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Introduction générale

Les premiers fossiles d’endophytes remontent a I'époque ou les plantes supérieures

sont apparues sur terre. Ces micro-organismes colonisent les tissus sains des plantes hotes et
se développent entre ou a l'intérieur des cellules sans provoquer de symptémes apparents de
maladie (Zhao et al., 2010). Le terme endophyte englobe les bactéries, les algues et les
champignons (Hima et al., 2013). L’intérét biotechnologique de ces derniers est apparu
fortement en 1993 lorsque le Taxol, un médicament anticancéreux, a été isolé a partir d’un
champignon endophyte Taxomyces andreanae, présent dans une plante medicinale, I'if du
Pacifique (Taxus brevifolia), aux Etats-Unis (Stierle et al., 1993). Ces mycoendophytes
habitent dans presque tous les organes de la plante hote, y compris les racines, les tiges, les
feuilles, les fleurs, les fruits et les graines (Yu et al., 2018).
Ils entretiennent des relations positives avec leurs plantes hotes, ce qui constitue un domaine
de recherche d'une grande importance, en raison de leur contribution a divers processus
bénéfiques tels que la germination des graines, la croissance et la survie des plantules ainsi
que leur capacité a résister a divers stress et maladies biotiques et abiotiques. De plus, les
champignons endophytes produisent une variété de composés utiles tels que les
phytohormones et les composés antimicrobiens (Wang et al., 2024).

Pour s’établir au sein de la plante hote, les champignons ont la capacité de produire
des molécules biologiquement actives, notamment les alcaloides, les flavonoides, les acides
phénolique, les quinones, les stéroides, les cétones et les enzymes extracellulaire (EI- Hawary
et al., 2020). Ces molécules permettent de cataboliser certains constituants de plantes (tissus
morts), d’améliorer ces conditions environnementales et de la protéger contre ses ennemis
naturels (Saikkonen et al., 1998).

Les graines des légumineuses, telles que les lentilles, jouent un réle crucial dans
I’alimentation humaine en raison de leur valeur nutritionnelle. Les lentilles, appartenant a la
famille des Fabaceae, sont une source significative de protéines végétales, de polysaccharides
(fibres, amidon) et de micronutriments (vitamines, oligo-éléments) (Martineau-Cé6té et al.,
2022). Des recherches récentes ont démontré leur potentiel a réduire le risque de maladies
cardiovasculaires, de diabéte et de divers types de cancer (Mustafa et al., 2022). De plus, les
lentilles présentent une résistance accrue a la sécheresse que la plupart des légumineuses,
aprés Lathyrus et Cicer arietinum (Kaale et al., 2023 ; Chernenok et al., 2023).

L'objectif principal de ce mémoire est d'explorer la diversité des champignons
endophytes présents dans les germes de lentilles (Lens culinaris). Il compare également leur
effet sur la germination des lentilles a celui de I'auxine, une hormone végétale qui stimule la

croissance et la germination des plantes.



Introduction générale

Ce mémoire est organisé en plusieurs parties, visant a :
Partie | : aborde une étude bibliographique sur les champignons en général, en particulier les
champignons endophytes, ainsi qu’a une description détaillée de la germination et le germe de

lentilles ;

Partie 11 : présente le matériel et les méthodes utilisés dans cette étude, notamment les
techniques d'échantillonnage, d'isolement et d'identification des champignons et elle présente
également les resultats obtenus et leur discussion concernant la diversité des champignons

endophytes dans les germes de lentilles.

Ce travail se termine par une synthése générale des résultats obtenus et des perspectives de

recherche dans le domaine de mycologie.
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Généralités sur les champignons

Les champignons sont des organismes ubiquistes retrouvés dans tous les écosystémes
(Hawksworth, 2004). lls sont des organismes qui peuvent étre uninucléés ou multinucléés (un ou
plusieurs noyaux). Ils sont pourvus d’une membrane nucléaire, de chromosomes et d’un
nucléole et d’un appareil mitochondrial (Watkinson et al., 2015). lls sont hétérotrophes,
dépourvus de la chlorophylle, incapables de faire la photosynthese (Mcneil, 2020). Ce régne est
compos¢ d’organismes trés hétérogénes mais qui présentent des caractéristiques communes et
leur mode de nutrition se fait par absorption en libérant dans un premier temps des enzymes

hydrolytiques dans le milieu extérieur (Smith, 2004).

Les champignons microscopiques sont plus discrets, pas de pied ni de chapeau visible a
I’ceil nu. Ils possédent un appareil végétatif ou un thalle simplifié qui ne porte pas de cellules
différenciées et une paroi contenant de la chitine et des B-glucanes. L’appareil végétatif se
compose d’¢lément de base appelé hyphe qui forme un réseau de filaments ramifiés ; le
mycélium (Cavalier-Smith, 2004). Chez la plupart des myceétes, les hyphes sont divisés par des
cloisons, ou septa, formant des unités qui sont similaires a de cellules distinctes avec un seul
noyau, on les appelle hyphes segmentées ou septées. Chez certaines classes de mycetes, les
hyphes ne contiennent pas de cloisons et ont I’aspect de longues cellules continues a noyau

multiples ; ces hyphes sont appelés cénocytes (Bouderaoune, 2013).

Les champignons possedent une grande capacité de reproduction, se manifestant a la fois de

maniere asexuée et sexuée (Després, 2012).

« Les spores asexuées naissent des corps fructiferes et elles peuvent étre endogénes (a I'intérieur
d'un sporange) ou exogenes (conidies). Ces spores haploides sont contenues dans les vésicules
appelées sporocystes qui, a maturité, se dispersent dans 1’air. Aussi, la production des spores
asexuées qui sont produites a D’extrémité des hyphes spécialisées, les conidiophores. Ces
conidies permettent une reproduction et une colonisation rapide grace a I’absence de 1’étape de

fusion de gametes (Raven et al., 2010 ; Garon et Guéguen, 2015).

» Les spores sexuées naissent de la division méiotique d’un zygote, suivie d’une ou plusieurs
divisions mitotiques. C’est le cas de Zygomycete qui donner naissance a des zygospores qui

peuvent, apres caryogamie et méiose, produire des spores (Garon et Guéguen, 2015).

Les spores produites peuvent avoir un réle dans la dispersion des champignons, mais

peuvent ¢également jouer un role dans la survie de 1’organisme lorsque les conditions
4
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environnementales deviennent défavorables. Les champignons représentent 1’'un de plus
important groupe d’organismes sur terre et jouent un role clé dans un grand nombre

d’écosystemes (le Tacon, 2019).

. Phylogénie des champignons

La classification des champignons est d’abord basée sur un mode de reproduction sexuée ou
phase téléomorphe. Le regne fongique se devise en 4 groupes : les Chytridiomycetes, les

Zygomycetes, les Ascomycetes et les Basidiomycetes (Deacon, 2005).

I.1. Ascomycetes

Les Ascomycétes constituent le plus grand groupe de champignons qui comprennent environ
75% des champignons connus tels que : les levures, les moisissures. Leur caractéristique
dominante, est la formation de spores a I’intérieur d’un asque, cellule qui est le sicge de deux
phénomenes fondamentaux de la reproduction sexuée, la fusion des noyaux suivie de la méiose
qui permettra la production des ascospores, ces derniers étant les plus souvent au nombre de huit
par asque grace a une mitose post meiotique. Il est important de ne pas oublier I’utilisation
industrielle d’autres especes, notamment dans la fabrication de médicaments (antibiotiques,
cyclosporine qui empéche le rejet des greffes), d’aliments (pains, boissons alcoolisées et
fromages), fourniture de modeles pour le génie génétique et la biologie moléculaire. Dans les
écosystemes, les Ascomycétes jouent un réle positif important, certains s’associent aux arbres
(symbiose mycorhizienne), quelques-uns aux animaux, d’autres se comportent en nécrotrophes
et font disparaitre la matiere organique morte (débris végétaux, excréments...) ; ils donnent
également une biomasse non négligeable qui sert de nourriture & de nombreux animaux
(Gaveriaux, 2006).

1.2. Deutéromycetes

Les Deutéromycétes sont des champignons imparfaits, Fungi Imperfecti, font partie des «
champignons supérieurs. 1ls sont caractérisés par une multiplication asexuée par mitose, les
Ascomycetes, ils peuvent aussi se produire par fragmentation ou par bourgeonnement grace a la
division des hyphes. Ils sont impliqués dans les successions de groupes d’organismes
intervenant dans la dégradation. Ils ont également un réle dans le traitement de certaines
matieres premieres, le retraitement des déchets et la biodegradation des pesticides (Kiffer et
Morellet, 1997).
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1. Champignons endophytes
11.1. Définition

Le terme endophyte a été initialement inventé par De Bary en 1866, pour désigner tout
organisme trouvé dans les tissus végétaux vivant sans créer de symptémes de maladie chez la
plante héte (Nisa et al., 2015). Dans la littérature mycologique, le mot endophyte est dérivé du
Grec qui signifie « dans la plante » (endo = endon, signifie « dans », phyte= phyton signifie «
plante » (Schulz et Boyle, 2006).

Les endophytes occupent principalement les espaces intercellulaires et intracellulaires des tissus,
dans les vacuoles. Ces derniers leur offrent un milieu favorable en les protégeant des conditions
extrémes de I’environnement comme la température, le rayonnement ultraviolet et Ia

compétition microbienne (Wilson, 2000).
Selon Sinclair et Cerkauskas (1996), il existe trois types d'endophytes :

v Endophytes asymptomatiques sont des microorganismes qui ne causent pas de maladie a la

plante héte pendant presque toute la durée de leur cycle de vie (Cladosporium sp) ;

v Endophytes symbiotiques: ils sont asymptomatiques mais forment des associations

bénéfiques et mutuelles avec la plante hote. C’est le cas de champignon Rhizoctonia dans les

graines des orchidées ;

v Endophytes pathogénes latents: ce sont de véritables phytopathogénes (Alternaria alternata)

mais ils ne s'expriment que lorsque la plante est dans des conditions défavorables ou de stress tel

que la secheresse et attaque par insectes.

11.2. Mode de transmission des endophytes

Les champignons endophytes possedent deux modes de transmission verticale et horizontale qui
dépendent des conditions environnementales, telles que, I’humidité et la bonne hydratation du
sol (Tintjer et al., 2008).

v/ Transmission verticale : les hyphes des champignons endophytes penétrent dans les graines

de pollen ou propagules de la plante hote et ils permettent de contaminer la descendance
(Hodgson, 2014) ;
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v/ Transmission horizontale : elle se caractérise par la colonisation d’un nouvel hote n’ayant,
la plupart du temps, pas de lien avec I’hote primaire par la dissémination de spores par un
vecteur de dispersion. Aprés germination, I’hyphe pénétre et colonise le nouvel hote soit par les

stomates soit par pénétration directe au travers 1’épiderme (Frank et al., 2017).

11.3. Diversité de champignons endophytes

Le monde de champignons y compris ce qu’on appelle les moisissures et les levures, est vaste.
On en connait 76 000 espéces, mais leur nombre est estimé a 1 500 000. La connaissance de la
diversité fongique se construit par 1’observation, la taxonomie, la nomenclature, la classification
et I’identification. La grande diversité des formes et des organes de reproduction chez les
champignons fut donc a I’origine de la distinction d’un grand nombre d’especes (Kiffer et

Morellet, 1997 ; Garon et Guéguen, 2015).

Ces microbes résidant dans les parties internes des tissus végétaux constituent un groupe
de symbiotes végétaux et sont une composante de la diversité microbienne (Nalini et al., 2014).
IIs constituent une partie importante de micro écosystéme végétaux, la plupart des champignons
appartiennent aux Ascomycetes et aux Basidiomycetes et leur plus grande richesse a été signalée
dans les espeéces végétales des climats tropicaux et tempérés par rapport a d’autres, ils ont été
identifiés présents dans prés de 300 000 espéces végeétales et habitent dans presque tous les
organes (racine, tige, feuille, fleur, fruit et graine) de la plante hote (Saikkonen et al., 2004), les
fragments de tige abritaient plus d’endophytes (80,37 %) que de racines (19,22 %) ( Nalini et al.,
2014 ; Onlamun et al., 2023).

Des résultats ont prouvé que la distribution et les taux de colonisation par des champignons
endophytes sont différents entre I'écorce, les rameaux et les feuilles (Ali et al., 2018). Ils sont
capables de coloniser un large éventail d’especes végétales, tandis que d’autres sont plus
spécifiques et ne se produisent qu’a I’intérieur d’un nombre restreint de plantes. De plus, la
spécificité peut également étre présente par rapport a la partie de la plante qui est colonisée
(Bamisile et al., 2018).

La diversité des champignons endophytes associés aux plantes peut varier considérablement en
fonction des conditions environnementales (Nair et Padmavathy, 2014) c’est a dire elle peut

varier selon 1’état physiologique de chaque individu (Sarkar et al., 2021).
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De plus, I’age de la plante peut également influencer le profil de la communauté endophyte
fongique, il apparait que les plantes dgées hébergent plus d’endophytes dans leurs tissus que les

plantes jeunes (Arnold et al., 2007 ; Park et al., 2012).

Les endophytes identifiés dans les graines d’iris de Sibérie appartiennent a un groupe de
phytopathogenes. Les deux taxons les plus courants sont Alternaria alternata et Botrytis cinerea,

qui sont considérés comme des phytopathogenes (Hatta et al., 2002 ; Staats et al., 2005).

11.4. Roles des champignons endophytes

Les champignons endophytes présentent de forte association positive avec leur plante hote (Nair
et Padmavathy, 2014). Bien qu'ils puissent former d'autres interactions telles que le
commensalisme et le parasitisme latent/quiescent, leurs interactions avec leurs hotes sont
généralement mutualistes, c'est-a-dire que I'héte en profite tandis que les champignons
endophytes en profitent également (Backman et Sikora, 2008 ; Donayre et Dalisay, 2016). Ils
offrent une pléthore d’avantages inconnus a 1’hdte avec d’immenses applications en agriculture

et en médecine (Nalini et al., 2014).

11.4.1. Roles des champignons endophytes dans la germination des plantes

Une grande proportion de champignons endophytes non mycorhiziens (de 50 % a 70 %) a été
trouvé a la fois dans les graines (Leroy, 2019). La majorité des études montrent que les
champignons endophytes affectent positivement la germination des graines ainsi que la
croissance et la survie des plantules. Il a été démontré que les graines contenant des
champignons endophytes germent plus rapidement que les graines sans endophytes (Schardl et
al., 2004 ; Wang et al., 2024).

La germination symbiotique est devenue une méthode populaire et utile pour la propagation des
graines, en particulier la ou des espéces spécifiques sont requises pour les programmes de
réintroduction. L'utilisation des graines germées avec des champignons spécifiques a une espece
pourrait améliorer les programmes de conservation tel que les genres fongiques binucléés de
type Rhizoctonia qui formaient un état téléomorphe (Athipunyakom et al., 2004 ;

Nontachaiyapoom et al., 2010).

Il a été constaté que I’infection par des endophytes peut augmenter la capacité de germination
sous stress environnemental tel que Aspergillus fumigatus qui a des conidies trés résistantes au
stress et peuvent étre modulées par des changements d’environnement (ljadpanahsaravi et

Wosten, 2024). De méme, les espéces de Cladosporium qui sont actives dans la protection des

8
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plantes contre le stress biotique et abiotique en produisant une large gamme de métabolites
secondaires incluant des phytohormones comme les gibbérellines (GAs), l'acide salicylique et
d'autres composes bioactifs (Raut et al., 2021).

11.4.2. Roles des champignons endophytes dans la nutrition des plantes

Les champignons endophytes jouent un role crucial dans la nutrition pour leur plante hote en
produisant des enzymes qui facilitent I'absorption des nutriments, solubilisent le phosphate,
fixent lI'azote atmosphérique, améliorent les parametres de croissance de sa plante héte et
favorisent I'accumulation de pigments photosynthétiques (Zhou et al., 2014 ; Klabi, 2016 ;
Lubna et al., 2018).

Une ¢étude a démontré que I’inoculation de Trichoderma asperellum réduisait
significativement 1’utilisation de la fertilisation phosphatée (P) chez 1’oignon (Allium cepa)
(Ortega-Garcia et al., 2015), et une autre étude a été menée sur le terrain ou du mais (Zea mays)
inoculé par la souche d’Aspergillus sydowii, et les plantes qui ont interagi avec le champignon
ont accumulé des quantités significativement plus élevées de P dans leurs tissus, méme

lorsqu’elles ont recu des doses de fertilisation plus faibles (Baron et al., 2018).

11.4.3. Réles des champignons endophytes dans la croissance des plantes

Les phytohormones synthétisées par les champignons endophytes sont des substances
organiques connues pour influencer les processus physiologiques des plantes a tres faibles
concentrations. Elles sont chimiguement identiques ou analogues aux hormones synthétisées par
les plantes (Patten et Glick, 2002). En général, il existe cinq types d’hormones végétales, a
savoir l'acide abscissique, les cytokinines, les gibbérellines, I'acide indole-3-acétique (AlA) et
I'éthyléne qui sont des phytohormones importantes dans les interactions plantes-endophytes
(patel et saraf, 2017). Des études récentes examinant le réle possible par les champignons
endophytes tels que Alternaria sp, Aspergillus sp, Penicillium sp, Phoma sp et Trichoderma sp
ont montré que la colonisation endophyte entrainait une augmentation de 1’absorption des

nutriments et de la biomasse des plantes (Phetcharat et Duangpaeng, 2012).

AlA est considérée généralement comme la plus importante auxine naturelle. Elle fonctionne
comme une molécule de signal importante dans la régulation du développement des plantes, y
compris 1I’organogenése (croissance des racines), les réponses apicales, les réponses cellulaires
telles que 1’expansion, la division et la différenciation cellulaires et la régulation des genes. La
production de I’auxine augmente la production et la germination des graines ainsi que la

croissance des pousses et le tallage (Dudeja et Giri, 2014). Des études ont montré que l'acide
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indoleacétique favorise de maniere significative la croissance du riz déficient en GA (Waqas et
al., 2012). En outre, des recherches ont révélé que trois especes de champignons endophytes,
Curvularia lunata, Schizophyllum commune et Trichoderma atroviride, peuvent produire de
I'AlA extracellulaire a différentes concentrations. Les genres Monilia sp., Aspergillus japonicus
et Penicillium sclerotiorum sont également capables de produire de l'acide indole-3-acétique
(IAA) (Munir et al., 2021).

Monilia sp. produit des siderophores et présente une activité de solubilisation des phosphates.
De méme, Aspergillus japonicus produit de fortes concentrations d'acide salicylique (Munir et
al., 2021).

Ces endophytes peuvent synthétiser les gibbérellines (GA) et actuellement 136 GA ont été
identifiés (Khan et al., 2011). La souche de Penicillium citrinum a été signalée comme
favorisant de maniere significative la croissance des plantes et sécrétant des GA bioactifs dans la
culture pure (khan et al., 2011). Par exemple, Aspergillus fumigatus et Fusarium proliferatum
pourraient produire des gibbérellines et réguler également les hormones endogenes végétales
(Bilal et al., 2018), elles favorisent du autre coté la croissance des plantes en modifiant la
physiologie des plantes, y compris la régulation de la pression osmotique, les changements
dans les réponses stomatiques, ’ajustement de la taille et de la morphologie des racines
(Compant et al., 2005 ; Onlamun et al., 2023 ; Wang et al., 2024). En outre, des études ont
également indiqué que Phoma glomerata et Penic sp pourraient sécréter des gibbérellines (GA)
(Wagas et al., 2012).

Certaines souches de Cladosporium sp sont connues pour favoriser la plantation et la croissance
(Hamayun et al., 2009 ; Paul et Park, 2013) et améliorer la tolérance au stress des plantes
(Chaibub et al., 2016 ; Torres et al., 2017). Ce genre est connu par sa production de métabolites
secondaires bénéfiques qui améliore la capacité des plantes a s'adapter a de nouveaux
environnements et a maintenir leur santé et leur performance. Parmi ces métabolites, les
gibbérellines qui jouent un réle crucial en stimulant la croissance des plantes, la germination des

graines, l'allongement des tiges favorisant ainsi I'expansion des feuilles (Raut et al., 2021).

10



Partie | :

Germe de lentilles




Germe de lentilles

l. Généralités sur Lens culinaris

Les graines des legumineuses présentent un intérét nutritionnel original : elles sont riches en
protéines et apportent en méme temps des sucres a digestion lente et des fibres notamment des
inhibiteurs de protéase, des lectines, de I'acide phytique, des saponines et des tanins, bien qu'en
quantités modérées (Weder, 1981 ; Blair, 2007).

La lentille est l'une des plus anciennes plantes alimentaires cultivées (Laskar et al., 2019). Ses
feuilles sont composées pennées et se terminent par une vrille simple. Elles comportent de 5 a 16
paires de folioles opposées. Les fleurs varient en couleur, allant du blanc au violet. Les fruits
sont de petites gousses latéralement comprimées, contenant deux ou trois graines (Heuzé et al.,
2015) et sont riches en protéines végétales (Talvaz, 2016). Les tiges de la lentille sont velues,
minces et trés ramifiées (Heuzé et al., 2015). Elle fait preuve d’un potentiel en tant que candidat
redoutable ayant plusieurs qualités comme une teneur élevée en protéines (26-31%) (Sinkovi¢ et
al., 2022 ; Kaale et al., 2023)), bon digestibilité (Yasmeen et al., 2022), flexible aux conditions
environnementales (Sehgal et al., 2021 ; Basbuga et al., 2021). La fixation de I’azote est due a
des bactéries symbiotiques ce qui réduit le besoin d’engrais synthétiques et favorise la santé du
sol (Sierra et Tournebize, 2019). La lentille est plus résistante a la sécheresse que la plupart des

légumineuses apres Lathyrus et Cicer arietinum (Chernenok et al., 2023).

Les lentilles peuvent étre utilisées dans I'alimentation des poules pondeuses en raison de leur
faible colt, mais il est essentiel d'équilibrer la teneur en acides aminés de I'alimentation (Heuzé
et al., 2015). De nombreuses études démontrent leur potentiel a réduire le risque de maladies
cardiaques, de diabete et de plusieurs types de cancer (Mustafa et al., 2022). De plus, les
lentilles ont été associées a 1’aide au controle du poids et a I’amélioration de la fonction gastro-
intestinale (Rico et al., 2021). Elles présentent également des niveaux élevés d’antioxydants
et de composés végétaux anti-inflammatoires (Mbaiogaou et al., 2013). Cela contribue a leur
réputation d’aliment qui favorise la santé et réduit le risque de certaines maladies en raison de
leur teneur élevee en fibres. Leur role dans I’agriculture durable sur le plan environnemental est
considérable. De plus, des études ont montré que la valeur nutritionnelle des lentilles peut étre
encore améliorée par la cuisson par extrusion, améliorant ainsi leurs propriétés
technofonctionnelles (Winham et al., 2020). De nombreux composés phytochimiques bioactifs
présents dans les lentilles, notamment [’acide phytique, les caroténoides, les tocophérols, les
composés phénoliques extractibles et insolubles et les phytostérols, ont été associés aux
avantages pour la santé de I’inclusion des lentilles dans un régime alimentaire (Prashanth et al.,

2024).
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Les germes de lentilles émergent lorsque les graines de lentilles sont imbibées dans I’eau
dans des conditions favorables de température, d'aération et d’obscurité. Ils sont connus pour
leurs nombreux bienfaits nutritionnels, offrant une richesse en vitamines, minéraux, protéines,
lipides, glucides et acide folique (Baumgartner et Emonet, 2007). En tant que source abordable
de protéines végétales et d'autres nutriments, leur consommation sous forme germée présente
des avantages significatifs pour la santé, grace aux transformations chimiques bénéfiques
induites par le processus de germination (Santos et al., 2020). Cette transformation conduit a une
augmentation des composes bioactifs tels que les polyphénols et les flavonoides, ainsi qu'a une
amélioration de l'activité antioxydante et de la valeur nutritionnelle des germes de lentilles
(Fouad et Rehab, 2015).

1. Germination

C’est un processus en continuité avec la fécondation, l'embryogénese et la maturation de la
graine. Il commence par l'absorption de I'eau par la graine et se termine par l'allongement de
I'axe embryonnaire en dehors du tégument, ce mécanisme est influencé par des facteurs internes
et externes : balance hormonale qui régule les acteurs de la germination, conditions
environnementales et le patrimoine génétique de la graine (Gimeno-Gilles, 2009 ; Ghaleb,
2019). La germination se traduit par une activation des activités enzymatiques dans toutes les
parties de la graine (embryon et tissus de réserve), conduisant a la croissance de I’embryon et a

la constitution d’un germe (Baumgartner et Emonet, 2007).

Les étapes de la germination d’aprés Hopinks (2003) et Heller et al., (2004), la cinétique de

prise d’eau permet de caractériser la germination en trois phases :

v/ Phase d’imbibition : Cette phase correspond a une forte hydratation des tissus. Elle est
accompagnée d’une €lévation de I’intensité respiratoire (Rajjou et al., 2004). Elle implique un
mouvement d’eau dans le sens de potentiel hydrique décroissent (Hopkins, 2003). Cette entrée
d’eau est accompagnée d’une augmentation de la consummation d’oxygéne attribuée a

I’activation des enzymes mitochondriales (Anzala, 2006).

v/ Phase de germination au sens strict : Elle est caractérisée par une augmentation de 1’entrée
d’eau. L’hydratation des tissus et des enzymes est totale et la consommation en oxygene est
stable. De plus, les syntheses protéiques sont facilitées car la graine renferme toute la machinerie
nécessaire, en particulier des ARNm y sont accumulés (Rajjou et al., 2004). Durant cette phase,
il y a reprise de la respiration et des activités métaboliques. La présence d’eau et d’oxygéne

permet I’activation des processus respiratoires et mitotiques. L’eau rend mobiles et actives les
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phytohormones hydrosolubles en stock dans la graine. C’est le cas des gibbérellines qui sont
véhiculées vers la couche a aleurones ou elles vont activer la synthése d’hydrolases (telles que
les amylases, les nucléases ou les protéinases) nécessaires a la dégradation des réserves, a la
division et 1’¢longation cellulaire. Les amylases hydrolysent 1’amidon stocké dans 1’albumen et
libérent des molécules de glucose, substrat du métabolisme respiratoire. La phase de germination
au sens strict se termine avec la percée du tégument par la radicule, rendue possible grace a

I’allongement des cellules (Heller et al., 2004).

v Phase de croissance post-germinative : Elle est caractérisée a nouveau par une entrée d’eau et

une augmentation importante de la respiration. La consommation de 1’oxygéne serait due aux
enzymes néosynthétisées (Anzala, 2006), puis tres rapidement, on assiste a une reprise des
divisions et grandissement cellulaires (Hopkins, 2003).

L’auxine est une hormone végétale qui est présente dans l'extrémité de la radicule de la graine
pendant et aprés la germination de la graine (Liu et al., 2007 ; Miransari et Smith, 2014). Elle
joue un réle clé dans la régulation des fonctions suivantes : cycle cellulaire, croissance et
développement, formation de tissus vasculaires (Schuetz et al., 2007) et de pollen (Ni et al.,
2002), et le développement d'autres parties de la plante (He et al., 2000). La croissance et le
développement de différentes parties de la plante, dont I'embryon, on pense que les feuilles et les
racines sont contrdlées par le transport de l'auxine (Xu et Ni, 1999 ; Rashotte et al., 2000 ;
Popko et al., 2010). De nombreux travaux ont en revanche révélé le réle déterminant de cette
hormone dans la formation des racines (rhizogénése) et des tiges (caulogénése). Or, ces deux
évenements constituent le prolongement de la germination, au sens botanique défini par Evenari
(1957).

Les gibbérellines induisent la germination, interrompent la dormance des plantes,
stimulent la division cellulaire et agissent souvent en synergie avec les auxines pour favoriser

I’¢longation des organes, y compris 1’¢longation de la tige et de I’hypocotyle a ’ombre (Stamm
et Kumar, 2010 ; Du et al., 2018 ; Jiang et al., 2020).
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Matériels et méthodesy

Le travail est réalisé au niveau du laboratoire de physiologie végétale, visant a isoler et
identifier les champignons endophytes a partir de germes de lentilles traités par deux solutions
différentes : un contenant uniquement de 1’eau ordinaire et I’autre contenant 0.2g/ 1L de I’auxine
dissoute dans I’eau.

l. Mise en culture
I.1. Processus de germination des graines de lentilles

Cent grammes de graines de lentilles sont stérilisés superficiellement et utilisées, dont 50g sont
placés dans un germoir avec de I’eau ordinaire et d’autres 50g dans un autre germoir avec une
solution d’auxine ajoutée. Les deux germoirs sont trempés pendant 6 heures a I’obscurité a des
températures entre (18°C et 25°C) pour rehydrater et amorcer le processus de germination.
Apreés la période de trempage, les lentilles sont rincées et égouttées a 1’eau fraiche deux fois par
jour pour maintenir I’humidité. Apreés 5 jours, les germes apparaissent et atteignent la longueur

désirée. Les germes sont récoltés et coupées afin d’étre stérilisés (Figure 01).

Figure 01 : graines de lentilles aprés 5 jours de germination, - (a) graines traitées par I’auxine, -
(b) graines traitées par 1’eau ordinaire, - (C) germes de graines Traités par la solution
auxine, - (d) germes de graines traités par 1’eau ordinaire.
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I.2. Préparation de milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Le milieu PDA est un milieu de culture couramment utilisé pour cultiver les champignons
endophytes, dont sa composition générale est la suivante :
v/ 200 g de pomme de terre ;
v/ 20 g de glucose ;
v’ 20 g d’agar-agar ;
v/ 1000 mL d’eau distillée.

Les pommes de terre sont coupées en petits morceaux et cuites dans de 1’eau pour extraire les
nutriments, ensuite le mélange obtenu est filtré dans une passoire et versé dans un Erlenmeyer
placé dans un agitateur chauffant. On rajoute au filtrat le glucose et 1’agar-agar, puis on
complete le volume a 1000 mL. L’Erlenmeyer est retiré¢ de la plaque lorsque le milieu est
homogene et clair. Le milieu prét est vers¢ dans un flacon d’un litre pour la stérilisation a
’autoclave a une température de 120°C pour stériliser et liquifier I’agar-agar. Apres stérilisation,
le milieu est refroidi jusqu'a ce qu’il atteigne une température manipulable mais reste liquide. Ce
dernier est coulé dans les boites de Pétri stériles de 90 mm, ensuite il se solidifie a température

ambiante.

I.3. Stérilisation superficielle de I’échantillon

La stérilisation superficielle est une méthode efficace appliquée dans le but d’éliminer les
contaminants présents a la surface des tiges sans compromettre leur viabilité et intégrité. Cette
méthode est basée sur le protocole de Helander et son équipe (1995) en suivant les étapes :

v/ Traitement a 1’éthanol 95% pour une durée de 2 minutes ;

v ringage al’eau distillée stérilisée ;

v/ traitement a1’eau de javel pour une durée de 03 minutes ;

v/ 2éme ringage a I’eau distillée stérilisée ;

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

Apreés stérilisation, les germes sont coupés en six morceaux entre deux becs bunsens pour éviter
les risques de contamination par des micro-organismes indesirables. Les fragments obtenus sont

ensuite ensemencés sur les milieux de culture PDA dans les boites de Pétri, chaque boite
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contenant six fragments de 1 cm. Au total 156 fragments traités par 1’eau ordinaire et 24

fragments par 1’auxine pendant une a deux mois.

I.4. Isolement de champignons

Aprés quelques jours, les champignons endophytes apparaissent autour des germes de lentilles et
sont prélevés a 1’aide d’une lame a Bistouri puis placés sur une lame contenant une goutte de
gélatine glycérinée avant d’étre recouverts par une lamelle pour une meilleure observation sous
microscope et pour maintenir I’humidité nécessaire pour une étude précise de leur structure et de

leurs caractéristiques.

1.5. Identification des souches fongiques

L’identification des champignons endophytes se fait comme tous les microorganismes
macroscopiques (aspect, couleur, forme, contour, etc...) ou microscopiques (cloisonnement du

mycélium, forme des spores, forme des organes de fructification, etc...) (Gaveriaux, 2006).

|.6. Calcule des abondances

Afin d’estimer la diversité fongique, les abondances des différents genres fongiques identifiés

ont été calculées en appliquant la formule suivante (Sudheep et Sridhar, 2012) :

A (%) = Ng/Ntx100.

A : abondance des genres de champignons ; Ng : nombre de fois que le genre se répete ; Nt :
nombre total de boites ayant fructifié.

Des histogrammes ont été tracés pour montrer les pourcentages des différents genres de

champignons identifiés a partir des germes de lentilles.
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Résultats et discussions

Ce travail repose sur I’identification des champignons endophytes isolés a partir du germe
de lentille prevenant des graines non traitées par 1’auxine et des graines traitées par I’auxine avant le
processus de germination. Apres la mise en culture sur le milieu PDA et une période d’incubation
pendant deux mois a température ambiante, des isolats fongiques ont été prélevés pour une
identification macroscopique et microscopique et des calculs d’abondances ont été effectuées pour

évaluer I’abondance de mycoendophytes.

I. Résultats et discussions

I.1. Abondance de champignons endophytes isolés a partir du germe de lentille

L'analyse macroscopique et microscopique des champignons a permis d'identifier six genres
distincts, comprenant Aspergillus, Trichophyton, Cladosporium, Alternaria, Candida et Rhizopus.
Aussi une petite partie de genres qui sont en stade de développement (structure non identifiée)
(Tableau 01) (Figures 02 et 03).

Les mycoendophytes identifiés appartiennent & deux Phylums différents qui sont les Ascomycétes et

les Zygomycetes.

Tableau 01 : classification des différents genres de mycoendophytes identifiés a partir des germes

de lentille Lens culinaris.

Genre de Phylum Ordre Famille

champignon

Alternaria Ascomycetes  Pleosporales Pleosporaceae
Trichphyton Ascomycetes  Onygenales Arthrodermataceae
Cladosporium  Ascomycétes  Capnodiales Davidiellaceae
Aspergillus Ascomycetes  Eurotiales Trichomaceae
Condida Ascomycetes ~ Saccharomycetales Saccharomycetaceae
Rhizopus Zygomycetes ~ Mucorales Mucoraceae

SNI / / /
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Nos résultats montrent une diversité trés importante en champignons endophytes au niveau
de germes de lentilles. Il est notable que la majorité des travaux sont réalisés sur les feuilles de
plusieurs plantes (Lodge et al.,1996 ; Arnold, 2007) contrairement aux travaux sur les graines qui
sont rares (Klaedtke et al., 2016 ; Blaszczyk et al., 2021).

La prédominance des Ascomycetes est constatée dans pratiquement notre étude et toutes les
études sur les champignons endophytes, sans exception. Cette observation est cohérente avec les
résultats de certaines études comme mentionné par Arnold et al., (2007) ; Lutzoni, (2007) ; Koukol
et al., (2012) ; Del Olmo-Ruiz et Arnold, 2014). Les Ascomycetes représentent une population
extrémement diversifiee et il a été démontré que la diversité des champignons endophytes est
influencée par le génotype de 1’hote et la géographie, ce qui souligne leur rdle crucial dans des
domaines tels que la génétique, certaines espéces (par exemple, Saccharomyces cerevisiae,
Neurospora crassa, Emericella nidulans, Schizosaccharomyces pombe) largement utilisées
comme organismes modeles, pour lesquelles des études génétiques approfondies ont été réalisées et
qui ont permis de faire des découvertes révolutionnaires dans le domaine de la biologie (Wallen et
Perlin, 2018 ; Naranjo-Ortiz et Gabalddn, 2019 ; Jigjiddorj et al., 2024), I'écologie (Belnap et
Lange, 2005), et la phylogénie (Schoch et al., 2009 ).

Les Ascomycétes est un phylum majeur des champignons qui jouent un role important dans
les micro-écosystémes végétaux en contribuant de maniére significative a la diversité microbienne.
Ces champignons influencent positivement la santé et la croissance des plantes (Yu et al., 2018). Ils
montrent une grande diversité dans leurs interactions avec les plantes. Certaines especes peuvent
coloniser une varétés de plantes, tandis que d'autres sont spécifiques a un nombre restreint de
plantes. De plus, ces champignons peuvent également montrer une spécificité par rapport aux
parties de la plante qu'ils colonisent, comme les racines, les feuilles, les tiges ou les graines (Aly et
al., 2011 ; Bamisile et al., 2018).

Les Basidiomycetes représentent le deuxiéme plus grand embranchement de champignons,
En général, les endophytes Basidiomycetes étaient faibles a 2,1 %, par rapport a ceux
d’Ascomyceétes, dans les feuilles, les tiges et les racines de certaines plantes (Rungjindamai et Jones,

2024). Dans nos résultats, ce phylum n'a pas été identifié.
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Les recherches menées par Samra et Devadatha ont révélé que la majorité d’especes
identifiées appartiennent aux Ascomycetes, avec 325 especes reparties dans 189 genres. Parmi les
espéces restantes, 35 réparties dans 28 genres appartiennent aux Basidiomycetes et 54 réparties dans
10 genres appartiennent aux Zygomycetes detectés a partir de feuilles de mangrove (Acanthus
ilicifolius) mais restent souvent cachés dans les substrats des hoétes (Rungjindamai et Gareth
Jones,2024). Ces résultats sont en accord avec les nétres, car nous avons identifie seulement un

genre qui appartient a ce phylum.

2. Abondances en champignons endophytes au niveau du germe de lentille des graines traitées par
I’eau

Pour les germes traités par I’eau ordinaire, 6 genres ont été identifiés, il s’agit de genre dominant
Alternaria qui présente un pourcentage de 44,45% suivi par le genre Trichophyton qui présente une
abondance de 19,44%, et d’autres moins dominants tels que : Cladosporium 11,11%, Aspergillus
5,55%, les plus faibles sont Candida 2,78%, Rhizopus 2,78% et 13,23 des genres non déterminés
(Tableau 01 et 02) (figures 02 et 03).

Tableau 02 : abondances et ’erreur standard des différents genres de mycoendophytes isolés a

partir des germes de lentille Lens culinaris des graines traitées par 1’eau.

Genre de champignon AISoondance en %
Alternaria E 44,45% 2.67
Trichphyton 19,44% 1.42
Cladosporium 11,11% 1.25
Aspergillus 5,55% 2.5

Condida 2,78% 1.41
Rhizopus 2,78% 1.41
SNI 13,23% 1.29

22



Résultats et discussions

50
45
40
35
x
c 30
(]
3
c 25
©
e 19,44
S 20 —
(4] | — |
15 = 13,23
10 = =
[ === 5,55
5 = = = 2,87 2,87
0 == == = = ==
Alternaria  Trichophyton SNI Cladosporium Aspergillus Condida Rhizopus

Champignons endophytes

Figures 04 : représentation graphique de pourcentage d’abondance des différents genres de
champignons endophytes identifiés a partir du germe de lentilles des graines traitées par 1’eau

ordinaire.

Il existe des genres de champignons endophytes qui jouent un réle important dans la dégradation
des réserves organiques, facilitant ainsi la décomposition de la matiere organique et le recyclage des
nutriments essentiels pour les plantes comme Rhizopus et Condida. Par ailleurs, certains autres
genres de ces champignons tels que Alternaria, Aspergillus, Trichophyton et Cladosporium sont
responsables de la synthése de phytohormones, des substances chimiques qui régulent la croissance
et le développement des plantes, influencant des processus tels que la germination et la croissance
(Rodriguez et al., 2009).

Les graines traitées par 1’eau ordinaire montrent une dominance du genre Alternaria spp qui est un
genre ubiquitaire, cosmopolite et saprophyte dont plusieurs especes se trouvent dans le sol ou sur
des tissus végétaux morts avec une large gamme d’hétes (Demers, 2022). Ce genre est I'un des
taxons les plus fréquemment identifiés parmi les phytopathogénes présents dans les graines d'iris de
Sibérie (Gou et al.,2022) Il peut étre pathogéne sur de nombreuses plantes cultivées importantes

mais vit également en symbiose asymptomatique en tant qu’endophyte de nombreuses plantes
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(Demers,2022). Dans nos résultats aucun symptome de maladies n’a été observé sur les germes de
lentille, bien au contraire le germe poussait trés bien et surtout dans 1’eau sans auxine. Aussi, ce
genre produit une gamme variée de métabolites volatils et présentent une variété d’activités
biologiques telles que des propriétés phytotoxiques, cytotoxiques qui peuvent agir comme des
signaux de maladies végétales ou comme des molécules de signalisation impliquées dans
I'activation des mécanismes de résistance aux maladies (Lou et al., 2013). Certains de ces
métabolites ont également des propriétés antimicrobiennes ou peuvent servir de marqueurs pour
détecter les agents pathogénes d’altération (Calmes, 2011). De plus, lls jouent un role dans
I'inhibition de la croissance d'autres micro-organismes prédateurs, facilitent la colonisation des
plantes et contribuent & la survie des champignons dans le sol (Berestetskiy et et al., 2018). Ces
métabolites d’Alternaria peuvent étre regroupés en plusieurs catégories, notamment les composés
azotés, les stéroides, les terpénoides, les pyranones (pyrones), les quinones, les composés
phénoliques, etc. Plusieurs métabolites sont uniques a une espece d’Alternaria, mais la plupart des
métabolites sont produits par plus d’une espéce. Le métabolite le plus répandu est ’alternariol (Lou
etal., 2013).

Alternaria brassicicola peut activer la transcription de génes impliqués dans la biosynthése de
l'auxine. De plus, les enzymes produites par certaines espéces d'Alternaria, telles que les cellulases,
peuvent dégrader la cellulose facilement et plusieurs types de polysaccharides complexes au niveau
des graines. Ces champignons peuvent également produire des protéases, des amylases et un
pigment ressemblant a de la mélanine (Thomma, 2003). Les résultats suggérent que la rapidité de
germination des graines de lentilles traitées avec une solution sans auxine pourrait étre expliquée
par la forte abondance du genre Alternaria dans les graines. Ce genre favoriserait la sécrétion
d'enzymes facilitant la dégradation des réserves de la graine, augmentant ainsi la concentration en
auxine déja présente. De plus, la présence d'Alternaria pourrait contourner le processus habituel de
stimulation des enzymes par I'eau et I'oxygene, en fournissant directement les enzymes nécessaires,
ce qui favoriserait également la germination rapide. Les études antérieures, telles que celles de
Schardl et al., (2004) et de Wang et al., (2024), ont déja demontré que les graines contenant des
champignons endophytes germent plus rapidement que celles sans endophytes, ce qui est confirmé
par notre étude. Ainsi, les graines traitées avec de l'eau ordinaire ont germé plus rapidement en
raison de la forte présence de champignons endophytes, contrairement a celles traitées avec une

solution d'auxine.
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Le genre Trichophyton, bien que présent dans I'eau ordinaire et les solutions d'auxine, a €té peu

étudié chez les plantes. Cependant, il a été isolé en tant qu'endophyte chez Symphytum officinale,
ou il montre une activité antagoniste contre le phytopathogéne Sclerotinia sclerotiorum. Ce dernier
produit une moisissure blanche et cause des dommages significatifs aux cultures de haricots (Rocha

et al., 2009). Dans nos résultats aucun symptome de maladie n’a été observé.

Les especes de Candida sont principalement associées aux plantes vivantes, a la végétation en
décomposition, 65 % des especes de Candida ne sont pas capables de se développer a des
températures de 37 °C, 57 % des espéces utilisent la cellobiose (dégradation de la cellulose), 27 %
des especes dégradent I’amidon comme matériau de stockage présent dans les réserves des graines
chez la plante et 7 % utilisent le méthanol comme métabolite possible du catabolisme de la pectine.
85 % des espéces ont besoin de vitamines individuelles produites principalement dans des matieres
vegétales (Schauer et Hanschke, 1999). Ces résultats son cohérent avec les notres. Malgré leur
faible abondance dans la solution dépourvue d'auxine et leur absence totale dans la solution
contenant de l'auxine, les espéces du genre Candida exercent tout de méme une influence
significative sur la germination. Cela suggere que leur role dans ce processus ne dépend pas
uniquement de la production ou de I'interaction avec I'auxine, mais pourrait plutdt résider dans leur
capacité a dégrader des composés complexes ou a fournir des nutriments essentiels a la jeune

plante, facilitant ainsi indirectement la germination.

Le genre Rhizopus est un champignons Zygomycetes saprotrophes qui est omniprésent dans le sol,
les excréments d’animaux et la végétation en décomposition (Gryganskyi et al., 2018). Certaines
souches sont utilisées dans la production d'enzymes pour la biofermentation industrielle ou comme
agents de fermentation dans la production alimentaire (Gryganskyi et al., 2018). Sur le plan
agricole, il provogue la décomposition des produits végétaux pendant le transport et le stockage
(Zheng et al., 2007 ; Ghosh et al. 2015). Plus récemment, les espéces de Rhizopus se sont avérées
utiles dans les activités bioindustrielles pour synthétiser des métabolites (Ghosh et Ray, 2011 ;
Gryganskyi et al., 2018). Par exemple, les especes du complexe R. arrhizus/delemar sont utilisées
pour produire des acides lactiques, fumariques, maliques et d’autres acides organiques, ainsi que
pour la synthése d’éthanol, de caroténoides et de certaines enzymes hydrolytiques (Gryganskyi et
al., 2018). Par conséquent, méme en petite quantité, la présence de Rhizopus dans notre échantillon
pourrait indiquer leur participation a des processus clés de la germination des graines, et

potentiellement influencer les résultats de notre étude.
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Par exemple, Rhizopus stolonifer est un champignon commun a croissance rapide. Ce champignon
provoque des maladies connues sous le nom de pourriture molle, de moisissure noire et de
pourriture de Rhizopus. Il peut prospérer rapidement dans des environnements humides en raison de
la prévalence de ses spores en suspension dans l'air. (Ameri et Shahraki, 2024). Nos résultats ne

sont pas en accord car ce genre n’a pas provoqué de maladie et il a donné un bon effet sur la plante.

3. Abondances en champignons endophytes au niveau du germe de lentille des graines traitées
par la solution d’auxine

Pour les graines traitées par 1’auxine, quatre genres ont été identifiés. Aspergillus est le genre
dominant représentant (37,5%) suivi par Alternaria (25%), Trichophyton 12.5%, Cladosporium
12.5%, dont plusieurs champignons endophytes qui montrent des structures mycéliennes et des
spores non identifiées présentent 12.5% (Tableau 01 et 03) (figure 02 et 03).

Tableau 03 : abondance et I’erreur standard des différents genres de mycoendophytes isolés a partir

du germe de lentilles Lens culinaris des graines traitées par une solution d’auxine.

Genre de champignon Abondance en %
ES

Alternaria 25% 1.23

Aspergillus 37.5%1.03

Trichophyton 12.5%1.85

Cladosporium 12.5%3.16

SNI 12.5%1.34
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Figures 05 : représentation graphique de pourcentage d'abondance de différents genres de
champignons endophytes identifiés a partir du germe de lentilles des graines traitées par la solution

auxine.

Les graines traitées par la solution auxine montrent une abondance importante de genre
Aspergillus qui se développent dans des environnements riches en oxygeéne et beaucoup d’entre eux
sont capables de se développer dans des environnements appauvris en nutriments. De plus, de
nombreuses especes ont été cultivees avec succes dans une large gamme de températures (10 a 50
°C), de pH (2 a 11) et de salinité (0 a 3,4 %), ils existent dans la nature sous forme d’endophytes, de
saprophytes, de parasites et d’agents pathogénes humains (El-Hawary et al., 2020). Ce genre a déja
été isolé en tant qu’endophyte et a montré une activité contre divers micro- organismes pathogenes,

comme 1’ont démontré des études menées par Maria et al. (2005).

Les espéces endophytes d’Aspergillus ont prouvé leur capacité a produire de nombreux
métabolites secondaires actifs, tels que les buténolides, les alcaloides, les terpénoides, les
cytochalasines, les phénalénones, les p-terphényles, les xanthones, les stérols, I’éther diphénylique
et les dérivés des anthraquinones d’une grande importance dans les industries pharmaceutiques et
commerciales, ces métabolites présentent diverses activités biologiques, telles que des activités

anti-inflammatoires, anticancéreuses, antibactériennes et antivirales (EI-Hawary et al., 2020). Les
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especes de ce genre sont considérées comme principalement terrestres avec des réles importants en
tant que décomposeurs de matieres organiques et provoquent des pourritures destructrices dans les
produits agricoles et I’industrie alimentaire, ou elles produisent une large gamme de mycotoxines
(Abdel-Azeem et al., 2016). Ces résultats sont en accords avec les ndtres qui indiquent que le germe

de lentille n’était pas en bon état de santé.

Aspergillus posséde un impact positif sur la croissance et la protection des plantes. La
recherche a revelé qu’dspergillus spp profite aux plantes de nombreuses fagons. Dans le
prétraitement des sols, par la production extracellulaire de phytases, ils minéralisent le phosphate
provenant de sources organiques inaccessibles, ou rendent les sources inorganiques plus facilement
accessibles aux plantes. Dans les applications directes aux plantes, ils continuent d’aider la plante a
absorber le phosphate mais induisent également une stimulation de la croissance par la production
de composés biologiquement actifs, notamment des auxines, des gibbérellines et d’autres composés
de type phytohormone (hung et Rutgers, 2016). Cependant, nos résultats ne concordent pas avec ces
observations. En effet, le germe de lentille provenant des graines traitées avec la solution d'auxine a
présenté un développement ralenti et une croissance insuffisante. Contrairement aux effets positifs
attendus sur la stimulation de la croissance, nous avons observé une faible vitalité des germes,
suggeérant que l'interaction entre I'auxine et Aspergillus n'a pas favorisé un environnement propice a

leur développement optimal.

Aspergillus niger produit des acides organique, il peut acidifier assez rapidement le milieu &
un pH inférieur a 2. De nombreuses hypothéses suggerent que la sécrétion d’acides aide a dégrader
les parois cellulaires végétales sur lesquelles le champignon saprotrophe se développe, tout en
ralentissant la croissance des organismes concurrents (Andersen et al., 2009). Ces résultats peuvent
étre en corrélation avec les nétres car la forte abondance de genre Aspergillus fait acidifier le milieu
en faisant diminuer 1’abondance de certains genres bénéfiques tels que Alternaria et faire disparaitre

certains tels que Rhizopus et Candida.

Cladosporium est un genre couramment rencontré sur une variété de débris végétaux. Il est
souvent isolé du sol, des aliments, de la peinture, des textiles, dans d'autres matieres organiques et
souvent retrouve dans les échantillons d’air, tant a l'intérieur qu'a I'extérieur. Les conidies des
especes de Cladosporium sont une composante fréquente des spores fongiques. Certaines espéeces
de ce genre sont pathogenes pour les plantes, causant des taches foliaires et d'autres lésions, tandis
que d’autres agissent en tant qu’hyperparasites sur d’autres champignons. Cladosporium est
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également reconnu pour étre un endophyte commun, capable de coloniser les tissus végétaux sans

provoquer de symptémes visibles (Bensch et al., 2012). Dans notre étude, nous avons observé que
les lentilles germées dans des conditions normales ont eu une croissance saine, mais celles traitées
avec une solution d'auxine ont montré des symptdmes de perturbation, possiblement liés a la

présence de Cladosporium dans la solution.

Cladosporium est réputé pour son role dans la protection des plantes contre divers stress,
qu'ils soient biotiques ou abiotiques. De plus, il produit les phytohormones, a savoir I’acide 3-
indole acétique qui joue un réle important dans la croissance et le développement des plantes
régulant la réponse physiologique et I’expression des génes chez ces organismes, nos résultats sont
en accord avec ces études. Des recherches récentes démontrent I’implication de I’AIA dans les
interactions plantes-pathogénes, telles que la pathogenése et les mécanismes de défense. Il peut
également solubiliser le phosphate et le zinc et contribue de maniere décisive a leur utilisation
comme agents pour favoriser la croissance des plantes (Raut et al., 2021). Les valeurs de genre
cladosporium sont presque similaires dans les deux tests de nos résultats, ce qui souligne

I’importance de ce genre.

4. Comparaison des abondances en champignons endophytes au niveau du germe de lentille

des graines traitées par ’eau et des germes de graines traitées par de ’auxine

Lors de la germination, le germe des graines traitées par l'eau ordinaire a montré une
croissance plus rapide et une diversité plus élevée, tandis que le germe traité avec une solution
d'auxine a présenté une croissance plus lente et une diversité moindre. Apres identification au
microscope, nous avons observé des abondances trés intéressantes de champignons endophytes dans
les deux expériences. Les résultats des deux tableaux (1) et (2) montrent que le genre Alternaria
présente un taux de 44,45% dans le germe de lentilles traité par l'eau, ce qui favorise une plus
grande présence comparée au traitement a l'auxine, ou le pourcentage est de 25%. Le genre
Aspergillus atteint une abondance de 37,5% dans la solution d’auxine, le pourcentage le plus éleve,
alors que dans l'eau, sa présence est seulement de 5,55%. Contrairement au genre Trichophyton, il
représente une différence qui n'est pas trés grande 12,5% avec l'auxine et 19,44% avec l'eau. Le
genre Cladosporium présente presque des abondances similaires, avec 12,5% pour la solution
d'auxine et 11,11% pour I'eau. Les deux genres Candida et Rhizopus sont présentes seulement dans
le germe de lentilles traité par I’eau avec un pourcentage de 2,87% pour chacun et les SNI
(Structures non identifiées) sont de 13,23% pour I’eau et 12.5% pour la solution d’auxine.
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Tableau 04 : : Comparaison des abondances des champignons endophytes des germes de lentilles

traitées par l'eau et des germes traités avec une solution d'auxine.

Genre de champignons

Abondance des genres issus Abondance des genres issus

de germes des graines traités de germes des graines traités

par I'eau ordinaire en % par la solution auxine en %
Alternaria 44.45% 25%
Aspergillus 5.55% 37.5%
Trichophyton 19.44% 12.5%
Cladosporium 11.11% 12.5%
Rhizopus 2.78% /
Candida 2.78% /
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Lorsqu'une plante est infectée par certains champignons endophytes, elle réagit en activant
I'normone végétale, I'auxine, qui agit en réprimant I'expression du gene PIN2 qui code pour des
transporteurs de l'auxine dans les plantes. Cela perturbe le transport normal de l'auxine, entrainant
son accumulation a des emplacements spécifiques dans la plante. Cependant, la régulation précise
de ce processus semble complexe, suggérant l'implication d'autres facteurs ou interactions. Les
enzymes GH3 sont impliquées dans la réponse des plantes aux stress en régulant les niveaux
d'auxines, ce qui influence la croissance et le développement des plantes pour mieux faire face aux
stress (Gonzalez Ortega-Villaizan et al., 2024). Nos observations expérimentales suggerent que
I'application d'auxine artificielle peut perturber la régulation des génes GH3 et PIN2, déséquilibrant
ainsi la production et le transport d'auxine. Cela peut entrainer un dysfonctionnement des
endophytes, affectant ainsi la germination et la croissance des plantes.
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Conclusion

Cette ¢tude s’est focalisée sur I’isolement et I’identification des champignons endophytes
Présents dans les germes de lentilles (Lens culinaris) obtenus a partir de la germination des graines
mises dans une solution sans auxine et une solution avec auxine. Les échantillons ont été mis en
culture sur milieu PDA et incubés a température ambiante pendant 2 mois. Ensuite, des isolats
fongiques ont été prélevés pour une identification macroscopique et microscopique et des calculs

d’abondance ont été réalisés.

Nos résultats ont montré une diversité importante des champignons endophytes a partir des
germes traités a I’eau. Au total six genres de champignons ont été identifiés, il s’agit de : Alternaria,
Trichophyton, Cladosporium, Aspergillus, Candida et Rhizopus. En revanche, pour les germes
traités a 1’auxine, seuls quatre genres de champignons ont été répértoriés, a savoir Alternaria,
Trichophyton, Cladosporium et Aspergillus, qui sont moins représentés que dans le premier groupe.
De plus, des genres non déterminés ont été observés dans les deux traitements. Ces observations
révelent la présence de deux principaux phylums, les Ascomycetes et les Zygomycetes, avec une
prédominance marquée par des Ascomycetes dans les deux traitements. Pour les graines traitées a
I’eau, Alternaria était le champignon le plus fréqguemment, représentant 44,45% de 1’abondance
totale, tandis qu 'Aspergillus était plus abondant dans les germes traités a I’auxine, atteignant une
fréquence de 37,5%. Les germes de lentilles obtenus a partir des graines traitées par 1’eau ordinaire
étaient de bonne qualité et montraient une diversité plus importante en champignons endophytes,
contrairement aux germes des graines traitées avec une solution d’auxine, qui étaient de mauvaise
qualité et présentaient une diversité minimale en champignons endophytes. Cela pourrait &tre dd au
fait que I’auxine perturbe la germination et le cortége des champignons endophytes (Marques et al.,
2017)

Le role crucial des champignons endophytes est important dans la germination des graines et
la croissance des germes de lentilles, probablement en facilitant la dégradation des réserves de la
graine et en augmentant la disponibilité des nutriments. En outre, ces champignons ont montré des
capacités a produire des bioactifs naturels tels que les phytohormones qui favorisent la croissance
de la plante. Pour approfondir cette étude, il serait intéressant de :

v Mener plus de recherche sur les interactions existantes entre les champignons et les germes des

graines ;
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v/ Faire une identification moléculaire des structures de champignons non identifiees ;
v Exploiter a une échelle industrielle les composes bioactifs issus des champignons endophytes

pour des applications biotechnologiques.
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Résumé

Lens culinaris est une légumineuse largement cultivée pour ses graines riches en
nutriments essentiels tels que les protéines, les fibres et les vitamines. Le but de ce travail
est d’identifier les champignons mycoendophytes présents dans les germes de lentille
obtenus a partir des graines mises dans une deux traitements différents (eau et solution
d’auxine). Pour se faire, une stérilisation superficielle des germes de lentille est nécessaire
pour avant de les mettre en culture sur un milieu PDA (Potato Dextrose Agar) et une
incubation a température ambiante pendant deux mois. L’identification macroscopique et
microscopique a révélé une diversité notable et a permis de donner six genres de
champignons a partir des germes des graines traitées avec de 1’eau ordinaire : Alternaria,
Cladosporium, Rhizopus, Aspergillus, Trichophyton et Candida. En revanche, quatre
genres ont été identifiés a partir des germes traités avec la solution d’auxine : Aspergillus,
Trichophyton, Cladosporium et Alternaria. Le germe Lens culinaris héberge un réservoir
de champignons endophytes, qui constitue une source importante de production de
phytohormones telles que I’auxine. Ces champignons jouent un rdle crucial dans la
germination des graines (germination symbiotique) et la croissance de la plante.

Mots clés : champignons endophytes, Lens culinaris, germe, germination, auxine et
diversité.

Abstract

Lens culinaris is a legume widely cultivated for its seeds, which are rich in essential
nutrients such as protein, fibre and vitamins. The aim of this work is to identify the
mycoendophyte fungi present in lentil germ obtained from seeds placed in two different
treatments (water and auxin solution). To achieve this, surface sterilization of the lens
germs is necessary to culture them on PDA (Potato Dextrose Agar) medium, and
incubation at room temperature for two months. Macroscopic and microscopic
identification revealed a notable diversity and yielded six genera of fungi from seeds
treated with plain water: Alternaria, Cladosporium, Rhizopus, Aspergillus, Trichophyton
and Candida. On the other hand, four genera were identified from seeds treated with auxin
solution: Aspergillus, Trichophyton, Cladosporium and Alternaria. The Lens culinaris
germ hosts a reservoir of endophytic fungi, which are an important source of
phytohormones such as auxin. These fungi play a crucial role in seed germination
(symbiotic germination) and plant growth.

Key words: endophytic fungi, Lens culinaris, germ, germination, auxin and diversity.



