—_——y

A il dpdal jianall 45 ) 3adl (5 ) ggenl)
S République Algérienne Démocratique et Populaire
; . elall i) 5 Ml el 5 ) 3 5

Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
) ) ) desse dxals
Université Mohamed El Bachir El Ibrahimi- B.B.A.
M 0805 G Y1 psle 3 Blaally Al o sle S i
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre et de I’Univers
Bae 3l st pud
Département des Sciences Agronomiques

Memolre
En vue de I’obtention du Dipldme de Master

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Sciences Agronomiques

Spécialité : Protection des végétaux

Intitulé

(" )

Etude de I'activité antifongique des champignons endophytes isolés a partir du

citron Citrus limon

G J

Présenté par : DAGHACHE RAQOUIA
SOUICI NAHED

Soutenu le16 /09/2021.
Devant le jury :

Président : M": MERZOUKIY. M.C.B UNIV BBA I
Encadrant : M": LAIB D. M.A.A UNIV BBA I
Examinateur : M"MOUTASSEM D. M.C.B UNIV BBA I

Année universitaire ;: 2020-2021




S S e e T T T T T ™

p

S S S S ST TS

N\

g
i

A ma chére mere NACERA et a mon cher pére NACER, Vos encouragements et vos prieres
mont toujours soutenue et guidé. En ce jour, j ‘espére réaliser un de vos réves et étre digne de
vous. Veuillez trouver, mes trés chers parents, dans cette theése le fruit de votre dévouement
ainsi que [’expression de ma gratitude et de mon profond amour. Que Dieu vous garde mes
parents et vous procure sante et longue vie.

Ma profonde reconnaissance a mon époux SALIM pour son soutien sans faille, sa grande
indulgence, sa compréhension et surtout sa contribution dans le partage du stress de la
recherche et sans qui, une grande part de ce travail n’aurait pas été accomplie. Je suis

heureuse de partager cette these avec lui.

Je dédie aussi ce travail a ma jolie petite fille AYLA ROFAN.
A mon fréere AYMEN et a mes seurs KELTOUM et KHADIDJA.
A ma belle famille plus particulierement mes beaux-parents et mes belles sceurs.

A toute ma famille et mes amis surtout aux familles DEGHACHE, AGGOUNE et GACEM.

RAOUIA

e e e e e e e e e e e T e e T e T et ea T et

DTS



S S e e T T T T T ™

p

S S S S ST TS

4

—— (/(/(/W%

A mes cheres parents FATIMA et ABD EL MALEK que dieu vous protégés et vous
procure santé.

A la prunelle de mes yeux, a celle qui a cru en mes capacités et m’encouragé ; a celle qui
m’a inondé de ses priéres ; a la rose de ma vie ma tres chéere Maman je ¢’aime tellement.

A mon héros, a celui qui me donne toute la confiance et l’encourage ; a mon épaule ferme
et mon soutien dans la vie mon Papa que dieu te protege et te fasse une couronne sur ma téte
je t’aime.

A mon seconde moitié je te dédie ce travail avec mes veeux de réussite, de prospérité et de
bonheur, pour vos encouragement, ton amour et contribution de l’accésa ce jour-la & mon
marieFahed.

A mon bras droit mon grand frére Houssem et mes petits fréres Abdelbaki et Mohammed
badis

A mes belles méres Rabiaa et Khalida, mon beau pére Abdelaziz que dieu vous gardés, tous
mes beaux-freres et belles-saeurs.

A toute ma famille et mes amis surtout aux familles SOUICI, BENAISSA. TOUATI et
ZOUAOQUI.

NAHED

e T e e e e e e e e e T e T e ™ a i oa  apt e

DTS



Tout d’abord nous remercions Allah tout puissant pour le courage et toute la
patience Qui nous a donne pour surmonter toutes les difficultés rencontrees
durant tout notre cursus universitaire.

On adresse nos remerciements a :

Monsieur Merzouki Youcef Maitre de conférences a I’université de Mohamed
El Bachir El Ibrahimi B.B.A.d’avoir accepté de présidé le jury.
Monsieur Moutassem dahou Maitre de conférences a ’université de
Mohamed EIl Bachir El Ibrahimi B.B.A d’avoir accepté d’examiner note
travail.

On adresse nos plus vifs remerciements a Monsieur LAIB djamel eddine qui
nous a
Propose cet intéressant theme de travail. On a beaucoup apprécié ses qualités
scientifiques,

Humaines et surtout son
Optimisme tout le long du parcours. On le remercie pour son aide, sa
disponibilité, ses précieux conseils.

Ce fut un plaisir et une chance de travailler avec lui.

Nous tenons a remercier tous ce qui a contribué a ce travail de pres ou de loin.



Table de matieres

Remerciements
Dédicaces
Liste de figures

Liste d’abréviations

1) 4 oo LU Ty o] o RS 1
ReVUE DIDHOGraphigUE .......ovi ettt te e s re e sre e be e 2
Chapitre 1.Les champignons ENAOPNYLES ......ccccuviiiieiiie s re e re e e s nreeeree s 2
I T T 1 o] o PSPPSRSO 2
2. Diversité des champignons ENAOPNYLES..........ociiiiiiiiiiiiee e 2
3. L’interaction endophyte-plante NOtE..........cccoe v 2
4. Rdles des champignons ENAOPNYLES.........ccveiiiiiiiie et sre e nree e 3
4.1. Production de SIEIOPNOIES ........ccveieieieeieie ettt se e e sre e e e nreaneenes 4
4.2. Production de pRytONOIMONES...........ciiiiiiiiiiiee e 4
4.3. Tolérance de MELAUX IOUFNS.........ccueiuiiiiieie ettt ra e steera e e sbesreas 5
4.4, TOIEraNCe dE SECNEBIESSE .....oviiiieiieieite sttt e et b ettt et e bt e b e e e nbe b 5
4.5. TOIErance de 12 SAHNITE. ..ottt et sneenes 6
4.6. La tolérance de la compétition iNterspeCifiqUE.........ccovviiieieiiiiiiieiee e 6
4.7. Protection contre 1S INSECTES FAVAGEUIS ........ccviiiiieierieiiieie ettt 6
4.8. Protection contre 185 NEMALOUES .......ccuveiiieiiie e e nne e 7
4.9. Protection contre les agents phytopathogenes ... 7
4.9.1. L’épaississement de 1a paroi CElIUIAINE............ccooiiiiiiiiiice e 7
4.9.2. EXclusion de NiChe ECOIOGIGUE. .......ciiiiiiii ettt ettt e 7

4.9.3. Production des composants antimiCrobiens. ..o 8
4.9.4. Hyper parasitiSme et Prédation ... 9

(O T 1o 11 X =T AN NN o T OSSPSR 11

IO I 1= Yo o 1 o SR 11

P O 1= 13 | o= L 1 [0 o SO 12
B ECOIOGIE ...ttt 12
4. BESOINS NULFITIONNEIS .....vviiiii ettt et te e e te e e e e aeenaearaesneesneenneens 13
MALEFIE] BL METNOAES ...ttt ettt be et e e be st 14
Y = L (=] T o To] (oo o [V T USSR 14
1.1 MALEIIET VEGBLAL ... ..o ettt e et e e s e e sbenreeneeeenneas 14
A 1= 1 To T LSRR 14
2.1. Isolement et purification des champignons endophytes de Citrus limon ..............cccccevvevnne 14
2.2. Calcul de la fréquence de COlONISAtION ............coviiieii et 16
2.3.Identification morphologique des champignons endophytes de Citrus Limon........................ 17

2.4. L’activité antifongique des colonies endophytes par la technique de double culture............. 17



Table de matieres

2.5. Fermentation submergeée et production des extraits fongiqUueS..........cccooevvrireieiincnienn, 17
2.6. Analyse chimique des extraits FONGIQUES ..........cceiviiiiiiieieiiiiee e 19
2.7. ANAIYSE UES HONNEES ..ottt e e st et e st e e te e beesaeebeenaeenee e 19
RESUITALS BT AISCUSSTON ...ttt bbbt 20
LURESUIALS ...t bttt bbbt 20

T o USSR USRS 21
1.2. Activité antifongique des champignons endophytes du Citron ..........c.ccccvevvievie v, 21
1.3. Résultat d’analyse phytochimique des extraits foNgiqUES ...........c.ccevvririnienienisisere e 22
P2 I 1T 1 13 (o] o USRS 23
L0 ] 0 [od 11 5] o] o PSP 26

Références bibliographiQUES...........cooi it 27



Liste des tableaux

Tableau 1. Métabolites secondaires des extraits fongiques



Liste d’abréviations

°C : degrés Celsius

MI : millilitres

Mm : millimetres

PDA :Potato dextrose agar
PDB : Potato dextrose broth
Mm : micrométres

pm:micrometres



Liste des figures

Figure 1. Colonie d’Aspergillus Niger SUr PDA ..ot 11

Figure 2. Téte conidienne d’ASpPergillus NIgEr.........ccoiiiiiiii et 12
Figure 9. Filtration a travers du papier filtre Whatman N ® 1 ......ccccooeiiiiinieie e 18
Figure 10. Concentration sous vide & 50 °C au ROLAVAD .........ccccveiriieriiiincsrceee s 18
Figure 11. Composition générale de la mycoflore endophyte détectée chez Citrus limon................... 20
Figure 12. Fréquence de colonisation des champignons endophytes du Citrus limon........................ 21
Figure 13. Activité antifongique du champignon endophyte Aspergillus spl........ccccoeviviveiiieiinennne. 21
Figure 14.Résultat de la culture double endophyte vs phytopathogene.............cccoeiiiienniiiicncnns 22



9

S-SR SSSEERIRE SIS EE™

IEEEEEE S>> 1
a

INTRODUCTION
23555 S5 S S S Sk

S S S SO SIS I T



Introduction

Introduction
Les maladies des plantes sont a I’origine de pertes importantes en agriculture, tant
quantitatives (pertes de rendements a la récolte ou au court du stockage) que qualitatives
(production de toxines fongiques, d’ardmes ou d’odeurs indésirables) (Oerke ,2006).
Parmi ceux ci A.niger 1’agent responsable de la maladie connue sous le nom de la moisissure
noire, considéré comme 1’un des especes fongiques les plus dommageables pour 1’agriculture
actuelle et un contaminant courant des aliments (Sharma,2012).
Le controle de cette maladie repose en grande partie sur l'utilisation des fongicides (Leroux et
al., 1999).
Ces produits chimiques sont rentables, mais leur utilisation massive a crée des problémes tels
que le phénomene de résistance, la pollution de I'environnement et des effets indésirables sur
la santé humaine et sur les auxiliaires (Ali et al., 2012).
Les risques et les problémes associés a I'utilisation de produits chimiques conduisent a une
réglementation environnementale de plus en plus strictes des pesticides (Pavela et al., 2007).
Il ya donc un besoin urgent de développer des alternatives efficaces respectueuses de
I'environnement, plus sdres, faciles a utiliser et ont le potentiel de remplacer les pesticides ou
fongicides de synthése (Tapondjou et al., 2005).
Parmi ces alternatives, les champignons endophytes qui sont considérés actuellement comme
un des groupes biologiques les plus prometteurs en matiere de protection des plantes contre
un bon nombre de pathogénes (Vega et al., 2009).
Dans ce contexte, la présente étude est focalisée dans 1’é¢tude de I’activité antifongique des
champignons endophytes isolés a partir du citron Citrus limon vis-a-vis A. niger.
Ce travail est structuré en 3 parties:

e La premicre partie est consacrée a une revue bibliographique mettant 1’accent sur : les
champignons endophytes,A .niger

e Ladeuxiéme partie illustre le matériel et les méthodes utilisées.

e Ainsi qu’une troisiéme partie démontrant les résultats obtenus en ce qui concerne les
différentes expériences effectuées.

Enfin, une conclusion générale qui résume 1I’ensemble des résultats obtenus.
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Revue bibliographique Chapitre 1 : Les champignons endophytes

1. Définition

Le terme endophyte a été inventé par Heinrich Anton de Bary en 1884 (Griffin, 2014), 1l est
composé de deux mots grecs, endon signifiant au sein et phyton désignant plante (Staniek et
al., 2008).ce terme est employé pour définir les microorganismes colonisants les tissus
végétaux internes sans causer des symptémes apparents sur la plante héte (Porras Alfaro et
bayman, 2011).

Les études récentes ont prouvé que les microorganismes endophytes sont presque présents
dans toutes les plantes (Wang et Dai, 2011).

Ces microorganismes colonisent I’espace intercellulaire ou intracellulaire, au moins pour une
partie de leur vie sans causer des symptomes d’infection apparents (Kaul et al.,2012).

2. Diversité des champignons endophytes

Les champignons endophytes représentent un groupe trés diversifié,avec une estimation de
1,5 millions d’espéces et une moyenne d’environ 50 espeéces d’endophytes par espeéce de
plante (Zabalgogeazcoa, 2008)

Les champignons endophytes sont extrémement ubiquitaires, il a été constaté que la majorité
des especes vegetales dans les écosystémes naturels si ce n’est pas les totalités hébergent des
champignons endophytes (Rodriguez et al., 2009).

La diversité des espéces, la fréquence et I’abondance des endophytes dépendantes des
conditions climatiques et édaphiques et de I’hétérogénéité des habitats et des niches occupées
par leurs hotes (Sieber ,2002).

Plusieurs espéces végetales herbacées et ligneuses hébergent des endophytes fongiques, une
diversité et une spécificité a été constatée a la fois pour les especes ligneuses ou herbacées
(Cohen ,2006).

Les variations géographiques sont les facteurs qui contribuent le plus souvent a la diversité
des champignons endophytes (Collado et al., 1999).

Beaucoup d’endophytes colonisent des organes spécifiques, alors que d’autres sont seulement
trouvés dans les racines ou dans les organes des surfaces, mais dans tous les cas, chaque
organe de I’hote peut étre colonise (Schulz et Boyle, 2005).

L’age de la plante hote influe aussi sur la diversité des champignons endophytes ; il apparait
que les plantes agées hébergent plus d’endophytes dans leur tissus que les plantes jeunes
(Arnold et al., 2003).

3. L’interaction endophyte-plante hote

Selon les espéces concernées, le résultat d'uneinteraction plante-endophytes peut aller de

I'antagonisme au mutualisme (Zabalgogeazcoa,2008).
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Les champignons endophytes englobent des saprophytes latentes ,des especes mutualistes et
des pathogenes latents (Zabalgogeazcoa,2008).

Parmi les champignons endophytes les pathogénes latents qui sont co-évoluées avec leurs
hotes et ne sont donc pas trés virulents, ne causent aucun symptéme a leurs hétes, mais si la
plante est stresseée ou bien la sénescence des feuilles commence, la sporulation de ces agents
pathogenes commence (Sieber,2007).

Plusieurs études récentes confirment que certaines especes endophytes sont également
décomposeurs de la litiere (Hirose et al.,2013).

Il est a signaler que certains des endophyte sont la capacité de continuer a exister en tant que
saprophytes dans les feuilles mortes (Unterseher et al.,2013).

L’association mutualistique des champignons endophytes avec leurs plantes hotes est
asymptomatique (Ting,2014),agissant contre les prédateurs, les agents pathogenes, les
herbivores et les insectes nuisibles (Lacava et Azevedo,2014).

Ces champignons endophytes augmentent la résistance des plantes aux agents pathogenes par
la production des agents antimicrobiens et des régulateurs de croissance. Ils améliorent
également la tolérance du stress biotique et abiotique (Lacava et Azevedo,2014).

En retour, les plantes hotes fournissent la structure spatiale,la protection contre la
dessiccation, les éléments nutritifs,la fourniture des photosynthétats et dans le cas de la
transmission verticale,la diffusion dans la prochaine génération des plantes hdtes(Rudgers et
al.,2004).

4. Roles des champignons endophytes

Les endophytes fongiques peuvent fournir plusieurs bénéfices aux plantes tels que la
protection contre les maladies (Redman et al.,2001), la production de métabolites secondaires
efficaces contre les agents pathogenes de 1’hdte (Liu et al., 2001), la protection contre des
insectes ravageurs (Liu et al., 2001).

Il a été rapporté également que les endophytes ont une action sur la stimulation de la
croissance végetale (Ernst et al, 2003).

De ce fait, quelques endophytes peuvent améliorer 1’absorption du phosphore par 1’héte
(Sieber, 2002), augmenter 1’efficacité photosynthétique (Obledo et a.l, 2003) ou augmenter la
tolérance de I’hote aux stress abiotiques (Bacon et Hill, 1996), tels que la sécheresse (Bacon
et Hill, 1996), les métaux lourds (Languereau-Leman, 2002), les températures élevées
(Redman et al, 2002) et la salinité (Rodriguez et Redman, 2008).
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4.1. Production de sidérophores

Les sidéerophores sont des molécules produites par les microorganismes ayant des capacités de
fixation du fer. Ces molécules peuvent stimuler d’une fagon directe la croissance des plantes,
par I’augmentation de la disponibilité du fer soluble autour des racines ou indirectement par
I’inhibition de la croissance des pathogénes quant au phénomene de compétition pour le fer
(Marek-Kozaczuk et al., 1996).

La plupart des especes de champignons endophytes du genre Aspergillus sont connues pour
leur production de plusieurs types de sidérophores.

De nombreuses études ont permis de caractériser les sidérophores et d’élucider leur
implication dans les les interactions plantes-endophytes (Machuca et Milagres, 2003).

4.2. Production de phytohormones

La promotion de la croissance végétale par les champignons endophytes est partiellement due
a leur production de phytohormones telles que les auxines (AlA), les cytokinines, les
gibbérellines et d’autres substances de croissance.

La sécrétion de gibbérellines par les champignons endophytes a été mise en évidence par de
nombreuses recherches qui montrent ’importance de ces métabolites produits par les
endophytes dans la promotion et le développement des plantes et spécialement lors des
conditions de stress nutritionnels (Wagas et al., 2014).

Des résultats de travaux révelent I’efficacité d’application des cultures de Phoma glomerata
LWL2 et de Penicillium sp. LWL3 dans la promotion de la croissance du concombre en
présence de stress salin a travers la synthése de gibbérellines et d’acide indole acétique
(Wagqas et al., 2012).

Les gibbérellines possedent un réle prépondérant dans la production végétale, la reproduction,
le métabolisme et la réponse a différentes conditions de stress environnemental (Rodriguez et
al., 2012 ;Khan et al., 2013).

Les champignons endophytes ont la capacité de produire des auxines qui sont des hormones
végeétales impliquées dans plusieurs aspects de la croissance et du développement des plantes.
Elles controlent d’importants processus physiologiques comprenant 1’élongation, la division
cellulaire et la différenciation des tissus (Davies, 2004).

La concentration de 1’acide indole acétique (AIA), la principale auxine produite au niveau des
apex, est la clé de la régulation de la croissance et du développement de la plante (Muller,
2003).

La production d’AIA et de ces dérivés a été rapportée chez plusieurs champignons endophytes

(Costacurta et Vanderleyden, 1995 ;Khan et al., 2016). Des espéces appartenant aux genres

4
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Colletotrichum sp. et Penicillium sp. sont réputées pour la production d’AIA (Chague et al.,
2009), ainsi que les espéces des genres Neotyphodium sp.et Balansia sp. (De Battista et al,
1990 ;Yue et al, 2000).

L’ATA microbien peut jouer un role clé dans les différentes interactions plantes-
microorganismes du fait qu’il est utilisé en tant qu’élément indispensable pour la stratégie de
colonisation.

D’autre part, I’ AIA intervient dans 1’induction des mécanismes de défense chez les plantes en
les rendent plus résistantes aux stress oxydatif (Subbarayan et al., 2010).

4.3. Tolérance de métaux lourds

Le champignon endophyte Neotyphodium gansuense améliore la croissance de sa plante hote
Achnatherum inebrians sous une concentration élevée de cadmium par un mécanisme qui
implique des activités enzymatiques anti-oxydantes (Zhang et al., 2010b).

De fagon similaire,le champignon endophyte des racines de Triticum aestivum (variété Sardari
,39) Piriformospora indica réduit la teneur en cadmium dans le sol entourant les racines de sa
plante hote et améliore sa croissance (Shahabivand et al., 2012).

Il en est de méme pour les champignons du genre Neotyphodium capable d’améliorer la
croissance, la production de la biomasse et le potentiel d’accumulation du cadmium dans les
racines de Festuca arundinaceaet Festuca pratensis (Soleimani et al., 2010a,b).

D’autres travaux ont montré que le champignon endophyte Sordariomycetes sp. isolé a partir
de feuilles de Suaeda salsaet introduit dans le riz Oryza sativa, améliore la croissance du riz
sous une concentration modéré de plomb par un mécanisme qui implique 1’amélioration de la
photosynthése et de I'activité anti-oxydante (Li et al., 2012).

Il est a mentionner aussi que le champignon endophyte Exophiala pisciphila H93 favorise la
croissance des racines et des pousses du mais et améliore sa tolérance sous le stress due a la
présence des métaux lourds (plomb, zinc et cadmium) (Li et al., 2011).

4.4. Tolérance de secheresse

La tolérance de la sécheresse des plantes infectées par des champignons endophytes a
étédémontrée dans plusieurs études (Arechavaleta et al, 1992;Lewis et Vaughan,
1997;Malinowski et al, 1998;Lewis, 2004;Malinowski et al, 2005).

Par exemple les deux champignons endophytes du concombre Phoma glomerata LWL2 et
Penicillium sp. LWL3 augmentent la biomasse végétale dans des conditions de stress
hydrique (Wagqas et al.,2012).
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Le méme effet est observée pour les champignons endophytes des graminées qui augmentent
le taux et la durée de croissance des racines contribuant a la protection de leurs plantes hétes
contre la sécheresse (Kuldau et Bacon.,2008).

De méme les champignons endophytes Neotyphodium sp.,Acremonium sp.,Phialophora sp.et
Curvularia sp. Conférent aux graminées une tolérance de la secheresse (Singh et al., 2011).
Dans des conditions de stress hydrique, les champignons endophytes de la famille des
Clavicipitaceae augmentent 1’¢lasticité des parois cellulaires (White et al, 1992), augmentent
le taux de croissance des racines et des poils absorbants et diminuent le diamétre des racines
(Malinowski et al.,1997).

4.5. Tolérance de la salinité

La salinisation des sols est une menace étendue de la productivité des cultures (Singh et
al.,2011).

Environ 7% de la surface du globe terrestre est couverte par de sols salins (Ruiz Lozano et al,
1996), et 5% des terres cultivées ont un exces en teneur des sels (Munn et al, 1999).

Le champignon endophyte de l'orge Piriformospora indica elimine les effets du stress salin
chez sa plante hote par I’augmentation de I'activité métabolique dans les feuilles, I’induction
de changements dans la composition des acides gras dans les feuilles, la régulation positive de
I'activité des enzymes anti-oxydantes (Baltruschat et al., 2008)

L’augmentation de la biomasse (Waller et al., 2005) et I’induction de la biosynthése de
I'éthylene dans les racines d'orge (Cao et al., 2006).

Le champignon endophyte du concombre Paecilomyces formosus LHL10 améliore la
croissance et la tolérance de sa plante héte de la salinité par I'accumulation de proline et des
antioxydants (Khan et al, 2012).

4.6. La tolérance de la compétition interspécifique

Centaurea stoebe est une plante herbacée envahissante en Amérique du Nord ; la présence des
champignons endophytes du genre Alternaria améliore sa capacité concurrentielle sans
augmenter sa taille et le mécanisme par lequel ces endophytes augmentent la compétitivité de
sa plante hdte est inconnue, mais elle n'est pas liée a la croissance accrue (Aschehoug et
al.,2012).

4.7. Protection contre les insectes ravageurs

Plusieurs endophytes ont des propriétés insecticides (Kaul et al., 2012).

Des études ont mentionné que les métabolites secondaires des champignons endophytes tels

que les alcaloides contribuent a la toxicité des insectes, en particulier la péramine (Ball et
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al.,1995; Rowan et al.,1986), 1’ergovaline (Siegel et al., 1990;Wilkinson et al., 2000;Riedell
etal., 1991).

I est a souligner que les endophytes du genre Neotyphodium contribuent dans la résistance de
leurs plantes hotes contre Agrotis ipsilon par la sécrétion de la N-acetyl norloline et la
peramine et ’ergovaline (Baldauf et al., 2011).

Deux autres champignons endophytes Claviceps purpurea et Claviceps sp.et
Chaetomiumsp.de Achnatherum inebrians en Chine possédent une activité insecticide
significative contre Aphis gossypii (Zhang et al., 2010 a,b).

4.8. Protection contre les nématodes

Le champignon endophyte de la tomate Fusarium oxysporum souche 162 induit la résistance
systématique contre le nématode Meloidogyne incognita (Martinuz et al, 2012) et R.
similisdans la banane par application combinée avec le champignon Paecilomyces lilacinus
souche 251 et la bactérie Bacillus firmus (Mendoza et Sikora, 2009).

N. coenophialum un champignon endophyte de la fétugque élevée provogue un épaississement
des parois cellulaires endodermiques qui réduit la capacité de pénétration des racines par le
nématode Meloidogyne marylandi (Gwinn et Bernard, 1993; Kimmons et al., 1990).
L’inoculation du Fusarium oxysporum et a un moindre degré,des espéces de Trichoderma spp
dans les racines de la tomate et du bananier réduit les populations de nématodes (Sikora et
al.,2008).

4.9. Protection contre les agents phytopathogenes

Plusieurs mécanismes sont utilisés par les endophytes pour la protection de leurs plantes
hotes contre les agents phytopathogenes (Reinhold-Hurek et Hurek 2011). Parmi eux :

4.9.1. L>épaississement de la paroi cellulaire

est due au dép6t de callose et I'accumulation de composes phénoliques sur le site de contact
avec l'agent pathogéne (Benhamou et al., 1998).

Les enzymes sont également impliqués dans la synthese de lignine qui forme une barriére de
protection supplémentaire contre la pénétration par des agents pathogénes (Pankhurst et al.,
1979).

Certains champignons endophytes de 1’orge provoquent un épaississement des parois des
cellules chez leur plante hote et par conséquent limitent la pénétration par l'agent pathogene
Verticillium longisporum (Narisawa et al., 2004).

4.9.2. Exclusion de niche écologique

Etant donné que les populations biologiques d'un écosystéme interagissent les uns avec les

autres,des interactions positives (commensalisme, mutualisme et synergie) peuvent permettre
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a certaines populations de fonctionner comme une communauté au sein de cet habitat (Liarzi
et Ezra, 2014).

Les interactions positives entre les populations autochtones sont généralement plus
développées dans les communautés matures que dans les communautés nouvellement établies
(Liarzi et Ezra, 2014).

Ainsi, le nouveau agent pathogéne sera confrontée a des reactions négatives de la part des
populations autochtones (Sturz et al., 2000).

Les champignons endophytes protégent leurs plantes hotes par la colonisation rapide et
I’épuisement des substrats disponibles et limitées de sorte gu'aucune source nutritive ne soit
disponible pour les agents pathogenes (Pal et Gardener, 2006).

Dans les tissus de la plante héte la diversité des champignons endophytes est principalement
limitée par la concurrence entre eux pour I’alimentation ou le microhabitat, ce qui limite
I'invasion des tissus par d'autres micro-organismes endophytes ou des agents pathogenes
(Albrectsen et Witzell,2012).

4.9.3. Production des composants antimicrobiens

Ces champignons produisent une variété de composés antimicrobiens provoquant une
anomalie de croissance des hyphes de l'agent pathogéne (Ting, 2014).
Les composants antimicrobiens sont des substances de faible poids moléculaire, actifs a de
faibles concentrations contre dautres micro-organismes (Guo et al., 2000).
Par exemple Trichoderma virens souche 223 produit un chitinase contre le pathogéne
Ceratocystis paradoxa sur la canne a sucre (Romédo-Dumaresq et al., 2012).1I en est de méme
pour le champignon endophyte Phoma sp. isolé a partir de différentes plantes médicinales qui
a été signalé comme une source prometteuse de composés antimicrobiens (Kaul et al., 2012).
Parmi ces composés antimicrobiens produits par Phoma sp.isolé a partir Arisaema erubescens
le 3,6,7- trihydroxy-a-tétralone ,cercosporamide, b-sitostérol,le trichodermine (Wang et al.,
2012).

Ces composés isolés ont démontré une activité antifongique contre Fusarium
oxysporum,Rhizoctonia solani,Colletotrichum gloeosporioides et Magnaporthe oryzae et
antibactérienne contre les bactéries pathogenes Xanthomonas campestris et Xanthomonas
oryzae (Wang et al., 2012).

Les sesquiterpenes, diterpénes et triterpénoides sont les principaux terpénoides produites par
les champignons endophytes et qui possédent une activité antimicrobienne (Kaul et al.,
2012).
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Le champignon endophyte Phomopis cassiae isolé a partir de Cassia spectabilis produit
cing sesquiterpénes de cadinane,le 3,9,12-trihydroxycalamenenes; 3,12-
dihydroxycalamenene;3,12-dihydroxycadalene et 3,11,12-trihydroxycadalene.
ce dernier est le compose le plus actif contre les champignons phytopathogenes (Silva et al.,
2010).

Le champignon Xylaria sp. isolé a partir de Piper aduncum également produit deux
sesquiterpenes de presilphiperfolane ayant une activité antifongique (Silva et al., 2010).
Le champignon endophyte Chaetomium globosum isolé a partir G.biloba produit les
chaetomugiline D, chaetomugiline A et chaetoglobosine C (Qin et al., 2009).

Ces composés sont des dérivés de 1’azaphilone chlorée et ont une activité significative contre
Artemia salina et Mucor miehei (Qin et al., 2009).

F. solani isolé a partir de Taxus baccata produit le 1-tétradécéne et le 8 octadecanone,
,8 pentadécanone, octylcyclohexane et le 10 nonadecanone avec une activité antibactérienne
et antifongique (Tayung et al., 2011).

Li et al. (2012) ont rapporté deux alcaloides qui possedent une activité antifongique le 12b-
hydroxy-13a-methoxyverruculogene TR-2 et le 3- hydroxyfumiquinazoline A produites par le
chahmpignon endophyte du Melia azedarach A. fumigatus LN-4.

Deux meétabolites 1’asperfumoide et ’asperfumine isolés a partir d’Aspergillus fumigatus
CY018 un champignon endophyte du Cynodon dactylon inhibent le développement de
Candida albicans (Liu et al., 2004).

Acremonium zeae un endophyte de mais a montré une activité antifongique significative
contre Aspergillus flavus, Fusarium verticollioides et une activité antibactérienne contre la
plupart des bactéries Gram-positives (Wicklow et al., 2005).

Cette activité est due a la production par ce champignon des métabolites antibiotiques qui
sont les pyrrocidines A (C31H37NO4) et B (C31H39NO4) (Wicklow et al., 2005).
Le naphtaquinone antibactérien Javanicine (C15H1406) présentant une activité contre
Pseudomonas sp. a été isolé a partir de Chloridium sp. un endophyte d’Azadirachta indica
(Kharwar et al., 2008).

Le cryptocandin (C15H82N8017) est un composant produit par le champignon endophyte
Cryptosporiopsis cf. quercina a effet antifongique contre C.albicans,Trichophyton
rubrum,Sclerotinia sclerotiorum , Botrytis cinerea (Strobel et al., 1999).

4.9.4. Hyper parasitisme et prédation

L’hyperparasitisme est une stratégie écologique utilisé par les endophytes pour protéger leurs

plantes hotes pendant laquelle l'agent pathogene est directement attaqué et détruit par un
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endophyte particulier (Tripathi et al., 2008).1l a été observé que les champignons endophytes
parasitent les hyphes des champignons phytopathogenes en pénétrant ces derniers et en
sécrétant la lyase pour décomposer leurs parois cellulaires (Grosch et al., 2006).

Par exemple, Trichoderma sp.est capable de parasiter les hyphes de Rhizoctonia solani
(Grosch et al., 2006). La prédation microbienne est une maniére plus générale de
suppression des agents phytopathogenes ou certains endophytes montrent un comportement
de prédation dans des conditions nutritives limitées (Benhamou et Chet, 1997).

Par exemple, Trichoderma sp. produit une série d'enzymes capables
d’attaquer directement contre les parois cellulaires de champignons phytopathogenes
(Benhamou et Chet, 1997).
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1. Description

Aspergillus niger est un champignon cosmopolite,isolé de tous les continents et n'est pas tres
sélectif par rapport aux conditions environnementales. Il se développe dans des températures
entre 6 et 47 °C, un pH entre 1,5 et 9,8 et une activité¢ hydrique de > 0,77 (Pitt et Hocking
2009).

Il se trouve dans le sol et sur les végétaux en décomposition et dans les environnements
artificiels (Flannigan et al, 2011).

Il est aussi utilise comme source pour la production d'enzymes comme les pectinases, Les
protéases et les amylo glucosidases (Schuster et al, 2002).

Ce champignon pousse rapidement (2 - 3 jours), la température optimale de croissance varie
généralement entre 25 et 30°C, mais A.niger peut se développer jusqu'a 42°C.

Les colonies d'A.niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunatres et a maturité elles
deviennent noires, le revers des colonies est incolore ou jaune pale montrant parfois des zones

concentrées (Guillaume, 2006) ( Figure . 10)

Figure 1. Colonie d’Aspergillus niger sur PDA (Originale,2019).

Selon Pasqualotto (2010) Les tétes conidiennes ( Figure.11), bisériées et radiées, sont
disposées en plusieurs colonnes brunatres a noires,Les conidiophores sont longs atteignant 1.5
- 3 mm, lisses a stipes non cloisonnés, hyalins ou brunatres dans leur moitié supérieure,
formés d'une cellule courte appelée cellule podale avec un hyphe fertile.

Les vésicules (50 - 70 um) sont globuleuses avec des tétes aspergillaires hémisphériques
volumineuses, a panache radié.

Les phialides (7-3 x 3-3.5 um) sont portées par des metules brunatres, de dimensions

variables (10-15 um). Les conidies sont habituellement globuleuses, parfois légerement
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aplaties de couleur brunatre et qui mesurent 3.5 a 4.5 um ; parfois Iégérement aplaties de

couleur brunétre et qui mesurent 3.5 a 4.5 um ; parfois jusqu'a 6 um de diametre.

Figure 2. Téte conidienne d’Aspergillus niger (Originale,2021).

2. Classification

D'apres Bocquet (1993) Aspergillus niger est classé comme suit

Regne : Mycétes

Embranchement Amastigomycota

Sous-embranchement : Deutéromycotina

Classe : Deutéromycetes

Ordre :Moniliales

Famille :Mniliaceae (mucedinaceae)

Genre : Aspergillus

Espéece :Aspergillus niger

3. Ecologie

A.niger est cosmopolite et d'occurrence tres commune. Il peut se développer sur les matieres
organiques en conditions aérobies et d’autres substrats tels que le sol, dans le compost et sur
la matiere végétale en décomposition (Schuster et al., 2002).

De méme, elle peut se trouver sur les sols glacés et dans les environnements marins, mais elle

préfere habituellement les sols secs et chauds (Schuster et al, 2002; Samson et al., 2004).
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Ces capacités est I'abondante production de conidies qui sont distribués par l'intermédiaire de
I’air, garantissent l'occurrence omniprésente de l'espéce avec une fréquence plus élevée aux
lieux chauds et humides (Schuster et al, 2002).

4. Besoins nutritionnels

Aspergillus niger peuvent métaboliser plusieurs composés carbonés, tel que, glucose,
fructose, mannose, saccharose et maltose,les sucres réducteurs (fructose et glucose) sont
inclus dans le cycle de la glycolyse par contre, le saccharose et le maltose doivent étre
hydrolysés en sucre simple. les substances carbonées sont soit assimilées ou fermentées
(Pazouki et al, 2000).

Les sources d’azote utilisées par ce champignon en fermentation sont le sulfate d’ammonium,
le nitrate de sodium, le nitrate de potassium et 1’urée ,Ainsi, une teneur élevée en azote a pour
effet, une augmentation de la croissance cellulaire et de la consommation des sucres (Mattey,
1992).

Les sels minéraux sont des éléments indispensables pour la croissance et la multiplication des
aspergillus et leurs déficiences ou leurs excés ont des répercussions négatives sur la
fermentation. A cet effet, une forte teneur en phosphore conduit a une élévation de la

croissance cellulaire (Kubicek et Rohr, 1997).
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Matériel et méthodes
1. Matériel biologique
1.1. Matériel végétal
Des feuilles du ciron Citrus limon sont collectées avec un scalpel a partir 5 plantes saines dans
la wilaya de B.B.A en février 2021.
2. Méthodes
2.1. Isolement et purification des champignons endophytes de Citrus limon
L'isolement des champignons endophytes a été effectué apres 48 heures suivant le
prélévement de 1’échantillon en utilisant le protocole décrit par( Li et al). 2015
Les échantillons sont :
e Lavées soigneusement sous 1’eau courante pour éliminer les particules du sol (Figure
3)
e Coupées en segments de 5X5 mm pour les feuilles avec une lame de rasoir stérilisée a

la flamme (Figure.4)

e Les champignons émergeants ou sortant des extrémités des segments (tissu végétal)
sont isolés immédiatement et repiqués dans un nouveau milieu PDA sans antibiotiques

pour obtenir des cultures pures apres incubation a 25°C pendant 3 & 6 jours (Figure.8).
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e Subissent une stérilisation superficielle pour I’élimination des hyphes et des spores des
champignons épiphytes ;cette étape est réalisée par I’immersion dans 1'éthanol a 75%
pendant 1 min puis rincés 2 fois dans de l'eau distillée stérile pendant quelques

minutes pour éliminer le produit stérilisant en excés (Figure.5)

e Les segments sont ensuite séchées sur un papier filtre stérile dans des conditions
aseptiques puis transférés uniformément et d’une maniére aseptique dans des boites de

pétri contenant un milieu PDA(Figure.6)

e Ces hoites sont scellées en utilisant un para film puis incubées a température ambiante
(25-30 C°) pendant 21 jours pour assurer la croissance des champignons endophytes
(Figure.7).
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2.2. Calcul de la fréquence de colonisation
La fréquence de colonisation (FC): La fréquence de colonisation ou d'infection, exprimée
en % est calculée en se basant sur la méthode de Fisher et Petrini (1987),

donnée comme suit:
FC % = (Nc/ Nt) x 100

Sachant que:

Nc: le nombre de segments colonisés par une espece ou un groupe fongique.
16
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Nt: le nombre total des segments.
2.3. ldentification morphologique des champignons endophytes de Citrus Limon
Les observations microscopiques sont effectuées aux grossissements x10, x40 a [I’aide
d’un microscope optique.
L’identification de souches fongiques a été basée sur la morphologie ou caractéres
phénotypiques (couleur, aspect) et la vitesse ou taux de croissance de la colonie, les
caractéristiques des spores et les structures de reproduction si ces fonctions étaient
perceptibles
2.4. L’activité antifongique des colonies endophytes par la technique de double culture
L’activité antifongique a été évalué par la technique de double culture (Skidmore et
Dickinson, 1976). un disque de gélose (6X6 mm) associé au mycélium des champignons
endophytes agees de 4 jours de chaque isolat
Un autre disque de gélose de la méme taille de A.niger a également été placé a la périphérie
mais a I'extrémité opposée de la méme boite de Pétri.
Tous les appariements ont été effectués en quatre exemplaires et incubés a 28 ° C.
L'activité antagoniste a été testée du premier au septiéme jour apres incubation en mesurant le
diametre de la colonie endophyte en direction de la colonie antagoniste et le rayon
d'endophyte dans la boite de contréle. Les deux lectures ont été transformées en pourcentage
d'inhibition de croissance radiale (PICG) en utilisant la formule suivante :

P.1.C.C (%)=((Dt-De)/Dt )X100

P.I. C. C. (%) = pourcentage d'inhibition de la croissance des colonies.
Dt = diameétre de la colonie endophyte dans la boite témoin.
De = diametre de la colonie endophyte en contact avec la colonie antagoniste

L'activité antifongique a été évaluée en fonction du pourcentage d'inhibition de la croissance
radiale: 30 a 40%: faible activité; 50 a 60%: activité modérée; 60 a 70%: bonne activité;>
70%: excellente activité.

2.5. Fermentation submergée et production des extraits fongiques

Cette étape a comme objectif la production des extraits fongiques des champignons
endophytes associés aux feuilles de C.limon et effectuée en utilisant le protocole décrit par
Dolatabad et al.2017.

Des disques d’agar associés avec les mycéliums des champignons endophytes ont été placés
dans des flacons de 250 ml contenant 50 ml du milieu PDB et fermés hermétiquement pour

éviter toute contamination .
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Les cultures ont été incubées pendant 21 jours a 25 + 2 ° C avec agitation pendant une heure

(1 h) a I’aide d’un agitateur va et vient afin d'homogénéiser le milieu et la biomasse fongique.
Apreés 21 jours de croissance et une fois atteignant une biomasse importante, les mycéliums

ont été séparés du milieu par filtration a travers du papier filtre Whatman n ° 1(Figure.9).

o4

Figure 9. Filtration a travers du papier filtre Whatman n ° 1 (Originale, 2021)
Le filtrat est mélangé pendant 15 minutes avec un volume égal de chloroform et laissé reposer
pendant 10 minutes pour étre séparé en deux couches organique et aqueuse non miscibles
Ensuite | e chloroform a été évaporé en utilisant un évaporateur rotatif (figure .10)

Figure 10. Concentration sous vide a 50 °C au Rotavap (Originale, 2021)

Les extraits sont dissous dans 1 ml de I’cau distillée et conservé a 4 ° C pour une utilisation

ultérieure.
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2.6.Analyse chimique des extraits fongiques

Cette étape est réalisée pour connaitre la nature chimique des extraits fongiques ainsi que les
métabolites secondaires responsables de 1’activité antifongique.

La détection de principales classes de métabolites secondaires a été realisée en utilisant les
techniques décrites précédemment par Harborne ,1998.

Les extraits fongiques ont été dissous individuellement dans de I'acide chlorhydrique HCL
dilué, filtrés puis traités avec le réactif de Mayer (iodure mercurique de potassium) HGI4K,, la
formation d'un précipité de couleur jaune a indiqué la présence d’alcaloides.

Pour la détection des flavonoides, les extraits fongiques ont été traités avec quelques gouttes
de solution d'hydroxyde de sodium NAOH, la formation d'une couleur jaune intense, devenue
incolore lors de l'ajout d'acide dilué HCL, indique la présence de flavonoides.

Pour la détection des phénols, les extraits fongiques ont été dissous dans 5 ml d'eau distillée et
quelques gouttes d'une solution de chlorure ferrique Fecls a 5% ont été ajoutées, une couleur
verte foncée obtenue indique la présence de composés phénoliques.

Pour les saponines, I'extrait fongique est vigoureusement agité avec de l'eau distillée puis
laissé au repos pendant 10 minutes, la formation d'une émulsion assez stable indique la
présence de saponines.

Pour la détection des terpénoides, I'extrait fongique brut a été traité avec le chloroforme et
d’acide sulfurique, la formation d’une couleur marron-rouge indique la présence des
terpénoides.

Pour la détection de tanins, I'extrait fongique brut a été traité avec un réactif alcoolique Fecls,
et une couleur noire bleuatre qui a disparu lors de I'ajout d'un peu de H,SO, dilué suivie de la
formation d'un précipité brun jaunatre a indiqué la présence de tanins.

2.7. Analyse des données

Pour cette étude I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman et Keuls sont
effectués pour comparer et classer tous les les moyennes d’inhibitions enregistrés en groupes
homogeénes.

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées par ’utilisation du module XLSTAT 2009 de
Microsoft Office.
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Résultats et Discussion

Résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Composition et fréquence de colonisation des isolats fongiques endophytes du Citrus
limon

On a pu isoler taxons différents de champignons endophytes a partir des feuilles du citron
(Figure .11), le genre le plus dominant est Aspergillus sp 1 avec une fréquence de
colonisation totale de 33,33% suivie par Aspergillus sp 2 avec 33,33%, Colletotrichum sp

avec 25%, Nigrospora sp avec 16,66% et Penicillium sp avec 8,33% (Figure.12)

!
Figure 11. Composition genérale de la mycoflore endophyte détectée chez Citrus limon A.
colonie d’Aspergillus sp 1 ,B.Aspergillus sp 1 photo microscopique,C. colonie d’Aspergillus
sp 2, D.Aspergillus sp 2 photo microscopique,E. colonie de Colletotrichum sp
,F.Colletotrichum sp photo microscopique,G. colonie de Nigrospora sp , H. Nigrospora sp
photo microscopique,l. colonie de Penicillium sp J. .Penicillium sp photo microscopique
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mAspergillus sp1

m Aspergillus sp2

» Colletotrichum sp
u Nigrospora sp

B Penicillium sp

Figure 12. Fréquence de colonisation des champignons endophytes du Citrus limon

1.2. Activité antifongique des champignons endophytes du citron .

Parmi les champignons endophytes isolés seulement Aspergillus spl es t doté d’une activité
antifongique, avec un taux d’inhibition maximale de 62,5% d’Aspergillus niger, pour
I'Analyse de la variance (Anova) et le test Tukey (avec un intervalle de confiance a 95%).
Les lettres majuscules A, B, C, D,E,F,G indiquent une différence significative entre les

valeurs d'activité antifongique a des jours différents (Figure .13,14)
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Figure 13. Activité antifongique du champignon endophyte Aspergillus spl
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Aspergillus sp (endophyte)

Aspergillus niger (phytopathogene) é

Figure 14.Résultat de la culture double endophyte vs phytopathogene
1.3. Analyse chimique des extraits fongiques

Tableau 1. Métabolites secondaires des extraits fongiques.

Champignon polyphenols | Alcaloides | Terpenoides | Saponines Tanins
endophyte
Aspergillus spl + + - - -
Aspergillus sp 2 - + - - -
Colletotrichum - + - - -
sp
Nigrospora sp - - - - -
Penicillium sp - - - - -

+ : Présence
- - Absence
Les résultats du test pyhtochimique (Tableau.1) montrent pour 1’extrait d’Aspergillus spla

présence de poly phénols et les alcaloides.
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Pour I’extrait d” Aspergillus spl et Colletotrichum sp la présence d’ alcaloides

Pour les champignons Nigrospora sp et Penicillium sp 1’absence de tous les types de
métabolites secondaires.

2. Discussion

Les champignons endophytes protegent les plantes par un processus d’hyper parasitisme par
I’emploi des enzymes hydrolytiques et par la production des métabolites secondaires
antifongiques(Gunatilaka, 2006 ;Ting, 2014).

L’hyperparasitisme est une stratégie écologique utilisée par les endophytes pour protéger leurs
plantes hotes pendant laquelle l'agent pathogéne est directement attaqué et détruit par un
champignon endophyte particulier (Tripathi et al., 2008).

La plupart des champignons phytopathogenes ont une paroi cellulaire avec de la chitine
comme squelette structurel disposé en couches regulierement ordonnées et des b-1,3-glucanes
comme matériau de remplissage disposé de maniére amorphe (Chemin et chet, 2002).

Les enzymes extracellulaires sont synthétisées a l'intérieur de la cellule puis sécrétées a
I'extérieur de la cellule, ou leur fonction est de décomposer les macromolécules complexes en
unités plus petites pour étre absorbées par les organismes comme seule source de carbone,
d'énergie et de nutriments (Yadav et al., 2015).

Les champignons endophytes parasitent les hyphes des champignons phytopathogenes en
pénétrant les parois cellulaires des derniers par I’action des enzymes comme les chitinases et
les b-1,3-glucanases et extraire ensuite des nutriments pour leur propre croissance (Limon et
al., 1999).

Actuellement la recherche de nouvelles substances naturelles a bonne activité biologique
contre les maladies fongiques deviennent une des plus grandes préoccupations scientifiques.
Les champignons endophytes produisent une variété de composés antimicrobiens ou
métabolites secondaires de faible poids moléculaire, actifs a de faibles concentrations
provoquant une anomalie de croissance des hyphes de l'agent pathogene (Guo et al.,
2000 ;Ting, 2014).

Parmi ces métabolites les composés phénoliques (Rigane et al., 2016) ,agissant en privant les
champignons des éléments nutritifs du milieu de culture soit en établissant des ponts
hydrogénes avec les protéines (les adhésines) des parois cellulaires ou les protéines de
transport de la membrane cytoplasmique ou avec les enzymes (protéases, carbohydrolases)
(Scalbert 1991 ; Cowan 1999).

En comparaison avec des études portant sur I’activité antifongique des meétabolites

secondaires produites par les champignons endophytes.
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Résultats et Discussion

La trichodermine a été isolée a partir de le champignon endophyte Trichoderma
brevicompactum souche 0248 obtenue d'Allium sativum a montré une puissante activité
inhibitrice contre Rhizoctonia solani, avec une CE50 de 0,25 ug / mL et contre B. cinerea,
avec une CE50 de 2,02 pg / mL (Shentu et al ., 2014).

La trichothécine secrétée par le champignon endophyte Trichothecium sp isolé des feuilles de
Phyllanthus sp, présente une activité antifongique variable contre Fusarium oxysporum,
Penicillium expansum, Trichoderma viride, Paecilomyces varioti et Aspergillus niger avec
une concentration minimale inhibitrice de 10, 30, 40, 20 et 12 pg / mL, respectivement
(Taware et al., 2015).

Le phomenone produit par le champignon endophyte Xylaria sp.isolé a partir Piper aduncum
et 3,12-dihydroxycadaléne produit par Phomopsis cassiae isolé a partir Cassia spectabilis
possédent une bonne activité antifongique contre Cladosporium cladosporioides C.
sphaerospermum (Silva et al., 2006,Silva et al., 2010).

Les composés stéroides 3b, 5 o -dihydroxy-6 B -acétoxy-ergosta-7,22-diéne , 3 B, 5 a -
dihydroxy-6 B -phénylacétyloxy-ergosta-7,22-diene, 3 B -hydroxy-ergosta-5-éne , 3-0xo-
ergosta-4,6,8 , 22-tétraéne isolés du filtrat du champignon endophyte Colletotrichum sp
isolés a partir des tiges d'Artemisia annua sont dotés d’une activité antifongique contre
Phytophthora  capisici, Gaeumannomyces graminis, Rhizoctonia  cerealis et
Helminthosporium sativum (Lu et al., 2000).

Le champignon endophyte Rhizopycnis vagum Nitaf 22 isolé a partir de la racine de Nicotiana
tabacum est la source de Rhizopycnine D et TMC-264 qui ont montré une forte inhibition de
la germination des spores de Magnaporthe oryzae avec des valeurs IC50 de 9,9 et 12,0 pg /
mL, respectivement (Lai et al., 2016).

La chaétoglobosine A et D ont été isolées Chaetomium globosum CDW?7, un endophyte de
Ginkgo biloba a montré une bonne activité antifongique contre Sclerotinia sclerotiorum avec
des valeurs IC50 de 0,35 et 0,62 pg / mL respectivement (Zhao et al., 2017).

Le bipolamide B isolé de Bipolaris sp. MU34,un champignon endophyte associé aux feuilles
de Gynura hispida Thwaites a montré une activité antifongiqgue moyenne avec des valeurs
MIC de 16, 32, 32, 64 et 64 ug / mL, contre Cladosporium cladosporioides, C. cucumerinum,
Aspergillus niger et Rhizopus oryzae respectivement (Siriwach et al., 2014).

La koningiopisine C produite du champignon endophyte Trichoderma koningiopsis YIM
PH30002 isolé a partir Panax notoginseng a montré une activité antifongique contre F.
oxysporum, A. panax, F. solani et P. cucumerina avec des CMI a 32, 64, 32 et 16 pg / mL,

respectivement (Liu et al., 2016).
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Résultats et Discussion

Le champignon endophyte Cytospora sp produit le seiricardine D antifongique contre
Magnaporthe oryzae avec une CIM de 839 uM (Deng et al., 2018).

Le champignon endophyte Trichothecium crotocinigenum est la source de trichothecrotocines
A ,B ,C a capacité antifongique contre A. solani et F. oxysporum avec une CI50 entre 8 a
32 ug/mL (Yang et al. 2018a).

Les emericelactones A-D produites par le champignon Emericella sp. XL029 isolées des
feuilles de Panax otoginseng ont montré une activité antifongique contre les champignons
phytopathogenes Verticillium dahliae , R. solani, Gibberella saubinetii (Pang et al., 2018).

Le champignon endophyte Aspergillus tubingensis isolé & partir Decaisnea insignis produit
I’acide propanoique antifongique contre F. graminearum a une CIM de 16 pg/mL (Yang et
al., 2018b).
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Conclusion

Conclusion

La présente étude a pour objet I’étude de I’activité antifongique des champignons endophytes
isolés a partir le citron Citrus limon contre A.niger

On a pu isoler 5 taxons différents de champignons endophytes a partir des feuilles du citron
le genre le plus dominant est Aspergillus sp 1 avec une fréquence de colonisation totale de
33,33% suivie par Aspergillus sp 2 avec 33,33%, Colletotrichum sp avec 25%, Nigrospora
sp avec 16,66% et Penicillium sp avec 8,33%.

Parmi les champignons endophytes isolés seulement Aspergillus spl est doté d’une activité
antifongique, avec un taux d’inhibition maximale de 62,5% d’Aspergillus niger.

Les résultats du test pyhtochimique montrent pour 1’extrait d’Aspergillus spla présence de
poly phénols et les alcaloides,pour I’extrait d’ Aspergillus spl et Colletotrichum sp la
présence d’ alcaloides,pour les champignons Nigrospora sp et Penicillium sp 1’absence de
tous les types de métabolites secondaires.

Il est recommandé dans les futures études de réaliser des travaux plus approfondis qui auront
pour objectifs:

e Réaliser davantage des études sur la mycoflore endophyte du citron et
également diversifier les parties du végétal a investiguer (racines, fruits,fleurs) ;

e Cibler dautres champignons phytopathogenes afin d'évaluer le spectre d'action des
filtrats ;

e Enfin,il serait plus fiable et plus productif de caractériser la nature chimique des
substances impliquées dans l'activité antifongique ce qui nécessite 1I’implication des
méthodes plus performantes comme la chromatographie en phase gazeuse (CPG), la
chromatographie en phase liquide (HPLC) .
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Résume
La présente étude a pour objet 1’étude de I’activité antifongique des champignons
endophytes isolés a partir le citron Citrus limon contre A.niger
Onanpuisoler 5 taxons différents de champignons endophytes a partir des feuilles
du citron le genre le plus dominant est Aspergillus sp 1 avec une fréquence de
colonisation totale de  33,33% suivie par Aspergillus sp 2 avec 33,33%,
Colletotrichum sp avec 25%, Nigrospora sp avec 16,66% et Penicillium sp avec
8,33%.
Parmi les champignons endophytes isolés seulement Aspergillus spl est doté d’une
activité antifongique, avec un taux d’inhibition maximale de 62,5% d’Aspergillus
niger.
Les résultats du test pyhtochimique montrent pour D’extrait d’Aspergillus spla
présence de poly phénols et les alcaloides,pour 1’extrait d” Aspergillus spl et
Colletotrichum sp la présence d’ alcaloides,pour les champignons Nigrospora sp et
Penicillium sp 1’absence de tous les types de métabolites secondaires.
Mots clés : champignons endophytes, activité antifongique, Citrus limon.
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Abstract

The purpose of the present study is to study the antifungal activity of endophytic
fungiisolated from lemon Citrus limon against A.niger
5 different taxa of endophytic fungi were isolated from the leaves of lemon ,the most
dominant genus is Aspergillus sp 1 with a total colonization frequency of 33.33%
followed by Aspergillus sp 2 with 33.33%, Colletotrichum sp with 25%, Nigrospora
sp with 16.66% and Penicillium sp with 8.33%.
Of the isolated endophytic fungi only Aspergillus spl is endowed with antifungal
activity, with a maximum inhibition rate of 62.5% of Aspergillus niger.
The results of the pyhtochemical test show for the extract of Aspergillus spl the
presence of polyphenols and alkaloids, for the extract of Aspergillus spl and
Colletotrichum sp the presence of alkaloids, for the fungi Nigrospora sp and
Penicillium sp the absence of all types of secondary metabolites.

Keywords: Endophytic fungi, antifungal activity, Citrus limon.
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