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Introduction générale

Calycotome spinosa (L.) Link appartient a la famille des Papillionaceae (Fabaceae) ;
c'est un arbuste épineux, trifolié avec des fleurs jaunes pendant la saison du printemps, on la
trouve sous sa forme indigéne dans certaines régions au sud de I'Espagne et en Afrique du
Nord, notamment en Tunisie, au Maroc en Libye et en Algérie ou elle est tres commune
(Damerdji, 2008-2009 ; Damerdji, 2012). Cette plante a une tendance thermophile et un
comportement héliophile. Elle est localisée dans des stations, souvent caractérisées par un
bilan hydrique plus ou moins déficitaire (Rameau et al., 2008). La plante est trés inflammable
et contribue a la propagation des incendies. Les parties aériennes de ce genre de Calycotome,
sont traditionnellement utilisées comme un agent antitumoral et efficaces pour le traitement
des furoncles, des abceés cutanés et des engelures dans la médecine populaire sicilienne
(Djeddi et al., 2015). En outre, la particularité de Calicotome spinosa est que son feuillage est
tres riche en protéines brutes (33,7% de MS), ce qui fait de cette Iégumineuse un excellent
complément protéique pour les fourrages de faible qualité et produits fibreux de sous-bois.
Cette espece est également excessivement riche en phénols et en tanins totaux (Mebirouk-
Boudechiche et al., 2015). Cet arbuste fourrager est parmi les plus consommeés par les chevres
en systeme extensif. Il est caractérisé par sa grande appétence, son abondance, et sa résistance
aux conditions climatiques (Mebirouk-Boudechiche et al., 2015).

Toutes les plantes dans les écosystemes naturels semblent établir des associations
symbiotiques. Parmi ces associations symbiotiques, on trouve celles qui se forment entre les
plantes et les champignons endophytes ou mycoendophytes , qui colonisent les tissus internes

de leurs plantes héte sans causer aucun symptdme apparent de maladie (Petrini, 1991 ; Dutta
et al., 2014 ; Masumi et al., 2015). L’existence de ces champignons est connue depuis la fin

du 19eme siécle (Guerin, 1898). Les premiers fossiles d’endophytes remontent aux temps ou

les plantes supérieures sont apparues sur terre (Redecker et al., 2000).

Les champignons endophytes constituent un groupe polyphylétique tres diversifié,
principalement constitué d’especes appartenant au phylum Ascomycota (Hartley et al., 2015 ;
Amin, 2016 ; Potshangbam et al., 2017). La symbiose mutualiste entre les champignons
endophytes et les plantes s'est formée au cours de I'évolution a long terme de I'écosysteme, ce
qui pourrait favoriser la croissance des plantes (Lyons et al., 1990 ; Lu et al., 2000), améliorer
la résistance aux maladies (Clay, 1989) et augmenter la capacité de résistance a l'adversité
(Ravel et al., 1997 ; Malinowski et Belesky, 1999). Par conséquent, les champignons
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endophytes jouent un role écologique important dans le processus de succession vegetale
(Guo, 2001).

Dans ce travail, nous nous sommes intéresses a 1’étude de la diversité des
champignons endophytes au niveau des feuilles de Clicotome spinosa de la région de Tala n
Tazart (Tizi-Ouzou), apres une culture sur milieu PDA et une identification morphologique.
Ce travail été effectué au sein du laboratoire Ressources Naturelles de 1’Université Mouloud
Mammeri de Tizi-Ouzou (U.M.M.T.O), sachant qu’au préalables plusicurs études ont
concernées les endophytes foliaires de plusieurs essences végeétales mais jamais le Calicotome

spinosa.
Ce travail est subdivisé en quatre grands chapitres :

Le chapitre 1 concerne une étude bibliographique sur les mycoendophytes ;
Le chapitre 2 donne la description du Calicotome spinosa ;
Le chapitre 3 présente le matériel et les méthodes utilisés dans cette étude ;

YV V V V

Le chapitre 4 concerne les résultats et la discussion de ces derniers.

Nous avons terminé le travail par une conclusion génerale et des perspectives.




Chapitre | Mycoendophytes foliaires

1. Introduction

Champignons = Fungi = mycetes (mukes = champignon), ils représentent 1’un des plus
importants groupes d’organismes sur terre et jouent un role clé dans un grand nombre

d’écosystémes (Mueller et Schmit, 2007).
Les champignons présentent des caractéristiques propres:
— des cellules possédant un ou plusieurs noyaux (Eucaryotes);

— un appareil végétatif diffus, ramifié et tubulaire (mycélium) : I’organisme fongique est
dépourvu de racines, de tiges et de feuilles. Il s’agit donc d’un thalle (appareil végétatif).
C’est un ensemble de cellules végétatives ne formant pas de tissus proprement dits au sens
fonctionnel, donc pas d’organes différenciés. Le mycelium, qui représente I’appareil végétatif
est contenu dans les substrats (sol, bois mort, litiere, fientes et étres vivants...) (Bouchet et al.,
2000 ; Rapior et Fans, 2007).

— une paroi cellulaire composée de chitine : Comme les animaux, la paroi des cellules
fongiques est de nature chitineuse tandis que la paroi des cellules végétales est de natures
cellulosique (Rapior et Fans, 2007). Les champignons disposent aussi d’autres singularités
biochimiques, telles que la production de glycogéne, d’ergostérol, de tréhalose et de
métabolites secondaires divers (Bouchet et al., 2000 ; Roland et al., 2008 ; kirk et al., 2008).

Les champignons sont hétérotrophes pour le carbone et sont donc dans 1’obligation de
le puiser dans des matiéres organiques préformées présentes dans leur environnement. Le
mycélium possede deux réles importants : la sécrétion et 1’absorption. Il sécréte des enzymes
puissantes capables de décomposer la matiere organique la plus résistante (cellulose,
hémicellulose et lignine). 1l absorbe les éléments carbonés nécessaires a la survie de ses
cellules ainsi que de 1’eau et des sels minéraux, notamment lors des partenariats symbiotiques

(Bouchet et al., 2000; Raven et al., 2007 ; Martin, 2014 ; Sellier et al., 2021).

— une reproduction par des spores unicellulaires, plusieurs especes de champignons

présentent deux phases de vie distinctes :

- le stade anamorphe (stade imparfait) qui ne permet qu’une reproduction asexuée. Ceci est
plus fréquent chez les Ascomyceétes, elle se fait par une simple mitose (division binaire du
noyau) (Rapior et Fans, 2007 ; Sellier et al., 2021) .
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- le stade téléomorphe (stade parfait), ou les carpophores présentent une reproduction sexuée,
fait intervenir la rencontre de filaments spécialisés (plasmogamie), la conjugaison des noyaux
(caryogamie) et enfin une réduction chromatique (méiose) suivie d’une ou plusieurs mitose
(Eyssartier, 2017 ; Sellier et al., 2021).

2. Classifications des champignons

Les champignons font partie d’un monde vivant comprenant cinq régnes : les
bactéries, les protistes, les végétaux, les animaux et les champignons. Le régne fongique est
composé de champignons dits inférieurs: les Chytridiomycota, les Zygomycota et les
Glomeromycota ; et de champignons dits supérieurs : les Ascomycota et les Basidiomycota.
(Garon, 2015) (Figure 1).

t “ 1

| . Basid
Champignons j o Mycélium e

c

O | supérieurs e v

- Ascomycétes non o

; 1

w

Chitine Siphon

Champignons ¢ Gloméromycites
inférieurs {
Zygomycetes |
Chytridiomycétes Spored 1

flagefie

Figure 1 : principaux groupes des phylums fongiques (Sellier et al., 2021).

2. 1. Champignons « inférieurs »

Les champignons inférieurs sont des champignons dont le mycélium est tres fin et
siphonné, c’est-a-dire ne présentant pas de cloison. De plus, ils présentent une reproduction
asexuée par multiplication cellulaire simple (mitose), on parle alors de mitospores. Ces
organismes ne produisent pas de carpophores (structure organisee portant des spores sexuées).
Ce sont des champignons de petites tailles souvent peu visibles ou microscopiques (Rapior et
Fans, 2007).
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2.1.1. Chytridiomycota

Ce sont des champignons principalement unicellulaires de milieux humides,
essentiellement aquatiques, possédant des parois cellulaires en chitine et des spores mobiles
appelées zoospores (disposant d’un seul flagelle distal). Ces champignons sont notamment
responsables de maladies trés connues affectant les amphibiens (Batrachochytrium
dendrobatidis et Batrachochytrium salamandrivorans) (Longcore et coll, 1999; Martel et
coll, 2013)

2.1.2. Zygomycota

Ces organismes ont souvent une croissance rapide qui leur permet de coloniser
efficacement les substrats de croissance. Ces organismes peuvent avoir une reproduction
sexuée en formant des zygospores. Les structures portant les mitospores, nommeées
mitosporanges, comportent de nombreuses spores et leur hyphes ne sont cloisonnées que dans
les organes reproducteurs. Ce sont des symbiotes (mycorhizes), des parasites ou des
saprophytes comprenant entre 800 et 1000 espéces dans le monde. Parmi les plus connues,
citons celles qui se développent sur les fruits provoqué par le (Rhizopus stolonifer) ( Cordier,
2012).

2.1.3. Glomeromycota

Ce groupe ancien, dont P’origine remonte a 600 millions d’années, comprendrait

environ 300 especes (Redecker et coll, 2000).

Ces organismes forment des mitosporanges ne comprenant qu’une seule spore
mitotique et possédent des mycéliums coenocytiques. Les Glomeromycota se reproduisent de
maniére asexuée par le développement blastique des extrémités des hyphes pour produire des
spores relativement grandes avec des parois en couches, contenant plusieurs centaines a des
milliers de noyaux (Cordier, 2012 ; Fitter et al., 2011). Ces champignons sont largement
méconnus, car quasiment invisibles. 1ls assument pourtant des réles écologiques primordiaux
dans les écosystemes. En effet, ils forment des symbioses au niveau racinaire
(endomyecorhizes) ou les hyphes fongiques envahissent les cellules des racines des plantes et
ou les deux espéces bénéficient d'un apport accru de nutriments (Rosendahl, 2008 ; Helgason
et Fitter, 2009 ; Murray et al., 2010 ; Baomig et al., 2013).
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2.2. Champignons « supérieurs »

Les champignons supérieurs se différencient des précédents par une reproduction sexuée
faisant appel a un carpophore. Ils peuvent aussi se reproduire de maniére asexuée a 1’aide de
conidies. Le mycélium est cloisonné. Les Ascomycetes et les Basidiomycétes se distinguent

notamment par les organes permettant la formation des spores (Rapior et Fans, 2007).
2.2.1. Ascomycota

Les Ascomycota constituent la division la plus importante au sein du régne des
champignons. lls sont composés d’environ 64 000 especes décrites, généralement avec des

carpophores présents et des formes tres variées (Ainsworth, 2008).

Ils possedent des thalles unicellulaires ou pluricellulaires filamenteux septés. La
reproduction peut étre de deux types: asexuée, par spores exogenes (conidies ou
conidiospores) et sexuée, par spore endogene (ascospores) (Eriksson et al., 2003). Les asques
présentent une large diversité d’organisation (unituniqué, bituniqué, operculé, inoperculé...).
Le nombre de spores contenues dans les asques est classiqguement de 8 (Carlile et Watkinson,

1994). La forme et la taille des spores sont trés variables (Sénéquier-Crozet et Canard, 2016).

lls existent en milieux terrestres et aquatique, sur les substrats tels que le bois, les
matériaux de kératine (ongles, plumes et cheveux), du fumier, du sol, de I’humus et de la
nourriture, entre autres. 1ls peuvent étre des parasites d’animaux et de 1’hnomme, en plus des
plantes. Parmi les plus simples comprennent les levures responsables de la fermentation
(Sellier et al., 2021) .

La majotité des Ascomycetes sont des Deutéromycetes, des champignons qui ne
présentent pas de phase sexuelle , d’ou également I’appellation de Fungi imperfecti, c’est-a-
dire «champignons imparfaits», ou champignons a conidies. La reproduction de ces
champignons est strictement asexuée et se fait principalement par la production de
conidiospores asexuées. Certaines hyphes peuvent se recombiner et former des hyphes
hétérocaryotes. On sait que la recombinaison génétique a lieu entre les différents noyaux
(Bouchet et al., 2005).

La plupart des membres vivent sur terre, avec quelques exceptions aquatiques. Ils
forment des mycéliums visibles d'aspect flou et sont communément appelés moisissures
(Bouchet et al., 2005).
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2.2.2. Basidiomycota

Les Basidiomycota sont composés d’environ 31500 especes décrites (Ainsworth,
2008), ils se distinguent des Ascomycota par le fait que les spores sont produites a
I’extéricur de cellules (méiosporanges) nommées basides. Ces basides peuvent étre
composées d’une seule cellule (homobasidiomycétes) ou de plusieurs cellules
(phragmobasidiomycota). Les basides ont des cellules qui peuvent produire de 1 a 8 spores
selon les taxons. Les formes anamorphes (asexuées) sont rares, certaines espéces sont
capables de produire des spores secondaires (spores multipliées par simple division : mitose).

De nombreuses espéces sont des macromycetes (Lecellier, 2013).

3. Champignons endophytes
3.1. Introduction

Le terme endophyte a été inventé par De Bary en 1866 (Selvanathan et al., 2011), le
terme vient du grec, étymologiquement il signifie « a ’intérieur d’une plante » et est utilisé
pour définir les champignons présents a l'intérieur des tissus sains des végétaux (racines, tige,
feuilles, fleurs et graines) (Shahzad et al., 2018 ; Bamisile et al., 2018) pour se développer de
facon intercellulaire ou intracellulaire (Petrini et al., 1991 ; Arnold et al., 2000 ; Stone et al.,
2004 )(Figure 2).

mycéhum intercellulaire

cellules de plantes

mycchm intracelhulaire

mycélhmm mter et

intracellulawe

Figure 2 : modes de croissance des champignons endophytes dans les tissus des plantes hotes
(Kusari et Spiteller, 2012).
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Les champignons endophytes sont une partie intégrante du microbiome de la plante, ce
qu’il fait qu’ils sont omniprésents dans la nature (Wemheuer et al., 2019 ; Hyde et Soytong,
2008), sans déclancher de symptomes visibles de maladies, ni d’atteinte négative pour I’hote
(Wilson, 1995 ; Arnold et al., 2001 ; Sieber, 2002; Zhang, 2006 ; Khan, 2007 ; Moricca et
Reggazi, 2008 ; Suryanarayanan et al., 2012 ; Wemheuer et al., 2019 ).

La stabilité ou la variabilité de l'interaction asymptomatique dépend de nombreux
facteurs tels que le stress environnemental, la sénescence des hotes, la virulence des
endophytes et la réponse de défense de I'néte (Schulz et Boyle., 2005). Dans cet équilibre
entre la virulence fongique et la défense des plantes, les deux partenaires tirent profit I’un de
I’autre entralnant des relations physiologiques et écologiques favorables a 1'équilibre
environnemental (Hardoim et al., 2015 ; Brader et al., 2017; Sandra et al., 2020 ). Les
champignons endophytes recoivent la nutrition, la protection, et la possibilité de se propager
grace a leurs hétes et en retour la plante hote bénéficie aussi de certains avantages procurés
par I’endophyte (Clay et Schardl, 2002) , tels que des éléments qui favorisent la germination
de la graine et synthétise certains métabolites qui assurent la survie de la plante hote et
procure une protection contre divers stress, par exemple, la sécheresse, la salinité etc (Patil et
al., 2016 ; Ravindra et al., 2021).

Les mycoendophytes est un nouveau terme proposé pour les champignons endophytes
(Rodriguez et al., 2009 ; Rai et al., 2012), et ils sont les microorganismes les plus répandus
des endophytes (Patil et al., 2016 ; Yan et al., 2018 ).

3.2. Mode de transmission des champignons endophytes

Le mode de transmission est le moyen par lequel le champignon endophyte peut
coloniser un autre individu végétal a partir de I’hote initial. Les champignons endophytes se
transmettent d’un hote a un autre en utilisant deux voies, verticale (transmission d’une plante
« parent » a une plante « enfant »), ou horizontale (transmission par des facteurs
environnementaux) (Tintjer et al., 2008 ; Shahzad et al., 2018). Certains champignons
endophytes et selon les conditions environnementales peuvent utiliser les deux modes de
transmission (verticale et horizontale)(Zhang et Yao, 2015 ; Christian et al., 2017 )
(Figure 3).
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3.2.1. Transmission verticale

Les semences de la plante-héte constituent un des modes de transmission identifiés
des endophytes. En effet, en se développant au sein d’un embryon de graine, les endophytes
aboutissent a la colonisation du jeune plant une fois cette derniére germée (Shahzad et al.,
2018) (Figure 3).

3.2.2. Transmission horizontale

Au cours de la transmission horizontale, les spores ou le mycélium endophyte se
trouvant sur une plante hote sont transmis a une autre via différents vecteurs biotiques ou
abiotiques, tels que : insectes, gouttes de pluie, vent et sol etc (Herre et al., 1999 ; Christian et
Sullivan, 2016 ; Kandel et al., 2017 ) (Figure 3).

Certains champignons vont utiliser des ouvertures naturelles ou artificielles pour
rentrer a Iintérieur des tissus de plante, d’autres utilisent des enzymes hydrolytiques ou des
structures spécialisées telles que les appressoria ou les haustoria pour permettre leur entré
(Zhang et al., 2015 ; Christian et al., 2017) (Figure 3).

Transmission verticale
G —
Germination p

Dissémination
dans le sol

Transmission horizontale
s %
' 4 7 40
(4 i e 5
T J ) ., :
2w
d va>® ‘
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Figure 3 : Voies de transmission des mycoendophytes chez les plantes a fleurs : a) Graine colonisée
par un mycoendophyte provenant d’une plante-mere, b) Germination de la graine et coloniosation par
le mycoendophyte de la racine ainsi que la dissémination dans la rhizosphére, ¢ et d) Colonisation
verticale du jeune plant et colonisation horizontale par différents micro-organismes environnementaux,
e) colonisation des organes reproducteurs par des mycoendophytes et dissémination future des graines
colonisées (Shahzad et al., 2018).
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3.3. Biodiversité des champignons endophytes

Les champignons endophytes représentent un vaste groupe polyphylétique de micro-
organismes qui peuvent résider dans pratiquement tous les tissus végétaux (Arnold et Herre,.
2003 ; Banerjee, 2011 ; Brader et al., 2017 ; Dastogeer et al., 2017). Une seule plante peut
abriter une grande variété d'endophytes, notamment dans les tissus matures présents dans les

parties aériennes de la plante (Nisa et al., 2015 ; Thays et al., 2020).

Les meilleurs hotes étudiés sont des plantes cultivées, des arbres forestiers et des arbustes
ainsi que des membres de la famille des Ericaceae. En outre, quelques familles de plantes
montrent une relation proche avec leurs endophytes associés, tels que les Orchidaceae
(Bayman et Otero, 2006). Dreyfuss et Chapela, (1994) ont estimé qu’ils sont au moins un
million d’espéces et la majorité de ces champignons appartiennent aux Ascomycetes, aux
Deutéromyceétes ou aux champignons anamorphes. Quant aux Basidiomyceétes, ils sont peu
fréquemment isolés et étudiés du fait de leur longue période d’incubation (8 semaines)
(Strobel et daisy, 2003 ; Gimenez et al., 2007 ; Arnold et Lutzoni 2007 ; Rungjindamai et al.,
2008 ; Selosse et al., 2009 ; Selim et al., 2012 ; Mishra et al., 2015).

La recherche sur les champignons endophytes date des travaux de Petrini, (1986) et
depuis, plusieurs aspects concernant leur biologie ont été étudiés, y compris la diversité
taxonomique, la reproduction, 1’écologie et les effets sur leurs hotes (Saikkonen et al., 1998).
Les recherches entreprises au laboratoire sur des petits échantillons ne révélent pas réellement
la diversité des champignons endophytes et si ces estimations sont appliquées aux données du
plein champ, le nombre d’endophytes potentiellement associés a une espece végétale est

souvent estimé a plusieurs centaines (Marquez et al., 2008).
3.4. Facteurs influencant la diversité des mycoendophytes

La diversité des champignons endophytes, leur fréquence et leur abondance peuvent étre
influencées par plusieurs facteurs dont la morphologie des plantes hotes, le type de tissu, leur
composition chimique et physiologique, les saisons, I’age des plantes hotes et 1’age de leurs
feuilles et les conditions climatiques des régions biogéographiques (Arnold et al., 2003 ;
Herrera et al., 2010 ; Hardoim et al., 2015 ; Massimo et al., 2015).

Les mycoendophytes représentent un important reservoir de biodiversité dans les
écosystémes, et ils sont rencontrés dans une large variété de types tissulaires des plantes (Hoff

et al., 2004 ; Zhang et al., 2006). Plusieurs espéces végétales herbacées et ligneuses hébergent
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des champignons endophytes. Une diversité et une spécificité a été constatée a la fois sur les
especes ligneuses ou herbacées. Cohen, (2006) a suggeré que les champignons endophytes ne
seraient pas spécifiques a I’hote, alors que Hoffman et Arnold, (2008), ont démontré que les
communautés endophytes différent entre les especes d’hotes et méme les hotes qui sont
étroitement liés. Beaucoup d’endophytes colonisent des organes spécifiques, alors que
d’autres sont seulement trouvés dans les racines ou dans les organes de surface, mais dans

tous les cas, chaque organe de I’hote peut étre colonisé (Schulz et Boyle, 2005).

La spécificité de I'ndte est la relation dans laquelle un champignon est restreint a un
seul hote ou a un groupe d'espéces apparentées, mais ne se produit pas sur d'autres plantes non
apparentées dans le méme habitat (Holliday, 1998). Les différences dans l'assemblage des
endophytes de différents hotes pourraient étre liees aux différences chimiques de I'hote
(Paulus et al., 2006).

Les assemblages endophytiques semblent étre en corrélation avec la chimie de 1’hote
et sa physiologie. Ainsi, une étude a montré I’influence de la teneur totale en flavonoides et en
composes phenoliques chez des plantes médicinales chinoises sur le nombre de taxa de
mycoendophytes isolés (Huang et al., 2008).

L’age des plantes aussi a un effet sur la diversit¢ des mycoendopphytes. Comme le
temps de ’exposition a I’inoculum endophytique augmente avec 1’age, les plantes semblent
accumuler un nombre élevé de mycoendophytes dans leurs tissus. C’est pour cela les parties
agées des plantes peuvent arborer plus de mycoendophytes que les parties plus jeunes
(Zabalgogeazcoa, 2008 ; Bahous et al., 2010).

Au cours d’une saison végétative, la biomasse microbienne de la phyllosphére a
tendance a augmenter (Thompson et al., 1993). On observe généralement une succession
des populations microbiennes, une majorité de champignons filamenteux en fin de saison
(Kinkel, 1997 ; Cordier, 2012). Des variations saisonniéres d’abondance des espéces
fongiques, plus que des variations de type présence/absence ont été montrées pour la
majorité des endophytes dominants les assemblages, alors que quelques espéces
dominantes sont constantes (Sahashi et al., 1999; Osono et Morri, 2004 ; Gore et Bucak,
2007 ; Cordier, 2012).
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3.5. Classification des champignons endophytes

Selon Rodriguez et al. (2009), les champignons endophytes peuvent étre classés en
deux groupes : les Clavicipitaceae (C-endophytes) et les Non Clavicipitaceae (NC-
endophytes).

La classification de ces microorganismes est essentiellement basée sur la colonisation
des tissus, leur diversité dans la plante, les benéfices pour les plantes hotes et le mode de
transmission du champignon (transmission verticalement par la semence ou horizontalement

par dissemination (Tableau 1).

Tableau 1 : criteres symbiotiques utilisés pour caractériser les classes des mycoendophytes
(Rodriguez et al., 2009) :

Clavicipitacées Non-Clavicipitacées
Critéres Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Gamme d’hotes Restreinte Vaste Vaste Vaste
Tissu (s) colonisé Pousses et Pousses et Pousses Racines
rhizomes rhizomes
Colonisation au sein
des plantes Extensive Extensive Limitée Extensive
Biodiversité au sein
des plantes Faible Faible Elevé Inconnue
Transmission Verticale et Verticale et Horizontale Horizontale
horizontale horizontale
Prestations de remise
en forme HNA HNA et HA HNA HNA

(HNA) habitat non adapté : avantages comme la tolérance a la séchresse et a I’amélioration de la
croissance.

(HA) habitat adapteé : prestation résultent de la spécificité d’habitat et les pression de sélection tel que
le Ph, température et salinité.

3.5.1. Les mycoendophytes Clavicipitaceae (Classe 1) : sont un petit nombre de
champignons apparentés phylogénétiquement appartenant aux Ascomycota colonisateurs des
bourgeons et rhizomes de Poacees, et se transmettent verticalement (Schulz et Boyle, 2005
; Rodriguez et al., 2009). Cette colonisation par les endophytes se déroule en saison
chaude et froide. Selon I’espece de 1’hote et les conditions environnementales, ces

champignons peuvent conférer a leurs hétes une augmentation de la biomasse, une tolérance a
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la sécheresse, et peuvent également produire des molécules toxiques pour les animaux et les

herbivores protégeant ainsi leurs plantes hétes (Mishra et al., 2014).

3.5.2. Les mycoendophytes non-Clavicipitaceae: un groupe trés diversifié
phylogénétiquement, appartenant principalement aux Ascomycota. lls ont éte isolés a partir de
toutes les plantes étudiées de tous les écosystemes terrestres allant des tropiques a la toundra.
IIs sont divises en trois classes selon le type de colonisation, le mécanisme de transmission et

les avantages conférés a leurs hotes (Rodriguez et al., 2009).

3.5.3. Les mycoendophytes de la classe 2 : la plupart appartiennent aux Ascomycota et une
minorité aux Basidiomycota. Ils colonisent aussi bien les parties aériennes que les parties au-
dessous du sol d’une large gamme de plantes hotes en formant des infections étendues chez
les plantes (Hardoim et al., 2015 ; Mishra et al., 2015). Ils colonisent les espaces
intracellulaires des plantes via des structures telles que les appressoria ou par pénétration
directe des tissus de I’hote via les hyphes. Ils peuvent par ailleurs se transmettre
verticalement. IIs permettent la stimulation de croissance de 1’héte en absorbant les nutriments

et le protégent contre le stress abiotique (Rodriguez et al., 2009).

3.5.4. Les mycoendophytes de la classe 3 : ce groupe inclut un ensemble tres diversifié
d’endophytes appartenant aux Ascomycota et Basidiomycota, associés exclusivement aux
parties aériennes d’une large gamme de plantes hotes englobant les plantes non vasculaires,
vasculaires, les coniféres, les angiospermes des régions tropicales, boréales, arctiques et
antarctiques. Leur transmission est horizontale avec induction d’une infection localisé et non
étendue (Rodriguez et al., 2009 ; Hardoim et al., 2015). En raison de leur grande diversité,
leurs roles ne sont pas bien définis. Il a été montré que ces champignons jouent un rdle dans la
protection des arbres de ’orme contre la maladie hollandaise, ainsi que la diminution de la
formation de lésions et la mort des feuilles de Theobroma cacao causées par Phytophthora sp.
(Rodriguez et al., 2009).

3.5.5. Les mycoendophytes de la classe 4 : les endophytes de ce groupe sont des
champignons bruns cloisonnés. Ils appartiennent généralement aux Ascomycota, formant des
conidies ou stériles, ainsi que des structures (hyphes et les microsclérotes) mélanisées intra
et/ou intercellulaires dans les racines de divers plantes hotes appartenant a des écosystemes
tres diversifiés. lls se transmettent horizontalement (Rodriguez et al., 2009). Selon Mandyam

et Jumpponen, (2005) en plus de stimuler la croissance de leurs hotes, les champignons de ce
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groupe peuvent aussi les protéger contre les microorganismes pathogénes en diminuant le
taux de carbone dans la rhizosphere. lls peuvent aussi grace aux taux élevé de mélanine,

produire des métabolites secondaires toxiques pour les herbivores (Rodriguez et al., 2009) .
3.6. Importances des champignons endophytes
3.6.1. Promotion de la croissance et de la nutrition

Les endophytes peuvent réguler activement ou passivement la croissance des plantes par
la solubilisation du phosphate, I'augmentation de I'absorption du phosphore (P), et/ou des
phytohormones végétales telles que l'auxine, les acides abcessiques, I'éthylene et les
gibbérellines (GA), ces derniéres sont importantes (Malinowski et Belesky, 2000 ; Firakova et
al., 2007), c’est un complexe diterpénoide, qui contréle la croissance des plantes et favorise la
floraison, I'allongement de la tige, la germination des graines et la maturation (YYamaguchi,
2008; Hamayun et al., 2009; Li, 2015). Hamayun et al., (2009) ont signalé que le champignon
endophyte Cladosporium sphaerospermum isolé du soja (Glycine max) produisait de I'acide
gibbérellique qui induisait la croissance des plantes de riz et du soja. Les endophytes,
Fusarium tricinctum et Alternaria alternata produisent des deérivés de la phytohormone
végétale, I'acide indole acétique, qui améliorent la croissance des plantes (Khan et al., 2015).
Une étude menée par Johnson et al., (2014) sur l'endophyte colonisateur de racines
Piriformospora indica montre que I'association des champignons endophytes avec les racines
a modulé les phytohormones impliquées dans la croissance et le développement de la plante
hote et a amélioré I'absorption et la translocation des nutriments, en particulier le phosphore et

I'azote du sol.
3.6.2. Tolérance des plantes aux stress biotiques

Les champignons endophytes peuvent étre utilises comme agents de biocontréle. Cette
action peut étre definie par la réduction de I'inoculum du pathogéne ou par l'inhibition de
l'activité de l'agent pathogene (Doring, 2013 ; Martins et al.,, 2013). La production
d'antibiotiques, la stimulation des mécanismes de défense de I'héte, la concurrence pour la
nourriture ou les sites de colonisation, et le mycoparasitisme sont les mécanismes utilises par
les endophytes pour inhiber les microorganismes pathogénes (Cao et al., 2009). Certains
endophytes peuvent aussi protéger leurs hoétes contre les insectes en produisant des

métabolites secondaires (Spiering et al., 2005 ; Laib et al., 2015).
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La capacité des mycoendophytes a repousser les insectes et méme a augmenter leurs
taux de mortalité est corrélée avec leurs capacités de produire des toxines. A titre d'exemple
Acremonium lolii, un endophyte de lolium perenne, produit une forte toxine lolitreme qui
provoque la réduction des attaques d’insectes. Le champignon Aspergillus oryzae produit de
fortes concentrations de caféine, ce qui rend la plante Theobroma cacao L. plus tolérante aux

insectes et aux agents pathogénes (Sun et al., 2018).

L'inoculation des bananes par des endophytes, en particulier des isolats inoffensifs de
Fusarium oxysporum, a montré que ces souches réduisent considérablement les populations
de nématodes ce qui pourrait représenter une alternative efficace a nématicides chimiques
(Tamanreet, 2020 ; Andreea et al., 2016).

3.6.3. Tolérance des plantes aux stress abiotiques

Parmi les stress abiotiques, le stress hydrique, communément appelé “sécheresse"”. La
sécheresse a un impact négatif sur le taux de croissance des plantes, les taux de germination,
la perte d'intégrité de la membrane, la répression de la photosynthese et I'augmentation de la
productivité des especes réactives de I'oxygene (Waller et al., 2005 ; Greenberg et al., 2008;
Tamanreet, 2020 ).

Les plantes colonisées par des champignons endophytes améliorent la tolérance a la
sécheresse par une accumulation accrue de solutés dans les tissus, ou par une réduction de la
conductance foliaire et un ralentissement du flux de transpiration, ou en raison de la formation
d'une cuticule plus épaisse par rapport aux plantes non infectées (Malinowski et Belesky,
2000; Tamanreet, 2020). De plus, les plantes hébergeant des endophytes consomment
beaucoup moins d'eau et ont une biomasse plus importante que les plantes non symbiotiques.
Par exemple, les endophytes Chaetomium globosum et Penicillium resedanum isolés de plants
de poivron (Capsicum annuum) ont augmenté la longueur des pousses et la biomasse des
plantes hdtes soumises a un stress de sécheresse (Khan et al., 2014 ; Tamanreet, 2020). De
méme, Redman et al. (2011) ont constaté que l'inoculation des endophytes Fusarium
culmorum et Curvularia protuberata dans des plants de riz affectés par la sécheresse a

entrainé une augmentation de la biomasse par rapport aux plants non inoculés.

Il est prouvé que l'endophyte Curvularia spp confere une capacité de tolérance
thermique a des plantes comme la tomate, la pastéeque et le blé, la plante herbacée

Dichanthelium lanuginosum qui vit dans des régions ou la température du sol peut atteindre




Chapitre | Mycoendophytes foliaires

57°C, la présence de champignons endophytes Curvularia sp protége mieux la plante du
stress thermique que les plantes sans endophyte (Redman et al., 2002 ; Hussain et al., 2018 ;
Tamanreet, 2020).

La colonisation par des champignons endophytes entraine egalement une
augmentation de la teneur en chlorophylle et de la surface foliaire des plantes soumises a un
stress de sécheresse par rapport aux plantes non colonisées. Une concentration plus élevée de
chlorophylle est liée a un taux de photosynthése plus élevé. Par exemple, un taux de
photosyntheése plus élevé a été enregistré chez les plantes Capsicum annuum stressées par la
sécheresse et colonisées par les endophytes Chaetomium globosum et penicillium resedanum
(Khan et al., 2014 ; Tamanreet, 2020 ).

Les endophytes peuvent aussi améliorer la photosynthese, c'est le cas d'Agave
victoria-reginae qui croit en présence du champignon endophyte Fusarium oxysporium. En
effet, la chlorophylle totale et la teneur en sucres augmentent, entrainant une amélioration du

rendement de la photosynthése des plantes par rapport aux autres dépourvues de 1I’endophyte

(Obledo et al., 2003).
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1. Etymologie

Le calicotome spinosa doit son nom au grec « calyx » qui désigne le calice et a
« temno » qui signifie coupé. Cela fait référence au fait qu’en fin de floraison, le calice des
fleurs se rompt par le milieu. Spinosa est une épithéte latine qui signifie épines, faisant
référence aux épines présentes sur la tige de la plante (Beniston, 1984 ; Rameau et al., 2008 ;
Zirar, 2009).

Son Nom en francais est calicotome épineux, cytise épineux (Rameau et al., 2008) ; en
anglais est Spiny-broom (NPGS, 2020), thornybroom (Salmi et al., 2018) ; en amazighe est

azzu, azezzu (Zidat, 2016) et en arabe est guendoul (Zirar, 2009).
2. Systématique du Calycotome spinosa L

La classification botanique de Calycotome spinosa selon Dameradji, (2011) est

présentée dans le tableau (2) suivant :

Classification
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Fabales
Famille Fabaceae
Genre Calycotome
Espéce Calycotome spinosa L( Link)

3. Aire de repartition

Le genét a épines est une espéce sténo-méditerranéenne (des pays comme la France,
I'Espagne, I'ltalie et I'Algerie ou il est tres commun), héliophile et xérophile, qui pousse du
niveau de la mer jusqu'aux régions interieures au climat chaud et sec (Bonis, 2008). Il est
également présent, en tant qu'espéce introduite par I'nomme, en Nouvelle-Zélande et en
Australie (Paynter et al., 2003a ; Groves et al., 2005 ; Howell et Sawyer, 2006 ; Ramau et al,

2008). En Nouvelle-Zélande, il est réglementé et listt comme organisme nuisible (MAF
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Biosecurity New Zealand, 2012 ; PCIT, 2020). Elle a été introduite en Australie dans les
années 1860 comme plante ornementale et de haie (Paynter et al., 2003a).

Cette espece tend a former (seule ou avec d'autres especes) des taches denses et
impénétrables et protege les sols de I'érosion, favorisant l'accumulation de substance
organique, elle contribue a établir des conditions environnementales appropriées pour

I'établissement d'associations végétales plus évoluées (Parsons et Cuthbertson, 2001).

On la trouve dans les formations de garrigue, dans les taches degradées par les
incendies, car ils induisent la germination des graines dans le sol, dans les endroits rocheux et
ensoleillés sur sol acide (Mazurek et Romane, 1986 ; Casal, 1987 ; Paula et Pausas, 2006
;WeedsAustralia, 2011 ; Salmi et al., 2018 ; Baghdadi et al., 2019). Calicotome spinosa fixe
I'azote, en utilisant des bactéries du genre Bradyrhizobium (Cardinale et al., 2008 ; Salmi et
al., 2018).

4. Description botanique de Calycotome spinosa L

Calycotome spinosa est une plante vivace appartenant a la grande famille des Fabacées
(de faba, la feve). Cette famille doit son nom a son fruit, appelé gousse ou légume, d’ou
I’autre dénomination de Légumineuses sous laquelle cette famille est plus connue (Hamlat et
Hadji, 2017 ; NPGS, 2020).

Calicotome spinosa est un arbuste épineux au port buissonnant & nombreuses branches
compliquées qui peut atteindre 3 métres de haut selon la zone et les soins prodigués (Parsons
et Cuthbertson, 2001 ) (Figure 4).

Figure 4 : arbuste de Calycotome spinosa (Macqueron, 2016).
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Racines : portent habituellement des nodosités renfermant des bactéries permettant la fixation

de I’azote atmosphérique (Hamlat et Hadji, 2017) (Figure 5).

Racines

Figure 5 : racines de Calicotome spinosa (Hamlat et Hadji, 2017).

Feuilles : caduques, trifoliées avec des folioles oblongues et ovales de couleur vert foncé a
vert grisatre, glabres en dessus, a poils appliqués en dessous, stipules trés petites (Parsons et
Cuthbertson, 2001 ; Salmi et al., 2018) (Figure 6).

Feuille

Foliole

- nd Stipule
Figure 6 : feuille trifoliée du Calicotome spinosa (Macqueron, 2016).

Fleurs : jaune vif, isolées ou par groupes de deux naissant latéralement sur les rameaux
surtout vers le sommet, calice ovoide, couronné par 5 petites dents, complétement clos dans le
bourgeon et se rompant circulairement par le milieu au moment de la floraison ; pédicelles 2-3
fois plus longs que ce dernier, portant au sommet une bractée bi-trifide ordinairement plus
longue que large, les fleurs sont composées de 5 pétales différents : le pétale supérieur est

22
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| —
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appelé étendard, les deux latéraux sont les ailes, et les deux inférieurs sont soudés en une

carene (Parsons et Cuthbertson, 2001; Salmi et al., 2018) (Figure 7).

etendard

Figure 7 : fleurs de Calicotome spinosa (Macqueron, 2016).

Epines : trés pointus et fortes peuvent mesurer jusqua 7,5 cm de long (Damerdji, 2009;
Damerdji, 2012 ; Salmi et al., 2018) (Figure 8).

Figure 8 : épines de Calicotome spinosa (Macqueron, 2016).

Fruits : sont des gousses subquadrangulaires mesurant de 2,5 a 4 cm de long de couleur
grises, noires ou brun rougeatre a la maturité avec deux crétes sur un bord, contient de trois a
quinze graines qui sont lisses, brillantes et brun jaunatre, d'environ 3,5 mm de long et 2 mm
de large, les gousses éclatent lors des fortes chaleurs ou quand un insecte la visite ce qui
entraine la projection des graines sur plusieurs metres (Parsons et Cuthbertson, 2001 ;
Biosecurity Queensland, 2016 ; Salmi et al., 2018) ( Figure 9).
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Fruits

Figure 9 : fruits de Calicotome spinosa (Macqueron, 2016).
5. Composition chimique et utilisations

Calicotome spinosa se distingue des autres especes par sa teneur en matieres azotées
totales élevée (33,7%), en formant un groupe homogene a part, la teneur en matiére séche des
feuilles des arbustes étudiés est comprise entre 28,20%, 63,57% de la matiére organique. La
teneur en tanins hydrolysables des especes arbustives est généralement élevée surtout chez
Calicotome spinosa. Cette plante est 1’espéce la plus riche en composés phénoliques et en
tanins totaux avec 119,43 et 83,68 g équivalent acide tannique/kg MS respectivement pour les

deux composés (Mebirouk-Boudechiche et al., 2014).

Traditionnellement on utilisait la fleur comme diurétique et pour le traitement des
troubles circulatoires (la présence de flavonoides explique cet usage) (Iserin, 2001). Les
flavonoides présent au niveau des feuilles et des fleurs sont utilisées dans le traitement des
maladies cardiovasculaires, des cas de cancer, et des ulcéres gastroduodénaux (Larit et al.,
2012). Il a un effet régulateur sur les battements cardiaques, il est donc indiqué pour le
traitement de I'éréthisme cardiaque. Par son activité ocytocique (il augmente les contractions
de l'utérus), il peut servir, sous forme injectable, a déclencher un accouchement (lserin,
2001) ;

Le genét épineux est utilisé pour les soins des pathologies musculaires et squelettiques
(rhumatismes, douleurs dorsales, insuffisance de moelle osseuse, fatigue, etc.) (Meddour et
al., 2009) ;

Le genét épineux a des propriétés antioxydantes et anti inflammatoires (Larit et al.,
2012).
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Cette plante a été aussi signalée comme étant agent antitumoral (Hartwell, 1982 ;
Djeddi, 2015), et efficace pour le traitement de furoncle, abcés cutané et de 1’engelure dans la
Sicil (Lentini et al., 1993 ; Djeddi et al., 2015).
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1. 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 2 992,96 km® Elle est limitée par: La mer
méditerranée au nord, la wilaya de Bouira au sud, la wilaya de Boumerdes a 1’ouest et la
wilaya de Bejaia a I’est. Elle est située a 206 m d’altitude : a une latitude de 36°42'42" Nord
et une longitude de 4°02'45"” Est (Figure 10). L’étude a été réalisée au niveau d’une seule
station au niveau du village Tala n Tazarth qui s’étend sur 15 km? (Commune Iboudrarene,
Daira Ath Yani) situéé a 45 km sud de chef-lieu de la wilaya Tizi-Ouzou, dominée a 1’ouest
par les monts du Djurjura. Le village s’étend sur un plateau rocailleux a 961m d’altitude : a
une latitude de 36.5366 et une longitude de 4.2389 (Figure 11).

Le site se trouve a proximit¢é d’une zone habitée et montre une diversité dans sa
végétation. A co6té du Calicotome spinosa, on rencontre différentes especes de plantes. Citons
: L’olivier , ronce des haies (Rubus fruticosus) le lentisque (Pistacia lentiscus L) etc (Figure
11).
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Figure 10 : localisation de la wilaya de Tizi-Ouzou (google.fr).
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Figure 11 : zone d’échantillonnage du Calicotome spinosa au niveau de la région Tala n
Tazart de la wilaya de Tizi-Ouzou .

2. Bioclimat de la zone d’étude

Les données climatiques de la station Tla n Tazart ne sont pas disponibles. Nous avons
donc extrapolé ces derniéres a partir de celles de la station météorologique de de I’O.N.M de
Tizi-Ouzou (Boukhalfa : 188m d’altitude) (Tableaux 3 et 4).

Les précipitations représentent un facteur écologique fondamental dans les
écosystemes terrestres, car elles conditionnent avec la température, la structure et la

productivité primaire de ces derniers (Ramade, 1993).

Tableau 3 : précipitations mensuelles de la station de Tizi-Ouzou de 2005 a 2016 (ONM).

Mois J F M A M J J A S ) N D

Total

P 112.9 | 114.63 | 111.38 | 77.8 | 63.53 | 14.5 | 2.68 | 5.29 | 38.03 | 66.72 | 117.54 | 113.78
(mm)

838.77

Les températures minimales, maximales et moyennes mensuelles utilisées pour la
station de Tizi-Ouzou sont données dans le (tableau 4).
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Tableau 4 : températures minimales (m), maximales (M) et moyennes (M+m/2) mensuelles
de la station de Tizi-Ouzou de 2005 & 2016 (ONM).

Mois J F M A M J J A S 0] N D
M (°C) 15.96 | 15.89 | 19.04 | 22.49 | 26.36 | 31.41 | 36.03 | 35.04 | 31.4 | 27.63 | 20.04 | 16.8
m (°C) 6.71 | 6.63 | 8.63 | 11.36 | 14.23 | 17.73 | 21.33 | 21.53 | 18.81 | 15.8 | 11.83 | 7.83
(M+m)/2 | 11.34 | 11.26 | 13.84 | 16.93 | 20.3 | 24.57 | 28.29 | 28.29 | 25.11 | 21.72 | 15.94 | 12.32
(°C)
2.1. Méthode d’extrapolation des données climatiques
2.1.1. Précipitations
Selon Seltzer (1946), les précipitations augmentent de 40 mm tous les 100 m
d’altitude. Pour explorer les données climatiques de Tala n Tazart, nous avons calculé la
difference d’altitude entre les deux stations, a savoir Tizi-Ouzou et Tala n Tazart.
La différence d’altitude entre Tizi-Ouzou et Tala n Tazart est de : 700-188=512m
La correction pour les précipitations est donc comme suit :
X=512*40/100=204.8mm
La pluviométrie annuelle pour la station de Tizi-Ouzou est de 838.77mm. La
pluviométrie annuelle de la station d’échantillonnage serait donc :
P =838.77+204.8 =1043.57mm
Pour DP’extrapolation des précipitations pour chaque mois nous avons calculé le
coefficient K.
K : Pluviométrie annuelle estimée a Tala n Tazart Pluviométrie connue de Tizi-Ouzou
K=1043.57/838.77=1.24
Nous avons multiplié toutes les valeurs de précipitations mensuelles de Tizi-Ouzou
par le coefficient K (Tableau 5).
Tableau 5 : précipitations mensuelles estimées pour la station de Tala n Tazart.
Mois J F M A M J J O S 0] N D total
P(mm) | 139.99 | 142.14 | 138.11 | 96.47 | 78.78 | 17.98 | 3.32 | 6.56 | 47.16 | 82.73 | 145.75 | 141.09 | 1040.08
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Selon le tableau 5, la pluviométrie moyenne annuelle enregistrée pendant la période
(2005 a 2016) est de 1040.08 mm. Le maximum des précipitations est enregistré pendant le
mois de novembre avec 145.75mm, alors que le minimum des précipitations est enregistré
pendant le mois de juillet 3.32mm.
2.1.2. Températures

La correction des températures de la station Tala n Tazart se fait comme suit, selon
Seltzer (1946) :

» Température maximale : pour chaque 100m d’altitude, les températures
maximales diminuent de 0,7°C ;

Dans notre cas, I’augmentation des températures maximales est calculé comme suit :

X =(512*0.7/100)= 3.59°C
M’=M-3.59°C

» Température minimale : pour chaque 100m d’altitude, les températures
minimales diminuent de 0,4°C ;
Dans notre cas, ’augmentation des températures minimales est calculée comme suit
X’=512*0.4/100)=2.05°C
m’=m-2.05°C

Les données des températures corrigées sont présentées dans le (Tableau 6).

Tableau 6 : températures maximales, minimales et moyennes mensuelles estimées pour la

station de Tala n Tazart.

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

M (°C) 1237 | 12.3 |1 1545 | 18.9 | 22,77 | 27.82 | 32.44 | 31.45 | 27.81 | 24.04 | 16.45 | 13.21
m (°C) 4.66 | 4.58 | 6.58 [9.31|12.18 | 15.68 | 19.28 | 19.48 | 16.76 | 13.75 | 9.78 | 5.78
(M+m)/2(°C) | 8.51 | 8.44 |11.01 |14.1 | 17.47 | 21.75| 25.86 | 25.46 | 22.28 | 18.89 | 13.11 | 9.49

M : température moyenne maximal mensuelle en °C.
m : température moyenne maximal mensuelle en °C.
(M+m)/2 : température moyenne mensuelle en °C.

D’apres le tableau 6, la température maximale (M) est de 32.44°C enregistrée au mois de

juillet, alors que la tempirature minimale (m) est de 4.58°C, enregistrée au mois de Février.
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2.2. Diagramme ombrothérmique de Bagnouls et Gaussen

Le diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen (1953) consiste a determiner
la durée et ’intensité de la saison séche. Selon ces auteurs, la saison séche est définie comme
étant une période ou les précipitations moyennes mensuelles sont inférieures ou égales au
double des températures moyennes mensuelles (P = 2T).

Le diagramme consiste a reporter en ordonnée les précipitations exprimées en mm et
les températures en °C, en abscisses sont reportées les mois de I’année. La figure 12 montre la

durée et ’intensité de la saison séche a Tala n Tazert.
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Figure 12 : diagramme ombrothermique de la station de Tala n Taza<rt de la wilaya de Tizi-
Ouzou.

D’apreés ce diagramme, la période séche de la station de Tala n Tazart est de 3 mois et
demi. Elle commence du début du mois juin jusqu’a mi-septembre.

3. Echantillonnage sur le terrain

La collecte des échantillons constitués des feuilles de calicotome spinosa a éte faite
pendant le mois de juin 2021 au niveau du village Tala n Tazart, dans la région de Ath

Yenni, wilaya de Tizi-Ouzou.

L’échantillonnage des feuilles s’est porté sur 10 sujets qui ont été choisis
aléatoirement. Le choix a concerné des sujets qui sont en bon état phytosanitaire. Pour
chaque arbre choisi, 10 feuilles saines / arbres sont cueillies tout autour de I’arbre et a

différentes hauteurs. Une fois récoltées, les feuilles doivent étre maintenues a 1’état frais,
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elles sont ainsi mises dans des sacs en papier puis dans un sac en plastique et
transportées ensuite au laboratoire. Il est recommandé de laisser un temps tres court entre la
récolte des feuilles et le début des mises en culture au laboratoire (24 h a 36 h au
maximum), pour éviter la pourriture des feuilles qui provoque I’installation des souches
pathogenes (Gallo et al., 2008).

3.1. Mise en culture des feuilles

3.1.1. Stérilisation superficielle

La stérilisation superficielle est appliquée dans le but d’éliminer les microorganismes
épiphytes qui se trouvent au-dessus des feuilles. Pour cela, nous avons adopté le protocole de

Helander et son équipe (1995) qui est donné comme sulit :

traitement a 1’éthanol 95% pour une durée de 2 minutes ;
rincage a 1’eau distillée stérilisée ;

traitement a 1’eau de javel pour une durée de 03 minutes ;
2°™ ringage a ’eau distillée stérilisée ;

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

3éme

V V. V V V VY

rincage a I’cau distillée stérilisée.

Une fois stérilisée, les parties centrales des trois folioles de chaque feuille sont
coupeées a I’aide d’un bistouri stérilisé entre deux becs bunsens pour éviter les risques de toute
contamination venant de I’extérieur. Les fragments de folioles obtenus sont ensemencés sur

les milieux de culture PDA.

3-1-2- Mise en culture

Parmi les milieux de culture adoptés pour I’ensemencement des champignons
endophytes nous avons utilisé le milieu semi-synthétique PDA (Potato-dextrose-agar), dont

la composition est la suivante :

= 200 g de pomme de terre ;
= 20 gdeglucose;

= 20 gd’agar-agar ;

= 1000 ml d’eau distillée.
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3.1.2.1. Préparation et stérilisation

Les pommes de terre sont pelées, lavées et coupées en petits dés. Elles sont
ensuite cuites dans 200 ml d’eau pendant 15 a 20 mn. Le mélange obtenu est filtré. Le filtrat
est versé dans un erlen meyer d’un litre placé sur un agitateur chauffant. On rajoute au filtrat
le glucose et 1’agar-agar, puis on complete le volume a 1000 ml. L’erlen meyer est retiré de la

plaque lorsque le milieu est homogene et clair.

Le milieu prét est versé dans des flacons pour la stérilisation a 1’étuve a une
température de 120°C et durant 20 minutes. Quelques grammes d’antibiotiques (amoxicilline)
sont ensuite incorporés au milieu préparé. Apres refroidissement du milieu, ce dernier

est coulé dans des boites de Pétri sous une hote entre deux becs bunsen.

Dix feuilles par sujets sont choisies pour la mise en culture. Les fragments centrales de
folioles sont déposés sur ce milieu, a raison de 3 explants/boite de Pétri. Au total, 300
explants sont répartis sur le milieu de culture PDA. Toutes ces manipulations se font entre
deux becs bunsens sous une hotte. Les désinfectants (eau savonneuse, hypochlorite de sodium
et alcool) sont utilisés pour éviter les risques de contamination venant de 1’extérieur.

L’incubation s’effectue a température ambiante au laboratoire.

Aprés I’ensemencement, un controle quotidien et minutieux est effectué sur les
cultures fongiques, afin d’observer I’installation et le développement des colonies et noter

I’évolution des champignons au niveau des boites ensemencées.
3.2. Identification des isolats fongiques

Les champignons sont identifiés par la méthode morphologique ou bien génotypique
(moléculaire) (Wiss et al., 2004 ; Arnold et Lutzoni, 2007). Nous avons identifié nos isolats
fongiques par la méthode morphologique. Elle consiste en une identification macroscopique

et une autre microscopique.

3.2.1. Identification macroscopique

L’examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
I'isolement apres incubation pour qualifier une souche microbienne. L'aspect des colonies

dépend du milieu utilisé de la durée et de la température de I'incubation.

L’identification se fait a 1’ceil nue, observé directement sur la gélose apres purification,

elle se base essentiellement sur les caractéres suivants : couleur, contours, relief, consistance,
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transparence, aspect de la surface et taille de la colonie. Aprés observation macroscopique, les

souches, qui se ressemblent, sont placées ensemble.
3.2.2. ldentification microscopique

Les études microscopiques sont faites a partir d'un échantillon monté entre lame et

lamelle dans une goutte de gélatine glycérinée afin d’étre observé au microscope optique.

Les critéres d'identification microscopique sont : le thalle (septé ou siphoné), l'aspect,
la forme et la taille des spores et la présence ou l'absence des formes protectrices (les
chlamydospores) (Ghourri, 2015).

3.3. Analyse statistique

Concernant les abondances des genres recensés au niveau des feuilles des différents

sujets de Calicotome spinosa du village Tala n Tazart.
Un calcul des abondances selon la formule suivante :
A(%) = Vg/Vt.
A : Abondance des genres.
Vg : Nombre de fois que le genre est recensé chez un sujet.

Vt: Ensemble des répétitions d’un sujet ayant fructifié par rapport a ’ensemble des boites

considérées.

Une analyse en composante principale (A.C.P) est réalisée en vue de mettre en
évidence la distribution spatiale des différents genres de mycoendophytes en fonction

des sujets échantillonnés, grace au logiciel Stat Box 6.40.

Une matrice de corrélation été aussi réalisée pour montrer les différentes interactions

entre les différents genres identifies.
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1. Diversité et abondance de I’ensemble des mycoendophytes recensés
1.1. Résultats

Aprés deux mois d’incubation sur milieu PDA et a température ambiante des
fragments de feuilles de Calicotome spinosa échantillonnées dans la région de Tala n Tazart
de la wilaya de Tizi Ouzou. Nous avons procédé a I’identification des différents taxons de
mycoendophytes recensés. La détermination de ces genres de champignons s’est basée sur
des caractéristiques morphologiques macroscopiques (forme, aspect et couleur de la colonie)
et microscopiques (filaments mycéliens et spores), avec 1’utilisation des clés d’identification,
puis leurs classifications selon le phylum, ordre et famille (Tableau 7).

Au total nous avons identifié neuf genres de champignons endophytes.
Neoscytalidium, Trichphyton, Cladosporium, Penicillium, Rhodotorula, Verticillium, Phoma,
Chaetomium et Rhizoctonia (Figure 13). Les mycoendophytes identifiés et recensés
appartiennent a deux phylums différents, 70% d’entre eux font partie des Ascomycota et 20%
sont des Basidiomycota et 10% SNI (Figure 14) (Tableau 7).

Sur la base du total des isolats fongiques identifiés les genres Neoscytalidium avec
27,27%, Trichphyton avec 25,87%, Cladosporium avec 15,3 % et Penicillium avec 8,03 %
dominent au niveau de la feuille du Calicotome spinosa, vient par la suite les genres a faibles
abondances, Rhodotorula avec 6,58 %, Verticillium avec 1,5%, Phoma avec 1,46%,
Chaetomium avec 0,44% et enfin Rhizoctonia avec 0,5 %. Plusieurs champignons endophytes
qui montrent des structures mycéliennes et des spores mal reconnues a notre niveau ont été
observés chez les feuilles de Calicotome spinosa. Ces formes fongiques difficiles a identifier
morphologiquement représentent 12,64% des isolats endophytes recensés (Tableau 7).
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Tableau 7 : classification des différents genres de mycoendophytes isolés a partir des feuilles

de Calicotom spinosa de la station Tala n Tazart dans la Wilaya de Tizi-Ouzou.

Genres de Abondance Phylum Ordre Famille
champignons (%)
Chaetomium 0.44 Ascomycota | Sordariales Chaetomiacées
Cladosporium 15.3 Ascomycota | Capnodiales Daridiellacées
Neoscytalidium 27.27 Ascomycota | Botryosphaeriales | Botryosphaeriacées
Penicillium 8.03 Ascomycota | Plesosporales Plesosporacées
Phoma 1.46 Ascomycota | Sphaeropsidales Sphaerioidacées
Rhodotorula 6.58 Bsidiomycota | Sporidiobolales Sporidiobolacées
Rhizoctonia 0.5 Bsidiomycota | Cantharellales Ceratobasidiacées
Trichophyton 25,87 Ascomycota | Onygenales Arthrodermatacées
Verticillium 1.5 Ascomycota | Glomerellales Plectosphaerellacées
SNI 12,64 / / /
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Figure 13 : photos des genres fongiques recensés des feuilles de Calicotome spinosa observés sous le
microscope optique au grossissement (Gr x 400). A- filaments mycéliens et spores de
Chaetomium ; B- filaments mycéliens et spores de Cladosporium ; C- filaments mycéliens
de Neoscytalidium ; D- filaments mycéliens et conidophores de Penicillium ; E- Cleistotheces
de Phoma ; F- filaments mycéliens de Rhizoctonia ; G- cellules de levure de Rhodotorula ;
H- Hyphe mycéliens de Trichophyton ; I- conidophores vertivillés de Verticillium.
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B Ascomycota  EBasidiomycota
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Figure 14 : composition des mycoendophytes des feuilles du Calicotome spinosa selon le

phylum.

1.2. Discussion

Les communautés de champignons endophytes associées a différents hétes sont
diverses (Arnold et al., 2007 ; Koukol et al., 2012). Une diversité riche en mycoendophytes
est recensée au niveau des feuilles de Calicomtome spinosa. Ces résultats sont renforcés par
les résultats de Lodge et al. (1996), Rodriguez et al. (2009) et Nisa et al. (2015), qui
montrent que les champignons endophytes sont tres diversifiés, méme dans une seule feuille.
Les plantes ne sont pas seulement une matiére végétale mais un assemblage complexe
d’organisme (Porras-Alfaro et Bayman, 2011). Le nombre et la diversité des endophytes
isolés des différentes parties des hotes varient en fonction de la partie de la plante
échantillonnée. Dans la plupart des études réalisées, la partie hote principale est la feuille.
Comme les feuilles des hotes présentent une grande diversité et sont faciles a manipuler par
rapport aux autres parties, il est évident que plus de 35 % des €etudes réalisées portaient sur les
endophytes foliaires de I'hdte (Kumar et Hyde, 2004).

La dominance des Ascomycota a été rapportée dans presque toutes les études sur les
champignons endophytes sans exception (Porras-Alfaro et Bayman, 2011 ; Selvanathan et
al., 2011; Selim et al., 2012 ; Del Olmo-Ruiz et Arnold, 2014 ; Zhang et Yao, 2015). La
plupart des champignons endophytes appartiennent a la division Ascomycota (Arnold et al.,
2007 ; Koukol et al., 2012 ; Stephenson et al.,, 2013 ; Tan et al., 2018), suivi de

Basidiomycota. Le phylum Ascomycota, le plus grand phylum de champignons, implique une
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population trés diversifiée et joue un role essentiel dans la génétique (Wallen et Perlin, 2018),
I'écologie (Belnap et Lange, 2005) et la phylogénie (Lopez-Giraldez et al., 2009).

Dans le cas de Basidiomycota, moins de 10% des especes fongiques endophytes ont
été rapportées comme endophytes (Zhang et Yao, 2015). Ces résultats confirment les notres,
car seuls deux genres Rhizoctonia et Rhodotorula isolés a partir de la feuille de Calicomtome
spinosa appartiennent aux Basidiomycota.

Neoscytalidium, Trichphyton, Cladosporium et Penicillium, ces quatre genres de
champignons endophytes sont cosmopolites et peuvent se développer a des températures
élevées.

Neoscytalidium montre une activité antifongique trés élevée (Abdel-Motaal et al.,
2010). Il appartient a la famille des Botryosphaeriaceae, étant un genre récemment créé Crous
et al. (2006), Slippers et Wingfield. (2007) et Jami et al. (2013) notent que plusieurs membres
de la famille des Botryosphaeriaceae sont des pathogénes latents qui vivent en tant
gu'endophytes dans leurs hoétes asymptomatiques pendant de longues périodes et qui
provoquent des maladies dans des conditions de stress, dans notre cas I’aspect vert des feuilles
du Clicotome spinosa montrent un bon état phytosanitaire de ces dernieres, ainsi des
conditions propices et sans stress pour la plante du Calicotome spinosa.

Le genre Trichophyton tres répandu dans les feuilles de Calicotome spinosa, est
timidement étudié chez les plantes. Cependant, il a été isolé comme endophyte chez
Symphytum officinale, ou il présente une activité antagoniste contre le phytopathogéne
Sclerotinia sclerotiorum, agent de la pourriture blanche (sclérotiniose), maladie affectant
diverses plantes dont le colza, le tournesol, la carotte etc... (Rocha et al., 2009)

Les Cladosporium ont une croissance lente a rapide sur tous les milieux de culture
(Ogobrek et al., 2012), ce qui peut justifier leur haute abondance dans notre étude. Ils sont
également toujours isolés a partir de plantes dans les déserts et les terres salines (Petrini et
Fisher, 1986 ; Muhsin et Booth, 1987). Une production élevée de pigment est caractéristique
de ces champignons (Leach, 1971). Ces résultats suggerent que ces champignons dématiacés
pigmentés habitent universellement les halophytes et qu'ils sont considérés comme jouant un
réle écologique important dans la résistance au stress chez ces plantes (Carlos et al., 2008).

Les pigments contribuent aux activités biologiques exhibées par les champignons (dos
Reis Celestino et al., 2014). Il existe une variété de pigments produits par les champignons, y
compris les caroténoides, les mélanines, les flavines, les phénazines et les quinos (Mapari et

al., 2010 ; Dufossé et al., 2014). Ces pigments sont attribués a des activites biologiques telles
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que les activités antibactériennes, antifongiques et herbicides (Geweely, 2011 ; Premalatha et
al., 2012 ; Teixeira et al., 2012).

Penicillium est le genre fongique le plus communément signalé comme endophyte
(Chauhan et al., 2019 ; Fan et al., 2020). Les espéces de Penicillium sont connues par la
production d'un grand nombre de métabolites secondaires tels que les stéroides, les
terpénoides, les esters, les quinoléines, les polykétides, les alcaloides de I'ergot, les peptides
dicétopipérazines, les quinazolines, le chamazulene, l'azétidine et de nombreux autres
composés non identifiés (Ghareeb et al., 2018 ; Singh et al., 2020). Certains de ces composés
sont des agents antibactériens, antifongiques, antiviraux, antioxydants, anticancéreux,
antidiabétiques, immunosuppresseurs, agents hypocholestérolémiants, anti Alzheimer, ils ont
également été utilisés pour le traitement de I'épilepsie et de la toxocariose, et comme agents
anti-leishmania et anti-inflammatoires (Singh et al., 2020).

Certains isolats de champignons endophytes sont tres faiblement répandus,
tels que Chaetomium, Phoma, verticilium, Rhodotorula, et Rhizoctonia, de nombreuses
études ont montré que plusieurs champignons sont incapables de se développer sur des
milieux synthétiques (Tao et al., 2008), ou peuvent étre négligés par des champignons a
croissance rapide en raison d'une croissance lente (Zhu et al., 2008 ; Toofane et Dalymamode,
2002), ou nécessitent certains nutriments spécifiques pour leur croissance (Jeewon et al,
2017 ; Van Wyk et al., 2007).

Un concept emergent dans le domaine de la biologie du microbiome est celui d'un
microbiome "central” ou "rare". Selon ce modéle, les membres de la communauté
microbienne peuvent étre désignés comme centraux, ce qui indique une abondance élevée ou
une présence constante au sein de la communauté du microbiome, dans l'espace, dans le
temps, ou chez divers hotes et espéces (Shade et Handelsman, 2012). Par ailleurs, les
membres de la communauté peuvent étre rares, c'est-a-dire peu communs au sein de la
communauté microbienne d'un seul héte, ou peu communs parmi les hotes dans I'espace et le
temps. Cependant, si ces définitions des membres "essentiels™ et “rares" du microbiome sont
largement utilisées et discutées, elles ne sont pas toujours cohérentes. Par exemple, on
suppose genéralement que le microbiome central joue un réle fonctionnel important pour
I'ndte ; cependant, les tests expérimentaux des réles fonctionnels sont moins courants que les
études descriptives de la composition des communautés. En outre, le microbiome rare peut
encore avoir une importance écologique, incompatible avec sa faible abondance. Certains

endophytes peuvent étre rares a un moment donné, mais leur abondance et leur importance
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augmentent ensuite avec I'évolution des conditions environnementales (Shade et al., 2014).
Bien que les concepts de microbiomes principaux et rares soient généralement appliqués aux
communautés bactériennes chez les hotes, les mémes principes peuvent étre appliqués aux
champignons endophytes chez les plantes (c'est-a-dire I’endophytome).

Les espéces de Rhizoctonia sont des champignons ubiquistes et variables dans la nature,
ils peuvent étre des agents de lutte biologique utiles contre les maladies des plantes
Ornementales et d’autres sont des endophytes d’orchidée importantes pour le développement
des plantes (Baruch et al., 1996).

Les especes du genre Phoma sont omniprésntes dans I’environnement et occupent de
nombreuses niches écologiques. Plusieurs espéces sont des saprophytes inoffensives
(Aveskamp et al., 2005). Ce genre également isolé a partir de Dendrobium thyrsiflorum,
D.devonianum et D.loddigesii presente des activités antibactériennes et antifongique fortes,
ainsi que des activités de promotion de production végétale (Chen et al., 2012 ; Deshmukh et
al., 2018) .

Le genre Rhodotorula on les trouve dans des sources environnementales trés variees,
allant des climats extrémes des évents des grands fonds marins aux déserts froids de
I'Arctique (Margesin et al.,2007 ; Zalar et Gunde-Cimerman, 2014) dans le sol, I'air ou
comme organismes associés aux plantes. Rhodotorula sp associée aux plantes semble avoir
plusieurs effets bénéfiques sur I'n6te plutdt que des effets déléteres. La souche WP1 de
Rhodotorula graminis a été isolée a partir de peuplier comme une levure productrice d'auxine
(Xin et al., 2009), ayant des effets significatifs de promotion de la croissance des plantes
(PGP) (Knoth et al., 2014). Rhodotorula mucilaginosa (anciennement Rhodotorula rubra)
TG-1 a été signalée comme présentant une forte activité de biocontrle contre les
champignons et bactéries pathogenes lors de I'inoculation de la tige du riz (Nailya, 2013).

Par conséquent, la probabilité de ne pas isoler de nombreux champignons endophytes
par les approches traditionnelles est élevée (Guo et al., 2001, Hyde et Soytong, 2008 ; Hyde et
al., 2018). Par conséquent, ces types de biais dans les méthodologies peuvent ne pas fournir
une image réelle de la diversité des communautés endophytes (Torres et al., 2011). C’est le

cas des nombreuses structures non identifiées recensées dans ce travail.
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2. Analyse en composantes principales (ACP)

Nous avons realisé une analyse en composantes principales (A.C.P) a 1’aide du logiciel
Stat Box 6.40, elle nous fournit des indications sur la nature, la force et la pertinence des liens
entre les différents sujets et entre les différents genres de mycoendophytes identifiés a partir
de la feuille de Calicotome spinosa (Figure 15).

Variables et Individus (axes F1 et F2: 64 %)

Groupe A

Groupe C

Rhizocton \
.
Cladosporium ® s

[=TR )
A

® S8
Neoscytalidium Chaebmiu S3 T
S9 . Trichoph

-1.5 -1 -0,5 0 05 1 1,5 2

--axe F2 (30 %) -->
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Figure 15 : représentation de I’analyse en composantes principales (ACP) des genres de
champignons endophytes recensés au niveau des feuilles des différents sujets de Calicotome

spinosa échantillonnés dans la station de Tala n Tazart de la wilaya de Tizi-Ouzou.

Le plan 1-2 de I’analyse en composantes principales (ACP) explique 64% du phénomeéne
avec 34% pour I’axe 1, et 30% pour I’axe 2 de ’inertie totale.

Selon I’axe 1, nous observons la formation de trois groupes (A, B et C), le groupe A
comporte les champignons endophytes recensés des feuilles échantillonnées des sujets 2, 4,7,
9 et 10. Le groupe B quant a lui comporte les champignons endophytes recensés des feuilles
échantillonnées du sujet 3 uniquement, enfin le groupe C comporte les champignons
endophytes recensés des feuilles échantillonnées des sujets 5, 6 et 8.

Concernant les mycoendophytes, le groupe A se caractérise par la dominance du genre
Neoscytalidium.

Le groupe B est dominé par le genre Penicillium.
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Le groupe C présente une co-dominance entre Cladosporium et Trichphyton, nous

notons les deux genres Cladosporium et Phoma qui présentent des interactions de synergie.

De nombreuses études (Saikkonen et al., 2004) ont démontré que l'adaptation de la
communauté de champignons endophytes repose principalement sur l'adaptation des plantes
hotes a I'environnement écologique. Cela implique que les plantes hotes influencent
considérablement la colonisation et la distribution des communautés de champignons
endophytes. L'interaction entre le champignon et la plante héte est souvent considérée comme
dynamique ou l'orientation est déterminée par de subtiles différences dans I'expression des
géenes du champignon en réponse a I'h6te ou, inversement, par la reconnaissance et la réponse
du champignon par I'hdte. Ainsi, de légéres différences génétiques dans les deux génomes
contrélent la symbiose (Moricca et Ragazzi, 2008). Les champignons endophytes dépendent
de I'environnement interne de la plante pour leur croissance, on suppose que l'identité de la
plante joue un role particulierement décisif dans la colonisation fongique des tissus internes
(Martin et al., 2017). Les plantes peuvent recruter le microbiote en libérant des signaux
moléculaires spécifiques et les microorganismes capables de reconnaitre ces signaux
pourraient coloniser préférentiellement et avec succés les différentes niches des organes
végétaux (Hacquard et al., 2015 ; Xiong et al., 2020). Par ailleurs, les plantes exercent une
pression de sélection et un effet de filtrage par le biais du systeme immunitaire et de la
fourniture de nutriments et de types d'habitats spécialisés (Beckers et al., 2017 ; Cordovez et
al., 2019).

3. Matrice de corrélation

Pour essayer de comprendre les différentes interactions qui existent entre les différents
genres de mycoendophytes recensés au niveau des feuilles de Clicotome spinosa, nous avons
fait une matrice de corrélation (Tableau 8). Cette derniére donne des coefficients de
corrélation entre les genres de champignons endophytes pris deux a deux. Parmi les
corrélations significatives certaines sont positives (ce qui signifie que les variables varient
dans le méme sens), d’autre sont négatives (ce qui signifie que les variables varient dans des

Sens Opposes).
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Tableau 8 : matrice de corrélation entre les genres fongiques des tissus foliaires de Clicotome

spinosa dans la Wilaya de Tizi-Ouzou.

Chaetomium CladosporiumJeoscytalidiun_Penicilium  Phoma  Rhodotorula Rhizoctonia Trichophyton Verticillium SNI

Chaetomium 1 0,29 0,22 0,27 -0,22 -0,26 0,11 0,45 0,11 0,22
Cladosporium 0,29 1 0,94 0,33 0,75 0,42 0,29 0,23 0,29 0,28
Neoscytalidium 0,22 0,94 1 0,46 -0,72 0,42 0,05 -0,05 0,28 0,02
Penicillium 0,27 0,33 0,46 1 -0,69 0,10 -0,44 0,28 -0,06 -0,56
Phoma -0,22 0,75 0,72 -0,69 1 0,23 0,22 0,25 0,22 0,11
Rhodotorula -0,26 0,42 0,42 0,10 0,23 1 -0,26 -0,14 0,02 -0,38
Rhizoctonia 0,11 0,29 0,05 -0,44 0,22 0,26 1 -0,53 0,11 0,84
Trichophyton 0,45 0,23 -0,05 0,28 0,25 0,14 -0,53 1 -0,65 0,72
Verticillium 0,11 0,29 0,28 -0,06 -0,22 0,02 0,11 -0,65 1 0,22
SNI -0,22 0,28 0,02 -0,56 0,11 -0,38 0,84 0,72 0,22 1

En gras, valeurs significatives (hors diagonale) au seuil alpha=0,05 (test bilatéral)

A partir du tableau (4) des corrélations positives sont notées comme celles entre
Cladosporium et Phoma (0,75), ainsi que d’autres corrélations négatives entre Cladosporium
et Neoscytalidium (-0,94), Phoma et Neoscytalidium (-0,72), Phoma et Penicillium (-0,69),
Trichophyton et Verticillium (-0,65).

Le microbiote fongique colonise son héte végétal pour s'adapter a I'environnement de
la plante ; les symbiotes ont donc évolué ensemble pendant des millions d'années (Hassani et
al., 2018). Les microorganismes ont aussi une certaine limite de leur plasticité phénotypique
et sont adaptés aux conditions environnementales dans lesquelles ils se sont développés. Un
changement brutal des conditions de vie au cours de la croissance implique souvent un moins
bon fitness des microorganismes (Wilson et Lindow, 1993).

L'établissement de relations mutualistes particuliéres entre champignons et plantes
peut conférer une thermotolérance, une résistance a la sécheresse et une multitude de
capacités fonctionnelles qui améliorent la survie, la productivité primaire et la structure de la
communauté des plantes (Massimo et al., 2015 ; Sangameshet al., 2018 ; Hosseyni et al.,
2021). Les assemblages multi-espéces ne vivent généralement pas de maniere isolée mais
établissent des relations interactives par le biais de connexions mutualistes ou compétitives
(He et al., 2017). Ces connexions interactives aboutissent finalement a la construction de
réseaux inter-especes complexes qui maintiennent la structure d'une communauté écologique

et les fonctions de I'écosystéeme (Fuhrman, 2009).
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L’étude réalisée dans la région Tala n Tazart a Tizi-Ouzou a porté sur la diversité des
mycoendophytes des feuilles de Calicotome spinosa. L’échantillonnage a concerné 10 arbres
qui ont été choisis d’une maniére subjective. 10 feuilles de chaque arbre ont été prélevées et
conservées au frais pendant une petite période de temps, avant de subir une mise en culture

sur milieu P.D.A.

La mise en culture a dévoilé une richesse considérable en divers taxons fongiques.
Concernant la composition générale de la trame fongique inventoriée et identifiée, elle se
trouve rangée principalement au phylum Ascomycota, qui sont représenté par les genres
Neoscytalidium, Trichphyton, Cladosporium, Penicillium, Verticillium, Phoma et
Chaetomium . La majorité des genres recensés sont cosmopolites. Une analyse en
composante principale (A.C.P) est réalisée en vue de mettre en évidence la distribution
spatiale des différents genres de mycoendophytes en fonction des sujets échantillonnés,
grace au logiciel Stat Box 6.40. Nous observons la formation de trois groupes (A, B et C), le
groupe A comporte les champignons endophytes recensés des feuilles échantillonnées des
sujets 2, 4,7, 9 et 10. Le groupe B quant a lui comporte les champignons endophytes recensés
des feuilles échantillonnées du sujet 3 uniquement, enfin le groupe C comporte les
champignons endophytes recensés des feuilles échantillonnées des sujets 5, 6 et 8.

La présence des genres peu abondants dépend du genre dominant. Il semble que chaque
genre se caractérise par son propre cortege fongique. En effet, une matrice de corrélation
a montré les différentes interactions qui existent entre les différents genres de champignons
recensés. Les assemblages des différents genres de champignons ne vivent généralement pas
de maniére isolée mais établissent des relations interactives par le biais de connexions

mutualistes ou compétitives .

Plusieurs interactions de 1’ordre de domination, d’antagonisme ou de synergie ont été
observées. Ces relations caractérisent les différents groupes taxonomiques et refletent la
capacité de ces mycetes a réagir devant differentes situations et exigences de vie, dont les
stress biotique et abiotique que subissent les plantes qu’ils colonisent. L'établissement de
relations mutualistes particuliéres entre champignons et plantes peut conférer une
thermotolérance, une résistance a la sécheresse et une multitude de capacités fonctionnelles
qui ameliorent la survie, la productivité primaire et la structure de la communauté des plantes

ainsi que 1’établissement d’un équilibre écologique et une bonne fonction de 1’écosystéme.
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Dans une certaine mesure, la grande majorité des champignons endophytes sont des
microorganismes mystérieux dont les valeurs potentielles doivent étre découvertes encore. Au
terme de cette étude, nous fixons certains points en perspectives. Nos travaux sont une étape
préliminaire pour des études plus larges, plus approfondies et plus accomplies qui visent
principalement a identifier d’avantage les différents genres de champignons endophytes
presents sur les feuilles de Clicotome spinosa, et a confirmer les données actuellement
obtenues par d’autres méthodes tel que I’approche moléculaire. Il serait intéressant aussi
d’essayer d’approfondir les connaissances concernant I’interaction mycoendophyte-plante
hote ainsi que d’avoir une meilleur compréhension des synergies et des interactions qui
peuvent exister entre les champignons endophytes et leur capacité a cohabiter ensemble chez

la méme plante.

Extraire et étudier les effets des métabolites secondaires synthétisés par ces

populations microbiennes .

Comprendre I'écologie, I'évolution et I'importance des champignons endophytes est un
enjeu majeur en raison du nombre important d’especes fongiques capables de former des
associations de type endophytique et leur caractére unique par rapport aux autres

microorganismes associés aux plantes.




Résumé- La plupart des plantes étudiées dans les différents écosystémes naturels se trouvent infestées par des
champignons microscopiques appelés mycoendophytes. Ces derniers vivent a l'intérieur des tissus végétaux
sans provoquer de symptomes de maladies a leurs hotes. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude
de la diversité des champignons endophytes au niveau des feuilles de Calicotome spinosa de la région de Tala n
Tazart de la wilaya de Tizi-Ouzou. L’espéce étudiee est trés commune en Algérie et affiche une trés grande
résistance aux conditions climatiques. L’échantillonnage a concerné 10 sujets sains choisis de maniére
subjective, 10 feuilles sont prélevées de chacun et un fragment centrale est prélevé de chaque foliole de chaque
feuille. Afin de les mettre en culture dans un milieu PDA, ensuite les incuber pendant 2 mois a température
ambiante. L’isolement et I’identification des champignons avec [’utilisation des traits macroscopiques et
microscopiques, ont permis de donner 9 genres de champignons endophytes, il s’agit de : Neoscytalidium,
Trichphyton, Cladosporium, Penicillium, Rhodotorula, Verticillium, Phoma, Chaetomium et Rhizoctonia, le
calcul des abondances de ces champignons montre que les genres Neoscytalidium, Trichphyton, Cladosporium,
Penicillium sont les plus dominants. L’ACP a montré la répartition des différents genres de champignons
endophytes selon les différents sujets échantillonnés. Trois groupes (A, B et C) sont obtenus, le groupe A
comporte les sujets 2, 4, 7, 9 et 10. Le groupe B quant a lui comporte le sujet 3 uniqguement, enfin le groupe C
comporte les sujets 5, 6 et 8. Le groupe A se caractérise par la dominance du genre Neoscytalidium, le groupe B
est dominé par le genre Penicillium, et le groupe C présente une co-dominance entre Cladosporium et
Trichphyton. Des corrélations parfois positives et pour d’autres négatives sont décrites entre la majorité des
genres fongiques inventoriés. Ces résultats montrent qu’il existe une forte relation symbiotique entres les feuilles
de Calicotome spinosa et les champignons endophytes. Ceci permet de maintenir cette espece dans les
conditions climatiques difficiles.

Mot-clés: mycoendophytes foliaires, Calicotome spinosa Desf, diversité fongique, Tala n Tazart, Tizi-Ouzou,
Algérie.

Abstract- Most plants studied in different natural ecosystems are infested by microscopic fungi called
mycoendophytes. These fungi live inside plant tissues without causing disease symptoms to their hosts. In this
work, we were interested in the study of the diversity of endophytic fungi in the leaves of Calicotome spinosa
from the region of Tala n Tazart in the wilaya of Tizi-Ouzou. The studied species is very common in Algeria and
shows a very high resistance to climatic conditions. The sampling concerned 10 healthy subjects chosen in a
subjective way, 10 leaves are taken from each one and a central fragment is taken from each leaflet of each leaf.
In order to put them in culture in a PDA medium, then incubate them for 2 months at room temperature. The
isolation and identification of fungi with the use of macroscopic and microscopic features, allowed to give 9
genera of endophytic fungi, they are : Neoscytalidium, Trichphyton, Cladosporium, Penicillium, Rhodotorula,
Verticillium, Phoma, Chaetomium and Rhizoctonia, the calculation of abundances of these fungi shows that the
genera Neoscytalidium, Trichphyton, Cladosporium, Penicillium are the most dominant. PCA showed the
distribution of the different genera of endophytic fungi according to the different subjects sampled. Three
groups (A, B and C) are obtained, group A includes subjects 2, 4, 7, 9 and 10. Group B includes subject 3 only,
and group C includes subjects 5, 6 and 8. Group A is characterized by the dominance of the genus
Neoscytalidium, group B is dominated by the genus Penicillium, and group C shows a co-dominance between
Cladosporium and Trichphyton. Correlations sometimes positive and for others negative are described between
the majority of the inventoried fungal genera. These results show that there is a strong symbiotic relationship
between the leaves of Calicotome spinosa and the endophytic fungi. This allows the maintenance of this species
in difficult climatic conditions.

Key words: leaf mycoendophytes, Calicotome spinosa Desf, fungal diversity, Tala n Tazart, Tizi-Ouzou,
Algeria.
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Résumé- La plupart des plantes étudiées dans les différents écosystémes naturels se trouvent infestées par des
champignons microscopiques appelés mycoendophytes. Ces derniers vivent a l'intérieur des tissus végétaux
sans provoquer de symptomes de maladies a leurs hotes. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude
de la diversité des champignons endophytes au niveau des feuilles de Calicotome spinosa de la région de Tala n
Tazart de la wilaya de Tizi-Ouzou. L’espéce étudiee est trés commune en Algérie et affiche une trés grande
résistance aux conditions climatiques. L’échantillonnage a concerné 10 sujets sains choisis de maniére
subjective, 10 feuilles sont prélevées de chacun et un fragment centrale est prélevé de chaque foliole de chaque
feuille. Afin de les mettre en culture dans un milieu PDA, ensuite les incuber pendant 2 mois a température
ambiante. L’isolement et I’identification des champignons avec [’utilisation des traits macroscopiques et
microscopiques, ont permis de donner 9 genres de champignons endophytes, il s’agit de : Neoscytalidium,
Trichphyton, Cladosporium, Penicillium, Rhodotorula, Verticillium, Phoma, Chaetomium et Rhizoctonia, le
calcul des abondances de ces champignons montre que les genres Neoscytalidium, Trichphyton, Cladosporium,
Penicillium sont les plus dominants. L’ACP a montré la répartition des différents genres de champignons
endophytes selon les différents sujets échantillonnés. Trois groupes (A, B et C) sont obtenus, le groupe A
comporte les sujets 2, 4, 7, 9 et 10. Le groupe B quant a lui comporte le sujet 3 uniqguement, enfin le groupe C
comporte les sujets 5, 6 et 8. Le groupe A se caractérise par la dominance du genre Neoscytalidium, le groupe B
est dominé par le genre Penicillium, et le groupe C présente une co-dominance entre Cladosporium et
Trichphyton. Des corrélations parfois positives et pour d’autres négatives sont décrites entre la majorité des
genres fongiques inventoriés. Ces résultats montrent qu’il existe une forte relation symbiotique entres les feuilles
de Calicotome spinosa et les champignons endophytes. Ceci permet de maintenir cette espece dans les
conditions climatiques difficiles.

Mot-clés: mycoendophytes foliaires, Calicotome spinosa Desf, diversité fongique, Tala n Tazart, Tizi-Ouzou,
Algérie.

Abstract- Most plants studied in different natural ecosystems are infested by microscopic fungi called
mycoendophytes. These fungi live inside plant tissues without causing disease symptoms to their hosts. In this
work, we were interested in the study of the diversity of endophytic fungi in the leaves of Calicotome spinosa
from the region of Tala n Tazart in the wilaya of Tizi-Ouzou. The studied species is very common in Algeria and
shows a very high resistance to climatic conditions. The sampling concerned 10 healthy subjects chosen in a
subjective way, 10 leaves are taken from each one and a central fragment is taken from each leaflet of each leaf.
In order to put them in culture in a PDA medium, then incubate them for 2 months at room temperature. The
isolation and identification of fungi with the use of macroscopic and microscopic features, allowed to give 9
genera of endophytic fungi, they are : Neoscytalidium, Trichphyton, Cladosporium, Penicillium, Rhodotorula,
Verticillium, Phoma, Chaetomium and Rhizoctonia, the calculation of abundances of these fungi shows that the
genera Neoscytalidium, Trichphyton, Cladosporium, Penicillium are the most dominant. PCA showed the
distribution of the different genera of endophytic fungi according to the different subjects sampled. Three
groups (A, B and C) are obtained, group A includes subjects 2, 4, 7, 9 and 10. Group B includes subject 3 only,
and group C includes subjects 5, 6 and 8. Group A is characterized by the dominance of the genus
Neoscytalidium, group B is dominated by the genus Penicillium, and group C shows a co-dominance between
Cladosporium and Trichphyton. Correlations sometimes positive and for others negative are described between
the majority of the inventoried fungal genera. These results show that there is a strong symbiotic relationship
between the leaves of Calicotome spinosa and the endophytic fungi. This allows the maintenance of this species
in difficult climatic conditions.

Key words: leaf mycoendophytes, Calicotome spinosa Desf, fungal diversity, Tala n Tazart, Tizi-Ouzou,
Algeria.
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