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I. Introduction 

Les maladies des plantes sont à l’origine de pertes importantes en agriculture, tant 

quantitatives (pertes de rendements à la récolte ou au court du stockage) que 

qualitatives (production de toxines fongiques, d’arômes ou d’odeurs indésirables) 

(Oerke ,2006). 

Parmi ceux ci Penicillium digitatum. qui est considéré comme  l’un  des espèces  

fongiques  les plus dommageables pour l’agriculture actuelle  

Le contrôle 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 

problèmes tels que le phénomène de résistance, la pollution de l'environnement et des 

effets indésirables sur la santé humaine et sur les auxiliaires (Ali et al., 2012). 

Les risques et les problèmes associés à l'utilisation de produits chimiques conduisent à 

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 

l'environnement, plus sûres, faciles à utiliser et ont le potentiel de remplacer les 

pesticides   ou  fongicides de  synthèse (Tapondjou et al., 2005). 

Parmi ces alternatives, les champignons endophytes  qui sont considérés actuellement 

comme un des groupes biologiques les plus prometteurs en matière de protection des 

plantes contre un bon nombre de pathogènes (Vega et al., 2009). 

Dans ce contexte, la présente étude est focalisée dans la bioprospection des capacités 

antifongiques des taxons fongiques endophytes isolés à partir du citron Citrus limon 

vis-à-vis Penicillium digitatum. 

Ce travail est structuré  en 3 parties: 

 La première partie est consacrée à une revue bibliographique mettant l’accent sur : les 

champignons endophytes,  le citronnier 

 La deuxième partie illustre le matériel et les méthodes utilisées.    

 Ainsi qu’une troisième partie démontrant les résultats obtenus en ce qui concerne les 

différentes expériences effectuées. 

Enfin, une conclusion générale qui résume l’ensemble des résultats obtenus. 
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II. Synthèse bibliographique 

II.1.Les champignons endophytes 

II.1.1.Définition  

Les  champignons endophytes sont des microorganismes colonisant les tissus 

végétaux internes sans causer des symptômes apparents sur la plante hôte( Porras 

Alfaro et bayman,2011). 

II.1.2.Caractéristiques générales  

Les champignons endophytes, sont presque présents dans toutes les plantes (Wang et 

Dai, 2011), présentent une grande diversité et sont majoritairement issus du phylum 

Ascomycota  (Arnold,2007). 

Ces microorganismes colonisent l’espace intercellulaireouintracellulaire, au moins 

pour une partie de leur vie sans causer des symptômes d’infection apparents(Kaul et 

al., 2012). 

Deux  modes de transmissionou moyen de colonisation d’un autre individu végétal à 

partir de l’hôte initial sont observés chez les champignons endophytes (Arnold,2007). 

La transmission verticalese caractérise par la colonisation d’un nouvel hôte 

progéniture de l’hôte primaire par la pénétration d’un hyphe de champignon 

endophyte dans une graine, un grain de pollen ou une propagule de la plante hôte 

(Currie et al.,2014). 

La transmission horizontale se caractérise par la colonisation d’un nouvel hôte 

n’ayant la plupart du temps pasde lien avec l’hôte primaire par la dissémination de 

spores par un vecteurde dispersion. Après germination, l’hyphe pénètre et colonise le 

nouvel hôte soit par les stomatessoit par pénétration directe au travers de l’épiderme 

(Clay et al., 2002). 

II.1.3.Classification  

Selon Rodriguez et al.(2009).Les champignons endophytes se subdivisent en 4 

classes : 

Les endophytes de classe 1 sont constitués par des champignons appartenant à la 

famille des Clavicipitaceae(Ascomycota) englobant 37 genreset 4 espèces Balansia, 

Ephelis, Epichloë et Neotyphodium spp. 

Les endophytes de classe 2 sont en majorité constitués d’Ascomycota (uniquement des 

Pezizomycotina), mais ils comprennent également quelques représentants des 

Basidiomycota (Agaricomycotina, Pucciniomycotina). 
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Ils présentent un spectre d’hôte large et peuvent coloniser toutes les parties de la 

plante et croissent de manière extensive dans le milieu intercellulaire principalement. 

La transmission est le plus souvent verticale, mais il y a parfois transmission 

horizontale. 

Les endophytes de classe 3  sont en majorité constitués d’Ascomycota, enparticulier 

les Pezizomycotina, (familles des Sordariomyceta, Dothideomyceta, 

Pezizomyceta,Leotiomyceta et Eurotiomyceta).on trouve également des 

Basidiomycota, plus souvent présents dans les tissus ligneux que dans les tissus 

foliaires.Ils peuvent coloniserles parties aériennes des plantes tropicales d’une plante 

mais de manière très localisée.et leur transmission est strictement horizontale. 

Les endophytes de classe 4 appartiendraient aux Ascomycota du sous embranchement 

des Pezizomycotina en particulier les ordres des Pleosporales, Pezizales et Helotiales 

et présentent un large spectre d’hôte, bien qu’on les retrouve 

souvent associés à des arbustes ou arbres, en particulier les espèces de conifères. Ils 

necolonisent uniquement que les racines de la plante, de manière extensive. Ils sont 

caractériséspar la nature de leurs hyphes septées et de couleur sombre de par la 

présencede mélanine. Ce sont les Dark Septate Endophyte (DSE) . 

II.1.4.L'interaction endophyte-plante hôte 

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

de l'antagonisme au mutualisme (Zabalgogeazcoa,2008). 

Les champignons endophytes englobent des saprophyteslatentes ,des espèces 

mutualistes et des pathogènes latents (Zabalgogeazcoa,2008). 

Parmi les champignons endophytes les pathogènes latents qui sont co-évoluées avec 

leurs hôtes et ne sont donc pas très virulents, ne causent aucun symptôme à leurs 

hôtes, mais si la plante est stressée ou bien la sénescence des feuilles commence,la 

sporulation de ces agents pathogènes commence (Sieber,2007). 

Plusieurs études récentes confirment quecertaines espèces endophytes sont également 

décomposeurs de la litière(Promputtha et al.,2010;Chaverri et Gazis,2011;Purahong et 

Hyde, 2011;Sun et al., 2011;Hirose et al.,2013). 

Il est à signaler que certains des endophyte sont la capacité de continuer à exister en 

tant que saprophytes dans les feuilles mortes (Unterseher et al.,2013). 

L’association mutualistique des champignons endophytes avec leurs plantes hôtes est 

asymptomatique (Ting,2014),agissant contre les prédateurs, les agents pathogènes, les 

herbivores et les insectes nuisibles(Lacava et Azevedo,2014). 
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Ces champignons endophytes augmententla résistance des plantes aux agents 

pathogènes 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 hôtes 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 hôtes(Clay,1988;Wolock-Madej et Clay, 

1991;Knoch et al.,1993; Saikkonen et al.,1998;Faeth et Fagan,2002;Rudgers et 

al.,2004). 

II.1.5.L’importance de champignons endophytes  

En général, les champignons endophytes pourraient jouer un rôle important dans la 

physiologie de la plante en conférant la résistance aux insectes et aux nématodes, la 

tolérance à lasécheresse, la protection contre les agents phytopathogènes (Arnold et 

al., 2007; Brosi et al., 2011). 

L’inoculation du champignon endophyte M. anisopliae à l’intérieur des plantes de 

Brassica napus provoque un pourcentage de mortalité respective de 35,56.7et63.3 

après 2,3,4 semaines des larves phytophages de Plutella xylostella.En comparaison 

avec des larves  qui se nourrissent des plantes non inoculés par ce champignon où le 

pourcentage de mortalité a varié en fonction des mêmes dates d’observation de façon 

respective (15,18.3 et11.7)(Batta,2013). 

Le champignon endophyte  de la tomateFusarium oxysporum souche 162induit la 

résistance systématique contre  le nématodeMeloidogyne incognita(Martinuz et al., 

2012)et R. similisdansla banane parapplication combinéeavec le champignon 

Paecilomyces lilacinussouche251etlabactérie Bacillus firmus(Mendoza et Sikora, 

2009). 

L'inoculation de plantes de Dichanthelium lanuginosum avec le champignon 

endophyte Curvularia sp.leur confère une tolérance de la sècheresse où des plantes 

non inoculés ne peuvent pas survivre (Redman et al., 2002).Des constatations 

similaires sont observées chez Cucumis sativus inoculé par 

PaecilomycesformosusLHL10  où la croissance est améliorée (Khan et al., 2012b). 

Le champignon endophyte Phoma sp.isolé à partir Arisaem aerubescens produise le 

3,6,7-trihydroxy-a-tétralone ,cercosporamide, b-sitostérol,le trichodermine à activité 

antifongique contre Fusarium oxysporum,Rhizoctonia solani,Colletotrichum 
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gloeosporioides et Magnaporthe oryzae et antibactérienne contre les bactéries 

pathogènes Xanthomonas campestris et Xanthomonas oryzae (Wang et al.,2012). 

II.2.Le Citronnier Citrus limon 

II.2.1.Description 

Le citronnier est un arbuste de taille moyenne qui atteindra  entre 3 à  6 m de haut 

(Figure.1)caractérisé également par une croissance rapide, une production de 

nombreuses branches et une fructification abondante, plus importante en hiver (de 60 

à70% de production annuelle de l’arbre) (Dubois, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.Arbuste de citronnier (Originale ,2020). 

Ses feuilles sont persistantes, vert foncé et luisantes,plus pâles sur leur reversont une 

forme en fuseau odorantes, de 6 à 11 cm de long, sont alternes, dentelées et leur 

pétiole est parfois ailé (Figure.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.Feuilles de citronnier (Originale ,2020). 
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Les fleurs sont plutôt de petites tailles, à 5 pétales blancs, légèrement cireuse, elle 

dégage un parfum très agréable (Figure.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.Fleurs de citronnier (Originale ,2020). 

Les fruits sont jaunes, plus ou moins acides en fonction de la variété, de forme ovale, 

avec une peau fine et colorée en jaune à maturité (Figure.4).Les racines sont 

relativement superficielles et supportent mal la concurrence de plantes 

voisines.(Dubois, 2006 ;Blancke, 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.Fleurs de citronnier (Originale ,2020). 
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II.2.2.Taxonomie  

La position taxonomique de citronnier, d'après Swingle (1948) se présente comme 

suit : 

Ordre : Géraniales 

Famille : Rutaceae 

Sous Famille : Aurantioïdea 

Tribu : Citreae 

Sous Tribu : Citrinae 

Genre : Citrus 

Espèce :Citrus limon 

II.2.3.Composition chimique  

Le citron renferme différents types de flavonoïdes antioxydants 

permettent, entre autres, de neutraliser les radicaux libres du corps et, ainsi, prévenir 

l’apparition des maladies cardiovasculaires, de certains cancers et d’autres maladies 

chroniques. Les principaux flavonoïdes contenus dans le citron sont l’ériocitrine 

etl’hespérétine extraits de l’écorce du citron ou de son jus qui pouvaient diminuer 

ouprévenir l’augmentation des dommages reliés au stress oxydatif (Miyake et 

al.,1998). 

Les principaux limonoïdes que renferment les agrumes sont la limonine et la nomiline 

retrouvé principalement dans les pépins mais aussi dans le jus (Miller et al.,2004), 

Les limonoïdes possèdent une certaine capacité antioxydante (Yu et al., 2005).  

Les citroniers sont riches en fibres solubles, principalement en pectine, que 

l’onretrouve dans l’écorce et dans la membrane blanche autour et qui diminue le 

cholestérol sanguin et réduit l’incidencedes maladies cardiovasculaires (Coats, 1991). 

Les protéines présentes dans l’extrait de jus de citron pourrait améliorer laréponse 

immunitaire (Gharagozloo et Ghaderi, 2001)et d’arrêter la prolifération de 

cellulescancéreuses in vitro (Gharagozloo et al.,2002). 

Le citronnier comporte également les lipides, glucides,le Calcium,le Phosphore,le 

Fer,le  Sodium,le Potassium ,La vitamine A et l’acide ascorbique(Morton, 1987). 

II.2.4. Principaux maladies et ravageurs 

II.2.4.1.Maladies 

Les agrumes sont exposés à une large gamme de maladies cryptogamiques, 

bactériennes et virales qui peuvent affecter les feuilles, les racines, les fruits, et le 

xylème. 
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II.2.4.1.1 Maladies bacteriennes 

II.2.4.1.1.1. Le stubborne :(Spiroplasma citri) 

C’est la maladie la plus répandue et la plus grave, surtout lorsqu’elle est associée à 

une autre virose principalement la psorose et transmise soit en pépinière par greffage 

ou bien dans le verger à partir des arbres malades à des arbres sains par les cicadelles. 

Selon Fajinmi et al. (2011), ce mycoplasme présente les symptômes et dégâts 

suivantes : 

- Aspect de feuilles de saule. 

- Rameaux courts et coudés. 

- Le limbe a tendance à s’enrouler de chaque côté de la cervure médiane. 

- Les feuilles deviennent chlorotiques et tombent. 

- Les fruits affectés sont généralement glandiformes avec variation dans l’épaisseur de 

la peau. 

- En cas d‘attaque grave, la pulpe est atteinte et devient aigre-amère avec une odeur 

désagréable. 

II.2.4.1.1.2.Le chancre bactérien des agrumes :(Xanthomonas coprestris PV .Citri) 

Le chancre des agrumes est une maladie bactérienne provoquée par la bactérie par 

Xanthomonas compretris. pv. citri. Cette maladie infecte toutes les parties aériennes 

de la plante. 

Elle provoque des symptômes qui se traduisent par : 

- Des petites taches translucides et lésions des feuilles, tiges, et fruit des arbres. 

- Développement de pustules brun et liégeuses sur la tige des plantules. 

-Eruptions verticalement et horizontalement, formant plaquettes rectangulaires 

(Gottwald et al.,2002). 

II.2.4.1.1.3. Bactériose. 

Causée par Pseudomonas syringae qui peut provoquer de sévère dommage en année 

humide etfroide (Loussert, 1989). 

Elle se manifeste par présence de taches brun rouge sur les rameaux accompagnée 

d’un exsudat bactérien, ces taches peuvent apparaitre également après la cueillette ce 

qui fait perdre beaucoup de la valeur et la qualité du fruit (Colombo, 2004). 
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II.2.4.1.2. Maladies cryptogamiques 

II.2.4.1.2.1.Le Mal secco : (Deuterophoma tracheiphila) 

Appelé aussi le dessèchement infectieux. C’est une maladie cryptogamique causée par 

Deuterophoma tracheiphila (ACTA, 1990). Elle est dû à un excès de sel dans le sol et 

se développe dans les tissus conducteurs et entrave la circulation de la sève (Jamoussi, 

1955). 

Les premiers symptômes se manifestent par une légére chlorose qui ne frappe pas, en 

général toute la plante, mais se cotonne dans certains secteurs de l’arbre et une 

coloration des rameaux malade avecle jaune châtain et le bois de l’arbre avec le jaune 

marron (Passinetti, 1952). 

II.2.4.1.2.2.La fumagine 

Solon Loussert (1989), cette maladie est due à l’installation de Capnodium citri qui se 

développesur le miellat déposé sur les feuilles et les rameaux après une forte attaque 

des insectes homoptères comme, les cochenilles, les pucerons et les aleurodes. Les 

champignons forment une couche noirâtre et opaque sur les feuilles et les fruits ce qui 

diminue fortement l’activité photosynthétique. Si l’infection sur les feuilles se 

succèdent plusieurs années, la vigueur de l’arbre diminue. 

II.2.4.1.2.3.La gommose 

Appelée encore maladie du collet, la gommose est provoquée par un champignon qui 

appartient au groupe Péronosporales, du genre Phytophthora (Jamoussi, 1955). Son 

développement est favorisé par les sols mal drainés et l’humidité excessive (Polese, 

2008). 

Selon Ricci et al. (1990) ; Ippolito et al.(2004), ce champignon provoque : 

- Des boursouflures et des plaques transparentes jaune clair d’épaisseur variable au 

niveau de l’écorce. 

- Des exsudations de gomme au niveau du tronc et des branches et entraine un 

jaunissement et flétrissement des feuilles sur les nervures. 

- Affaiblissement des racines. 

- Décoloration marron clair des fruits avec mycélium blanc sur la surface. 

II.2.4.1.2.4. Pourriture verte 

Causée par Penicillium digitatum. Elle est facilement détectable en raison de sa 

couleurcaractéristique verte/ gris. Au début de l’attaque, l’écorce du fruit s’éclaircit et 

devient molle. Ensuite un duvet blanc se forme, puis s’étend de jour en jour et des 

spores vertes apparaissent dessus. A la fin,tout le mycélium est recouvert de spores 
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vertes d’où le nom de pourriture verte elle est responsable despertes économiquement 

significatives et dans le monde (Bancroft et al., 1984 ; Eckert et  Eaks, 1989). 

II.2.4.1.2.5. Pourriture molle des racines 

Cette pourriture est due à Armillaria mellea, qui s’installe de préférence sur les arbres 

affaiblis. Lamaladie apparait généralement dans des foyers localisés et s’étend, de 

plus en plus, dans les plantations (Jamoussi, 1955). 

Selon Guillaumin et Legrand (2005), ce champignon présente des symptômes après 

son installation qui sont : 

- Un jaunissement et flétrissement des feuilles. 

- Dépérissement progressif de l’arbre 

- Une formation des rhizomorphes violacés sur la surface de la racine qui stimulent de 

petites radicelles;ils sont constitués par des faisceaux de filaments mycéliens dont la 

couche externe durcit et forme une carapace de couleur brun clair avec des écailles 

brunes 

II.2.4.1.2.6. Pourriture noire du Fruit  

Causée par Alternaria citri qui est un pathogène de blessures (grattages d'épiderme, 

plaie de coupedu pédoncule), mais il pénètre surtout dans les fruits par les ouvertures 

naturelles (ombilic, cicatrice stylaire, craquelures de base du pédoncule). Peu visible 

extérieurement, car le champignon s'installe en profondeur et nécrose la pulpe, sauf 

dans le cas d'une attaque sur lésions accidentelles. Elle provoque une pourriture noire 

du fruit, décoloration noire des graines et des taches brunes circulaires qui 

s'agrandissent, fusionnent et provoquent la pourriture des fruits (Isshiki et al., 2001). 

II.2.4.1.2.7. Anthracnose :(Colletotrichum sp) 

C’est une maladie qui ne provoque pas des dommages particulière importants. Elle se 

manifestesur les jeunes rameaux, les feuilles et les fruits. La pluie et l’humidité 

atmosphérique ainsi que les erreursde taille sont des facteurs qui favorisent le 

développement de ce champignon (Colombo, 2004). 

II.2.4.1.3.Maladies causées par les virus 

II.2.4.1.3.1.La Tristeza 

Maladie transmise par greffage et par insectes vecteurs comme le puceron, c’est une 

maladie quiest considérée comme la plus dangereuse des viroses des agrumes parce 

qu’elle est responsable de lamort de plusieurs millions d’arbres dans les pays où elle 

s’est propagée. (Loussert, 1989) 



Synthèse bibliographique 
 

11 
 

Les symptômes se traduisent par des nécroses des vaisseaux du liber, tant dans la 

partie souterraineque dans la partie aérienne (Jamoussi,1955). En effet, le virus 

commence ses attaques sur le cheveluradiculaire (Klotz et Fawceet, 1952), puis la 

nécrose gagne de proche en proche la partie aérienne et àla fin, l’arbre dépérit et 

meurt (Fajinmi et al., 2011). 

II.2.4.1.3.2.Les psoroses : agent causal Citrivir psorosis 

On rassemble sous le nom de la psorose, un groupe des maladies à virus désignés sous 

le nom de Citrivir psorosis dont il existe plusieurs variétés, chacune étant responsable 

d’une forme de Psorose. Elle se transmît surtout par greffage (Jamoussi, 1955). 

Cette maladie présente des symptômes caractéristiques qui se traduit par une 

décoloration dulimbe, des feuilles et des nervures centrales par une couleur vert clair 

ou des taches jaunâtres qui sont visibles au verger et apparait au printemps sur les 

jeunes feuilles (Loussert, 1989). 

II.2.4.1.3.3.L’exocortis 

Maladie à viroïde transmise par greffage et par les outils de taille, elle se manifeste 

uniquement sur les arbres greffés au niveau du porte-greffe sensible. (Loussert, 1989) 

Cependant, cette maladie ne cause pas actuellement de grave dommage, car le 

bigaradier est tolérant à l’exocortis contrairement au citrange qui est affecté par cette 

maladie. Ses symptômes se traduisent par un écaillement plus ou moins prononcé de 

l’écorce du porte-greffe, le greffon n’étant pastouché. (Loussert, 1989). 

II.2.4.2. Les ravageurs 

II.2.4.2.1 Acariens 

Plusieurs espèces d’acariens sont connues comme des parasites d’agrumes. Parmi ces 

ravageurs on trouve : 

II.2.4.2.1.1. L'araignée rouge 

D’après Colombo (2004), Cet acarien tétranychidés favorise ses attaques lorsque le 

temps est particulièrement chaud et humide, il provoque l’apparition des cloques et 

une chute importante des feuilles et des fruits, aussi un ralentissement de la croissance 

à cause de sa soustraction de la sève au niveau de la plante. 

II.2.4.2.1.2. L’acarien des bourgeons (Aceria sheldoni). 

C’est un phytopte qui s’attaque aux bourgeons des agrumes, entre les sépales et les 

jeunes fruits ainsi que dans les autres endroits dissimulés de la plante, il provoque des 

excroissances et des malformations au niveau des feuilles, des fruits et des bourgeons 

(Bayer, 2018). 
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II.2.4.2.2. Nématodes 

Ce sont des verres microscopiques qui vivent dans le sol et qui attaquent les racines 

en causant de graves dommages qui se traduisent par un jaunissement des feuilles. 

Leurs attaques sont localisées au niveau des racines et radicelles des arbres sur 

lesquelles ils provoquent de grave dommages qui se traduisent par des nécroses et 

jaunissement des feuilles (Paraloran, 1971). 

Généralement dans les sols déjà contaminés par les nématodes, l’humidité élevée de 

la terre et sa température sont autant des conditions qui favorisent son infestation. 

(Loussert, 1989) 

II.2.4.2.3 Insectes 

Les insectes se développent sur les organes de l’arbre sont nombreux. Non seulement 

ils causentde graves dégâts, mais ce sont des vecteurs de maladies virales 

etbactériennes. Parmi les plus importantsde la classe des insectes nous citons : 

La mineuse des feuilles (Phyllocnistis citrella) 

C’est un lépidoptère qui appartient à la famille des Gracillaidae et à la sous famille 

desPhyllocitinae (Balachowsky, 1935). 

Cet insecte s’attaque principalement aux jeunes pousses situé à l’extérieur de la 

ramure. La larve pond ses œufs à l’intérieur du limbe en formant des galeries 

argentées qui se nourrit au sucre des feuilles,cela entraine un ralentissement de la 

photosynthèse (Courboulex, 2010). Par la suite, les tissus attaqués se nécrosent ce qui 

entraine dans la plupart des cas la chute des feuilles (Aubert, 1994). 

Les aleurodes sont des homoptères dont leurs larves qui sont d’une taille minuscule de 

l’ordre de 0.8 à 1mm de diamètre (Piguet, 1960) 

La mouche méditerranéenne des fruitsConsidérée comme étant l’insecte le plus 

nuisible sur les agrumes. D’après Piguet (1960), cediptère possède à l’état larvaire une 

armature buccale constituer deux solides crochets qui lui permettent de dilacérer la 

pulpe des fruits. Cela provoque l’apparition des taches chlorotique isolées qui donne 

naissance à un point mou qui devient rapidement brun et pourrit. Son attaque se 

traduit souvent par le murissement précoce puis la chute des fruits. 

II.2.5.Distribution géographique de la plante 

La production et la consommation mondiale d’agrumes ont connu une période de 

forte croissance depuis le milieu des années 80. Les citrons sont généralement 

produits sous des climats plus froids, tels que l’ouest des États-Unis, l’Espagne, 

l’Italie et l’Argentine. Ils sont également adaptés à des climats secs (Egypte, Iran, 
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Inde, etc.). Les grands pays producteurssont le Mexique et le Brésil (Spreen et al., 

2010).  

II.2.6. Utilisation 

Les citrons ne sont pas consommés frais, mais ils peuvent être présents sur toutes les 

tables autour de la méditerranée indépendamment du fait qu’on sert de la viande, de la 

volaille ou du poisson. Le jus de citron est pressé pour parfumer toute grillade ou 

frites. En cuisine, c’est le zeste du fruit qui est recherché. Le citron pelé ou finement 

graté donne sa propre saveur qui est très prisée en cuisine et en patisserie, pour la 

fabrication de la limonade. Le jus de citron est également utilisé pour chasser les 

fourmis et permet de conserver les fruits et les légumes qui s’oxydent facilement à 

l’air. La pulpe restant après extraction du jus commercial est une importante source 

d’huile essentielle, de pectines et d’acide citrique qui sont utilisés pour des 

formulations alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques.  

En cosmétologie, le citron est utilisé pour resserrer les pores, il passe pour éclaircir la 

peau, résorber les comédons et s’utilise en masque antirides ou pour donner de l’éclat 

aux cheveux. En médecine, il est utilisé comme antiseptique naturel mais il est aussi 

connu pour d’autres actions : anti-rhumatismale, anti-scorbique, anti-fatigue, 

diététique, digestive, expectorante, contre les effets causés par les allergies, en 

parfumerie, il entre dans la composition de nombreux parfums. 



 

 

 

       

MATERIEL  

ET  

METHODES 



Matériel et méthodes 
 

14 
 

III. Matériel et méthodes 

III.1. Matériel biologique 

III.1.1. Matériel végétal 

Des feuilles du ciron Citrus limon sont collectées avec un scalpel à partir 5  plantes 

saines dans la région de Beni bechir, Skikda, Algérie  Latitude 36º46'20º N et 

Longitude 6º57'30º E  à Skikda en  Janvier 2020. 

III.2.Méthodes  

III.2.1.Isolement  et purification des champignons endophytes de Citrus limon 

L'isolement des champignons endophytes a été effectué après 48 heures  suivant le 

prélèvement de l’échantillon en utilisant le protocole décrit par  Li et al. (2015) avec 

des légères modifications. 

Les échantillons  sont : 

 Lavées  soigneusement  sous l’eau courante pour éliminer  les particules du sol 

(Figure .5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 5. Lavage des échantillons  sous l’eau courante 

 Coupées en segments de 5X5 mm  pour les feuilles avec une  lame de rasoir 

stérilisée à la flamme (Figure.6) 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Coupage des échantillons  en segments 5*5mm 
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 Subissent une stérilisation superficielle  pour l’élimination des hyphes  et  des 

spores des champignons épiphytes ;cette étape est réalisée par l’immersion  

dans l'éthanol à 75% pendant 1 min puis rincés 2 fois dans de l'eau distillée 

stérile pendant quelques minutes pour éliminer le produit stérilisant  en 

excès(Figure.7 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Stérilisation superficielle des segments foliaires 

 

 Les segments sont ensuite séchées  sur un papier filtre stérile dans des 

conditions aseptiques puis transférés  uniformément et d’une manière 

aseptique dans  des boites de pétri contenant un milieu PDA(Figure.8 ) 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 8. Transfert des segments dans  des boites de pétri contenant un milieu PDA 

 

 Ces boites sont scellées en utilisant un para film diagonal puis incubées à 

température ambiante (25-30 C°) pendant 21 jours pour assurer la croissance 

des champignons endophytes (Figure .9) . 

 

 

 



Matériel et méthodes 
 

16 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Incubation pendant 21 jours 

 

 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 après incubation à 25˚C 

pendant 3 à 6 jours (Figure.10 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Isolement et purification des colonies fongiques endophytes du citron 

 

III.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 espèce ou un groupe fongique.  

Nt: le nombre total des segments. 

 



Matériel et méthodes 
 

17 
 

III.2.3.Identification  morphologique des champignons endophytes de Citrus 

Limon 

Les observations microscopiques sont effectuées aux grossissements ×10, ×40 et ×100 

à l’aide d’un microscope optique. 

L’identification de souches fongiques a été basée sur  la morphologie ou caractères 

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   

III.2.4. L’activité antifongique  par  la technique de double culture 

L’activité antifongique  a été évalué par  la technique de double culture (Rahman et 

al.,2009); un disque de gélose (6X6 mm) associé au mycélium des champignons 

endophytes âgées de 4 jours de chaque isolat  

Un autre disque de gélose de la même taille de P.digitatum a également été placé à la 

périphérie mais à l'extrémité opposée de la même boîte de Pétri. 

Tous les appariements ont été effectués en quatre exemplaires et incubés à 28 ° C. 

L'activité antagoniste a été testée du premier au septième jour après incubation en 

mesurant le diamètre de la colonie  endophyte en direction de la colonie antagoniste et 

le rayon d'endophyte  dans la boite de contrôle. Les deux lectures ont été transformées 

en pourcentage d'inhibition de croissance radiale (PIRG) en utilisant la formule 

suivante développée par (Skidmore et al ., 1976). 

P.I. C. R. (%) = pourcentage d'inhibition de la croissance des colonies. 

Dt = diamètre de la colonie de l’endophyte dans la plaque témoin  

De = diamètre de la colonie de l’endophyte en direction de la colonie antagoniste  

 

𝐏. 𝐈.𝐂.𝐑 (%) =
𝐃𝐭 − 𝐃𝐞

𝐃𝐭
𝐗𝟏𝟎𝟎 

 

L'activité antifongique a été évaluée en fonction du pourcentage d'inhibition de la 

croissance radiale: 30 à 40%: faible activité; 50 à 60%: activité modérée; 60 à 70%: 

bonne activité;> 70%: excellente activité. 
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IV. Résultats et discussion 

IV.1. Résultats 

IV.1.1.Composition et fréquence de colonisation des isolats fongiques endophytes 

du  Citrus  limon 

On a pu isoler  4 taxons différents de champignons endophytes à partir des feuilles 

(Figure 11) . 

Le genre le plus dominant est Colletotrichum sp avec une fréquence de colonisation totale de 

55 % suivie par Alternaria sp 25%,Nigrospora sp 15% et  Nodulosporium  sp 5%. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Fréquence de colonisation des champignons endophytes  de Citrus limon 

 

Figure 12.Taux d’inhibition du champignon Penicillium digitatum  par les champignons 

endophytes du citron 
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À partir des résultats obtenus (Figure.12) nous avons constaté que les 3 champignons 

endophytes Colletotrichum sp, Alternaria sp, Nigrospora sp sont dotés d’une activité 

antifongique variable vis-à-vis P.digitatum,  

Cette variation d'activité est déterminée également sur une échelle chronologique et 

en fonction des différentes concentrations. 

Le taux d’inhibition maximale a été 69% pour Colletotrichum sp, 62 %pour Alternaria 

sp, 61% pour Nigrospora sp. 

Pour le traitement de l’analyse de la variance (Anova) et le test de tukey ont révélé : 

Une différence significative entre les taux d’inhibition de  P.digitatum par 

Colletotrichum sp pendant les 7 jours d’essai  

Une différence significative entre les taux d’inhibition de  P.digitatum par Nigrospora 

sp  pour le premier jour et les autres jours du test et entre les  jours 2 , 3 et jours 5 et 6 

Une difference non significatif entre  jour 4 et jour 5 et entre jour 2 et jour 3 

Une différence non significative entre les taux d’inhibition de  P.digitatum par 

Alternaria sp entre  jour 1et jour 2 et entre jour 3 , jour 4 et jour 5 

Une différence  significatif entre le jour 1  et les jours 3,4 ,5 

Une différence  significatif entre le jour  2 et les jours 3,4 ,5 

IV.1.2. Discussion 

On a pu isoler  4 taxons différents de champignons endophytes à partir des feuilles 

Colletotrichum sp., Alternaria sp., Nigrospora sp., Nodulosporium  sp. 

Le genre le plus dominant est Colletotrichum sp avec une fréquence de colonisation 

totale de 55 % suivie par Alternaria sp 25%,Nigrospora sp 15% et  Nodulosporium  

sp 5%. 

Comparativement à cette partie de notre étude quelques travaux ont porté sur 

l’isolement, l’identification  des champignons endophytes  du citron. 

Douanla-Meli et al.(2013) ont pu isoler les champignons Cercospora sp, 

Colletotrichum gloeosporioides , Diaporthe eucalyptorum .,Diaporthe phaseolorum., 

Mycosphaerella sp, Passalora loranthi , Pestalotiopsis mangiferae , Pestalotiopsis 

microspora,Pestalotiopsis sp, Phoma sp, Stenella sp, Xylaria sp, Pseudopestalotiopsis 

theae , Zasmidium sp., Phyllosticta capitalensis . 

Durán et al. (2005) ont pu isoler les champignons Alternaria alternata, 

Colletotrichum gloeosporioides Nigrospora sphaerica,  Nodulisporium sp, 

Sporormiella minima, Phyllosticta citricarpa . 
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Araújo et al.(2001) ont pu isoler Colletotrichum fructicola ,Colletotrichum boninense  

et Cladosporium sp 

Huang et al..(2015) ont pu isoler les champignons endophytes Diaporthe arecae 

,Diaporthe biguttulata  ,Diaporthe endophytica  ,Diaporthe ovalispora  et Diaporthe 

sojae.  

L’activité antifongique chez les champignons observé chez les champignons  

endophytes  isolés à partir du citron Citrus Limon est due aux plusieurs mécanismes 

employés par ces derniers. 

Les champignons endophytes utilisent  soit une stratégie écologique  

d’hyperparasitisme pour protéger leurs plantes hôtes pendant laquelle l'agent 

pathogène est directement attaqué et détruit par un endophyte particulier (Tripathi et 

al., 2008),pendant laquelle ils parasitent les hyphes des champignons 

phytopathogènes en pénétrant ces derniers et en sécrétant des enzymes pour 

décomposer leurs parois cellulaires (Grosch et al., 2006),dans des conditions 

nutritives limitées (Benhamou et Chet, 1997).Ou par la production d’une variété de 

composés antimicrobiens de faible poids moléculaire, actifs à de faibles 

concentrations provoquant une anomalie de croissance des hyphes de l'agent 

pathogène (Ting, 2014.,Guo et al., 2000).  
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V. Conclusion 

Dans ce modeste travail, nous avons pu mettre en évidence des champignons 

endophytes associés aux feuilles  du citron  

On a pu isoler 4 taxons différents de champignons endophytes à partir des feuilles  du 

citron 

Le genre le plus dominant est Colletotrichum sp avec une fréquence de colonisation 

totale de 55 % suivie par Alternaria sp 25%,Nigrospora sp 15% et Nodulosporium sp 

5%. 

Nous avons constaté que les 3 champignons endophytes Colletotrichum sp, Alternaria 

sp, Nigrospora sp sont dotés d’une activité antifongique variable vis-à-vis 

P.digitatum, avec un taux d’inhibition maximale a été 69% pour Colletotrichum sp, 

62 %pour Alternaria sp, 61% pour Nigrospora sp 

Il est recommandé dans les futures études de réaliser des travaux plus approfondis qui 

auront pour objectifs: 

 Réaliser davantage des études sur la mycoflore endophyte du citron et 

également diversifier les parties du végétal à investiguer (racines, fruits,fleurs)  

 Cibler d'autres  champignons phytopathogenes afin d'évaluer le spectre 

d'action des champignons endophytes du citron. 
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