley et
al., 2004), ces interactions révelent un impact profond sur le fonctionnement général des
écosystémes , a travers le fagonnement des communautés végétales (Eisunhauer, 2012).

Les champignons endophytes forment un systtme modéle dans les études sur la
biodiversité (Gamboa et Bayman, 2001), les feuilles sont spécialement riches en
mycoendophytes (Arnold et al, 2000).
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Le présent travail a pour but 1’étude de I’impact de la pollution atmosphérique sur la
diversité en mycoendophytes foliaires de 1’olivier des deux stations Attouche et Krim
Belkacem de la Wilaya de Tizi-Ouzou. L’échantillonage a conserné 10 sujets (5
sujets/station). 10 feuilles par sujet ont été choisies pour la mise en culture, incubées pendant
2 mois a tempeérature ambiante. Avant d’effectuer des calculs de fréquences de colonisation
FC (%) et des prélevements d’isolats de champignons, pour faire une identification

macroscopique et microscopique a éte reéalisee.

Nos résultats ont montré que la fréquence de colonisation (FC%) par les champignons
endophytes, est de 88,2% pour les deux stations. Nous avons noté que la différence des
fréquences de colonisation entre les deux stations est significative. Ceci peut s’expliquer par
la période d’échantillonnage. En effet, le printemps est la saison la plus propice a I’installation
et au développement des mycoendophytes. Les sujets présents dans la station la plus polluée
montrent une fréquence de colonisation plus élevée. La différence de concentrations en
métaux lourds dans 1’atmosphére entre les deux stations peut étre la cause de la différence de

fréquence de colonisation.

L’identification des différents isolats sous microscope optique montre 19 genres de
champignons endophytes prélevés de feuilles de Olea europea: Aspergillus, Alternaria,
Aureobasidium, Bipolaris, Chaetomium, Cladosporium, Epicoccum, Exophiala, Mucor,
Muscudor, Neoscytalidium, Phoma, Penicillium, Rodotorula, Rhizoctonia , Rhizopus,
Scopulariopsis, Stemphylium, Trichophyton. Les genres les plus dominants sont : Aspergillus,
Rhizoctonia, Cladosporium, Muscudor, Chaetomiu et Penicillium. Nous avons constaté
également que le phylum Ascomycota est le phylum le plus abondant. Cette diversité si riche
en mycoendophytes au niveau des feuilles de I’olivier, pourrait étre due a la saison
d’échantillonnage, (I’humidité créée par la pluie). Nous avons noté une différence de diversité
entre les deux sites, 12 genres ont été identifiés dans la station Krim Belkacem, et 16 genres
dans la station Attouche, ceci pourrait étre di a la différence de concentration en métaux
lourds dans les deux stations, sachant que la grande diversité est notée dans la station non

polluée.

La matrice de corrélation a montré les différentes relations entre ces mycoendophytes
recensés. Certains genres ont de fortes corrélations positives (synergies), alors que d’autres

manifestent des relations antagonistes.
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Certaines de ces interactions sont bien montrées au niveau de L’ACP. Cette derniére
nous montre une individualisation de deux groupes, le premier comporte tous les
mycoendophytes recensés au niveau de la partie foliaire des sujets de la station de Krim
Belkacem (SK1, SK2, SK3, SK4, SK5) et deux sujets de la station Attouche (SA1, SA5) le
deuxiéme groupe comporte les mycoendophytes recensés au niveau de la partie foliaire des 3
sujets (SA2, SA3, SA4) de la station Attouche. La présence des genres peu abondants dépend
du genre dominant. Il semble que chaque genre se caractérise par son propre cortege

fongique.

Les feuilles d’Olea europea abritent une diversité importante de mycoendophytes qui
interagissent entre eux dans le but d’améliorer la croissance et l'adaptation écologique de la
plante hote, en améliorant la tolérance de la plante aux contraintes environnementales et a la

résistance aux métaux lourds.
Perspectives :

-Une identification reconduite sur plusieurs saisons et sur plusieurs années, afin de
vérifier D’existence d’autres genres de champignons endophytes, et aussi 1’étude de la

comparaison avec les champignons épiphytes présents sur les mémes feuilles ;

- Mener une étude qui fait une comparaison avec les endophytes des plantes herbacées

et ligneuses du systéme racinaire dans des sites pollués ;

-Une identification précise des espéces de ces mycoendophytes avec 1'utilisation des
techniques de la biologie moléculaire pour classer les souches les plus résistantes aux métaux

lourds ;
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Résumé : Dans notre travail nous nous sommes intéressés a la pollution causée par 1’automobile et son impact
sur la diversité des mycoendophytes présents dans les feuilles de I’olivier dans deux stations différentes de la
wilaya de Tizi-Ouzou (Algérie), il s’agit de la station de Krim Belkacem (trés exposée a la pollution automobile)
et la station de Attouche (moins exposée a ce genre de pollution). 5 sujets de chaque station et 10 feuilles par
sujet ont été choisies pour la mise en culture, chacune est découpée en 5 fragments. Ces derniers sont mis en
culture dans le milieu de culture PDA dans des boites de Pétri et incubés pendant deux mois a température
ambiante. Le calcul de la fréquence de colonisation par les champignons endophytes a donné une (FC%) de
88,2%. La (FC%) de Krim Belkacem est plus importante qu’a Attouche avec une moyenne de 94% contre
82.4%. L’analyse de variance type ANOVA révéle une différence hautement significative (P=0,00).
L’identification macroscopique et microscopique a révélé que 84% de ces mycoendophytes sont rangés dans le
phylum Ascomycota, 11% sont des Basidiomycota et les Zygomycota sont aussi présents avec 5%. Au total 19
genres ont été identifiés. Les genres dominants sont Aspergillus et Trichophyton dans les deux stations. La
station de Krim Belkacem a noté la présence de 16 genres contre 12 genres au niveau de la station d’Attouche.
Les endophytes jouent un role crucial dans la phytoremediation des métaux lourds, ils peuvent améliorer la
croissance des plantes, réduire la phytotoxicité des métaux et affecter la translocation et I'accumulation de
métaux chez les plantes.

Mots clés : pollution atmosphérique, mycoendophytes, diversité, phytoremediation, olivier, Tizi-Ouzou, Algérie

Summary: In our work we were interested in the pollution caused by the automobile and its impact on the
diversity of mycoendophytes present in the leaves of the olive tree in two different stations of the wilaya of Tizi-
Ouzou (Algeria), the Krim Belkacem station (very exposed to automobile pollution) and the Attouche station
(less exposed to this kind of pollution). 5 subjects from each station and 10 leaves per subject were chosen for
cultivation, each cut into 5 fragments. These fragments are cultured in the PDA medium in Petri dishes and
incubated for two months at room temperature. The frequency of colonization by endophytic fungi is very high,
it is 88.2%. Krim Belkacem's frequency is higher than Attouche with an average of 94% against 82.4%. The
ANOVA-type analysis of variance reveals a highly significant difference (P = 0.00). Macroscopic and
microscopic identification revealed that 84% of these mycoendophytes are stored in the phylum Ascomycota,
11% are Basidiomycota and Zygomycota are also present with 5%. A total of 19 genera were identified. The
dominant genera are Aspergillus and Trichophyton at both stations. The station of Krim Belkacem noted the
presence of 16 genera against 12 genera at Attouche. Endophytes play a crucial role in the phytoremediation of
heavy metals, they can enhance plant growth, reduce the phytotoxicity of metals, and affect the translocation and
accumulation of metals in plants.

Keywords: atmospheric pollution, mycoendophytes, diversity, phytoremediation, olive tree, Tizi-Ouzou,
Algeria.
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