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Résumé

Les champignons endophytes constituent un groupe polyphylétique trés diversifié,
principalement constitué d’especes issues des Ascomycetes. Leur mode de vie se caractérise
par une phase dite endophytique consistant en la colonisation asymptomatique des structures
internes d'une plante, pendant au moins une partie de leur cycle de vie. Toutes les plantes dans
les écosystemes naturels semblent établir des relations avec des champignons endophytes, des
tropiques jusqu’aux poles. Depuis une cinquantaine d’années, leur étude s’est progressivement
intensifiée suite a la découverte D’une part, de leur implication dans de nombreuses toxicoses
observées dans 1’¢levage, et d’autre part de leur capacité a produire une molécule
anticancéreuse, le Paclitaxel, principe actif du Taxol®, médicament blockbuster de I’industrie
pharmaceutique.et d’autre substances a utilisation potentielle en médecine, en agriculture ou en

industrie.

Ce travail vise a étudier les champignons endophytes dont I'origine est leur classification et
leur mode de reproduction, en particulier leur effet sur les écosystémes (un facteur de controle
biologique fort) et leur capacité a produire des matériaux thérapeutiques (réservoir de

métabolites secondaires biologiquement actifs.)

A travers ce travail, nous avons traité la phylogénie des endophytes et de leurs hotes, les
interactions entre le champignon endophyte et la plante hote, I'impact de ces endophytes sur la

diversité végétale et le fonctionnement des écosystemes

Plusieurs molécules bioactives produites par ces champignons sont également discutées,
dont certaines ont des propriétés curatives qui peuvent étre utilisées contre un grand nombre de

maladies.

Enfin, nous avons discuté des méthodes et techniques utilisées pour étudier ces champignons
endophyte, en commencant par le prélevement d'échantillons et la détermination du type de
champignon au microscope et au niveau moléculaire jusqu'a la séparation des métabolites
secondaires actifs et I'étendue de leurs activités contre certaines bactéries, champignons et

levures.

Mots clés: champignons endophytes, activité antifongique, antagoniste, métabolites

secondaires.



Abstract

Fungal endophytes are a diverse polyphyletic group, mainly composed of species from
Ascomycetes. Their way of life is characterized by an endophytic phase they colonize host
plants asymptomatically, for at least one part of their life cycle. All plants in natural ecosystems
interact with endophytic fungi. For fifty years, there has been a growing interest in their study
following the discovery of their involvement in many toxicosis observed in cattle and also their
capacity to produce an anticancer drug, paclitaxel, the active ingredient of Taxol®, a
blockbuster drug in pharmaceutical industry. and other substances with potential use in

medicine, agriculture or industry.

This work aims to study endophytic fungi whose origin is their classification and mode of
reproduction, in particular their effect on ecosystems (a strong biological control factor) and
their capacity to produce therapeutic materials (reservoir of secondary metabolites biologically

active.)

Through this work, we have dealt with the phylogeny of endophytes and their hosts, the
interactions between the endophyte fungus and the host plant, the impact of these endophytes

on plant diversity and the functioning of ecosystems.

Several bioactive molecules produced by these fungi are also discussed, some of which have
healing properties that can be used against a large number of diseases.

Finally, we discussed the methods and techniques used to study these endophytic fungi,
starting with sampling and determining the type of fungus under the microscope and at the
molecular level through to the separation of active secondary metabolites and the extent of their

activities against certain bacteria, fungi and yeasts.

Key words: endophytic fungi, antifungal activity, antagonist, secondary metabolites.



Introduction Générale

Le terme endophyte vient du grec. Etymologiquement, il signifie « a I’intérieur d’une
plante ». Il a été employé et défini pour la premiére fois en 1866 comme un organisme
colonisant asymptomatiquement un vegétal (De Bary, 1866). Les champignons endophytes
constituent un groupe polyphylétique trés diversifié, principalement constitu¢ d’espéces
appartenant au phylum Ascomycota. Toutes les plantes dans les écosystemes naturels semblent

établir des relations avec des champignons endophytes.

L’existence de ces champignons est connue depuis la fin du 19éme siécle (Guerin, 1898).
Les premiers fossiles d’endophytes remontent aux temps ou les plantes supérieures sont
apparues sur terre (Redecker et al., 2000), Depuis les cinquante derniéres années, des
publications se sont progressivement intensifiées, c’est a partir de la fin du 20°™ siécle et avec
I’émergence de nouvelles maladies, le développement de résistances aux médicaments,
I’apparition de virus mortels les chercheurs ont intensifié leurs études afin d’explorer
différentes sources naturelles pour obtenir de nouveaux médicaments qui seraient efficaces,

possédant une faibles toxicité et ayant un impact mineur sur I’environnement.

— La littérature scientifique sur les champignons endophytes se focalise en particulier sur
deux aspects :

- Un réservoir de métabolites secondaires bioactifs : les endophytes ont la capacité de
produire de nombreuses molécules bioactives dont certaines possedent des propriétés
thérapeutiques utilisables contre de trés nombreuses maladies (Kusari et Spiteller, 2012)
(Kusari et al., 2012), et d’autre substances a utilisation potentielle en médecine, en agriculture
ou en industrie.

- Un puissant agent de lutte biologique: la phylogénie des endophytes et de leurs hétes, les
interactions entre le champignon endophyte et la plante hote, I’impact de ces champignons
endophytes sur la diversité végétale et le fonctionnement des écosystemes.

L’objectif de cette thése est de réaliser un état de I’art sur les champignons endophytes afin
de mieux cerner leur influence sur le fonctionnement des écosystémes et d’étudier leurs
potentialités remarquables a produire des molécules d’intérét thérapeutique.

Dans le premier chapitre, nous décrirons les caractéristiques génerales des endophytes
avec en particulier 1’origine, la diversité et la classification, mode de transmission, et les
conditions de développement des champignons endophytes et leur Interaction avec les plante

Dans le second chapitre, nous aborderons :

-I’importance des champignons endophytes et leur réle ecologique



-I’impact physiologique des endophytes avec en particulier la contribution dans la tolérance au
stress biotique et abiotique par la plante
-I’ Intérét des myco-endophytes dans la promotion de la croissance des Plantes
-nous décrirons aussi les métabolites bioactifs fongiques et leur activité thérapeutiques

Le troisieme chapitre, présentera les méthodes et les techniques utilisées dans 1’étude des
champignons endophytes nous aborderons 1’échantillonnage, 1’Isolement, la purification et
I’identification des champignons endophytes et puis leur dépistage préliminaire de I’activité
antimicrobienne et on passe a la Fermentation et 1’extraction des métabolites secondaires
jusqu’a la séparation de ces métabolites secondaires avec des méthode puissante d'analyse
qualitative et quantitative comme la chromatographie sur couche mince (CCM), la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC), la chromatographie en phase gazeuse
(CPG) couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) et enfin I’evaluation de D’activité

antimicrobienne des extraits fongiques obtenus.



CHAPITRE I : Les Endophytes

I.1.Définition des microorganismes endophytes

Les endophytes sont des micro-organismes présents dans la plupart des végétaux
supérieurs (Mduller, 2004). La définition la plus couramment utilisée pour décrire les
endophytes est celle de (Lu et al., 2018), qui les définit comme des micro-organismes vivants,
colonisant les tissus végétaux internes sans causer de dommages ou des symptémes évidents

chez I’hote qui les héberge.

Beaucoup d'entre eux ont des effets bénéfiques sur les plantes, du fait qu'ils peuvent
fournir des nutriments, contrecarrer les pathogenes et réduire les symptdmes de stress. Leur
action peut se traduire chez les arbres par une amélioration de la protection contre les maladies

et les insectes déprédateurs (Bérubé, 2007; Sessitsch et al., 2013).

Des associations bénéfiques avec d'autres micro-organismes existent a la fois pour
diverses especes bactériennes généralement appelées PGPB (Plant Growth Promoting
Bacteria), ainsi que de divers champignons, désignées par PGPF (Plant Growth Promoting
Fungi). Les associations PGPB et PGPF peuvent stimuler la croissance des plantes et / ou

conférer aux plantes une meilleure résistance aux stress biotiques et abiotiques (Hirt, 2012).

Les champignons endophytes sont des organismes microscopiques qui vivent dans les
feuilles, les rameaux, les troncs et les racines des arbres sans qu'on puisse en soupgonner la

présence (Bérubé, 2007).

Les champignons sont les micro-organismes les plus fréqguemment isolés en tant
qu’endophytes, ils peuvent croitre de fagon intra et/ou intercellulaire dans les tissus internes des
plantes, sous l'assise des cellules épidermiques. Leurs présences dans les tissus internes de la
plante d'une maniére asymptomatique laissent supposer que leurs relations avec 1’hdte étaient
d’ordre symbiotique mais leur biodiversité suggere qu’ils peuvent étre également des

saprophytes (Meenatchi et al., 2016).

Il n'est pas surprenant que toutes les plantes soient considérées comme étant en
symbiose avec les champignons mycorhiziens et/ou endophytes. Des preuves récentes
indigquent que les champignons mutualistes (PGPF) contribuent de maniere significative a
I'adaptation des plantes face a des conditions de stress environnementaux y compris la
sécheresse, la chaleur, I'action des pathogénes et méme des conditions limitantes en nutriments
(Brundrett, 2006).



1.2.0rigine des endophytes

L’ubiquité des champignons endophytes chez les plantes et au sein de leur tissu
démontrent que les champignons ont été associés avec les plantes depuis la premiere
colonisation de la terre, donnent a penser que les plantes et les endophytes partagent une longue
et intime histoire. (Heckmen et al., 2001). Certains scientifiques ont suggéré que certains
endophytes peuvent étre d’origine des tissus de la plante elle-méme (Johnson et al., 1997).

L'évidence de I'association des microorganismes, avec les plantes est confirmée par
leur présence dans les tissus fossiles des tiges et feuilles (figure 1). En effet, les associations
endophytes-plantes hote ont pu évoluer depuis que les plantes sont apparues sur terre (Strobel,
2003 ; Zhang et al., 2006).

Les symbioses des endophytes avec les plantes datent probablement depuis
I’émergence des plantes vasculaires (Rodriguez et Redman,1997; Zhang et al., 2006).

Les endophytes des graminées et des plantes ligneuses pourraient étre évolués a partir
des champignons parasites ou pathogenes. Les endophytes des plantes ligneuses sont
étroitement liées a des champignons pathogénes, et probablement évolués a partir de ces
derniers via une extension des périodes de latence et une réduction de la virulence (Saikkonen
et al., 1998).

Beaucoup de champignons endophytes sont considérés comme des phytopathogénes
opportunistes qui peuvent induire des symptomes infectieux sur la plante hote, une fois que

cette derniere soit fragilisée ou stressé dans son environnement par un ou plusieurs facteurs de

nature abiotique ou biotique (Carroll, 1988).

i

Figure 1 : lllustrations microscopiques de quelques champignons endophytes.

A : le type de colonisation de Piriformospora indica dans les racines de I'orge hyphe de I'endophyte
entre dans les racines via les poils absorbants des plants de 10 jours. Les champignons forment des
chlamydospores piriformes dans les poils absorbants et se regroupent dans les cellules du rhizoderme B
: Fusarium moliniforme endophyte infectant des cellules radiculaires de Mais. F : hyphe C : Hyphe de
I'endophyte Neotyphodium lolii dans la feuille de ray-grass (Lolium perenne) a 400 . D : Conidie de
Neotyphodium sp. isolé a partir de fétuque (Yates et al., 1997 Strobel et al., 1999; Moon et al., 2002).

4



1.3.Diversité et Classification
1.3.1.Biodiversité des champignons endophytes

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

La diversité des especes, la fréquence et 1’abondance des endophytes dépendent des
conditions climatiques et édaphiques et de 1’hétérogénéité des habitats et des niches occupées
par leurs hétes (Sieber, 2002). 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 1’hote peut étre colonisé (Schulz et Boyle, 2005).

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., 2007).

Plusieurs espéces vegétales herbacées et ligneuses hébergent des endophytes
fongiques, une diversité et une spécificité a été constatée a la fois sur les espéces ligneuses ou
herbacées (Tableau 1). (Cohen, 2006), a suggéré que les champignons endophytes ne seraient
pas spécifiques a I’hote, alors que (Hoffman et Arnold, 2008), ont démontré que les
communautés endophytes différent significativement entre les espéces d’hotes et méme les
hotes qui sont étroitement liés.

Les variations géographiques sont les facteurs qui contribuent le plus souvent a la
diversité des champignons endophytes. Ces derniers s’ils sont isolés d’un méme héte, tendent
a changer d’une zone géographique a une autre (Colladon et al., 1999). Dans un contexte géo-
climatique, les endophytes semblent étre plus divers dans les zones tropicales que dans les zones
tempérées ou froides du monde (Fisher et al., 1995 et Arnold et Lutzoni, 2007).

L'4ge de la plante hote influe aussi sur la diversité des champignons endophytes, il
apparait que les plantes agées hébergent plus d’endophytes dans leurs tissus que les plantes
jeunes (Arnold et al., 2003a).



Tableau 1: Exemples de champignons endophytes et leurs plantes hotes.

Champignons endophyte

Trichoderma sp

T harzianum

T coningii

Sterile black fungus
Sterile dark fungus

Sterile red fungus

Beauveria bassiana

Cladosporium sp., Nemania sp
Fusarium sp., Penicillium sp.,
Aspergillus sp

Cladosporium sp
Periformospora indica

Trichoderma asperellum T34
Phialocephala fortinii

Plante hote

Cacaotier

Poivron rouge
Tomate., Tabac
Tomate., Reyagra
Tabac

Blé., Seigle

Blé
Blé., Seigle

Café

Blé.,Coton., Tomate
Pin

Caféier

Citronnier
Orge

Arabette
Gymnosperme
Angiosperme
Monocotylédone
et Décotylédones

Références

Mejia et al., 2008 et Baily et al., 2006

Chang et al.,1986

Windham et al.,1986
Windham et al., 1986
Hyakumachi, 1994

Speakman et Kruger, 1984

Narita et Suzui, 1991

Dewan et Sivasithamparam, 1989

Peterson et al., 2005
Ownley et al., 2010
Ganley et al., 2008
Vega et al., 2010

Araujo et al., 2001
Verma al., 1998

Segara et al., 2009
Peterson et al., 2008

1.3.2.Classification des champignons endophytes

La classification de ces microorganismes est essentiellement basée sur la colonisation

des tissus (figure 2).

a- Endophytes classe 1

IIs sont constitués par des champignons appartenant a la famille Clavicipitaceae
(Ascomycota) constituée actuellement de 37 genres. 4 posseédent des espéeces endophytismes :
Balansia, Epichlog, Ephelis et Neotyphoduim (Andéol, 2016), ils colonisent principalement

les tiges et les rhizomes (Rodriguez et al., 2009).

b- Endophytes classe 2

Sont tous issus de la famille Dikarya, ils sont en majorités constitués d’ Ascomycota
(uniguement de pezizomycotina, mais ils comprennent également quelques représentants des
Basiodiomycota (Agaricomycotina, Pucciniomycotina) (Andéol, 2016), Ils colonisent

principalement les racines (Rodriguez et al., 2009).



c- Endophytes classe 3

En particulier les Pezizomycota (familles des Sordariomyceta, Dothideomyceta,
Pezizomyceta et Eurotiomyceta, on trouve également les Basidiomycota, plus souvent présents
dans les tissus ligneux que dans les tissus foliaires, peuvent coloniser en grand nombre les
parties aériennes d’une plante (Andéol, 2016), ils colonisent principalement les tiges
(Rodriguez et al., 2009).

d- Endophytes classe 4

Cette classe n’’est pas encore clairement établie, ils appartiendraient aux Ascomycota
du sous embranchement des Pezizomycotina : en particulier les ordres des Pleosporale,
Pezizales et Helotiales. Associés a des arbustes ou arbres et colonisent uniquement les racines

des plantes (Andéol, 2016), ils colonisent principalement les racines (Rodriguez et al., 2009).

Class 3
endophytes

" Class 4
endophytes

Class1 &2
endophytes

Figure 2 : les classes d’endophytes selon la localisation des tissus colonisées (Andéol, 2016).

I.4.Mode de transmission et de reproduction :

Les endophytes possedent deux modes de transmission :

Le premier mode : se fait par la croissance végétative des hyphes qui est
complétement interne ; ainsi les hyphes du champignon sont transmis de la plante infectée vers
la descendance via les graines. Ceci est communément appelé transmission verticale. Et ¢’est
le principal mode de transmission des champignons endophytes (Saikkonen et al., 2010).

Le second mode: se fait via les spores ; ce groupe de champignons se transmet
horizontalement, c'est-a-dire le champignon peut étre transmis soit par spores sexuées ou
asexuées pour infecter d’autres plantes. Pour les endophytes non systémiques des plantes

ligneuses, la transmission se fait horizontalement provoquant généralement des infections



locales tres limitées, mais ils peuvent étre trouvés aussi dans les graines et les glands mais la

transmission verticale est rare (Saikkonen et al., 1998).

Les endophytes possedent deux modes de reproduction (la reproduction sexuée et la
reproduction asexuée). Etant donné que certains champignons peuvent produire soit des spores
sexuees soit asexuées et que la reproduction sexuée nécessite des spores sexuées, elle est donc
toujours horizontale, contrairement a la reproduction asexuée qui peut se faire verticalement
via les graines ou horizontalement par les spores ou éventuellement les hyphes (Saikkonen et
al., 2004).

I.5.Conditions de développement des champignons

Les champignons sont des organismes aérobies et certains anaérobies, ils ont besoin
d’oxygene et leur développement exige la présence d’eau et une source de carbone dans leur
environnement puisqu’ils ne peuvent pas effectuer la photosynthese. La plupart des
macro/micronutriments que requierent les mycetes sont présents en exces dans leur
environnement. Les mycetes possédent des mécanismes spécifiques pour absorber certains
nutriments, comme les sucres (glucose ou fructose) ainsi que le phosphore et le fer qui peuvent
étre présents en faible guantité. Certains myceétes peuvent nécessiter un apport en vitamines
pour leur croissance (Peter et Bram, 2005).

Les éléments chimiques qui forment les parois cellulaires du champignon conferent
une grande rigidité, une longévité et une grande capacité de résistance a la chaleur et a des
pressions osmotiques élevées, de ce fait, les champignons sont donc capables de vivre dans un
environnement rude (Tortora et al., 2003).

Les champignons sont capables de se développer a une température optimale comprise
entre 20°C et 30°C, cependant certaines espéces sont psychrophiles se développant dans des
températures treés basses <15°C et a un pH 1'égerment acide compris entre 3 et 5(Botton et al.,
1990).

Les mycétes ne peuvent pas fixer 1’azote mais peuvent utiliser le nitrate, ’ammonium
et certains acides aminés comme source d’azote. Ils produisent des métabolites secondaires
pour les utiliser lorsque leur croissance est freineée par des carences en nutriments ou par un
stress (Nicklin et al., 2000).



|.6.Interaction plante — endophytes

L’établissement d’une relation symbiotique entre la plante et ces champignons

endophytes s’effectuée en plusieurs étapes (Figure03) :

(a) Une fois que les spores germent et approchent un appareil végétatif de 1’hote, la
dominance apicale est abandonnée et le branchement d’hyphes est déclenché par le 5-
désoxy-strigol

(b) Des le premier contact physique, le champignon forme un appressorium qui parait
induire le mouvement du noyau de la plante vers le site du contact

(c) Les éléments cyto-squelettiques et le réticulum endoplasmique forment
I’appareillage de la pré-pénétration le long de 1’axe du mouvement nucléaire

(d) Quand le champignon atteint finalement le cortex intérieur, il penétre la paroi
cellulaire et forme une structure hyphale (comme un réseau filamenteux)

(e) La colonisation des tissus commence. L’infection initiale est accompagnée par une

induction équilibrée de génes de la défense de la plante (Akiyama et al., 2005; Selim

etal., 2012).
Endophyte
e 30
@ L;:’—l
) T (e 7=
« [ ) |
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Figure 3 : Développement symbiotique d’endophytes fongiques.

(a)Germination, branchement, signalisation b) Reconnaissance : Programmation de I’héte, préparation
cellulaire pour la pénétration (c) Pénétration : Réorganisation cellulaire (d) Colonisation (e) Entretien
de compatibilité : Survie cellulaire de 1’hote transfert des nutriments, effet systémique propagation
fongique (Selim et al., 2012).



Des études récentes suggeérent que les interactions endophyte-plante hote sont
variables et vont d’antagonistes a mutualistes. Cette relation varie d’un héte a ’autre et d’un
endophyte a I’autre, elle dépend des facteurs abiotiques, des interactions avec d’autres especes,
de la géographie, de la phylogénie mais aussi de la facon de transmission des champignons
endophytes (Saikkonen et al., 1998). Les champignons endophytes englobent des saprophytes

latents, des espéces mutualistes et des pathogenes latents.

a) Les pathogénes latents : ce sont de véritables phytopathogénes mais qui ne s’expriment que
si la plante se trouve dans des conditions défavorables. Les symptomes de la maladie se
manifestent des I'apparition des stress environnementaux tels que le gel, les vents chauds ou la
sécheresse, ce qui peut étre considéré comme le déclencheur du stade pathogene. La phase
latente de Cydaneusma minus, s'étend sur plus de 15 mois, ce qui pourrait expliquer sa nature
« endophyte» et sa fréquence de colonisation élevée dans les aiguilles du pin. Cenangium
ferruginosum est un agent pathogéne responsable du dépérissement des pins, mais il semble

également vivre comme un endophyte dans les aiguilles de Pinus sylvestris (Touseef, 2006).

b) Les endophytes saprophytes : Ces champignons agissent comme des saprophytes latents,
se développent d’une fagon asymptomatique a I’intérieur des tissus de leurs plantes hotes mais
dans le cas de la sénescence ou la mort des tissus de 1’hote, le développement et la sporulation

de ces derniers débutent (Zabalgogeazcoa, 2008).

c)Les endophytes mutualistes : L’association mutualiste des champignons endophytes avec
leurs plantes hétes est asymptomatique (Ting, 2014). Les endophytes recoivent une nutrition et
une protection de la part de la plante héte, tandis que celle-ci peut bénéficier d’une amélioration
des capacités de compétition et d'une résistance accrue aux herbivores, aux agents pathogénes
et a divers stress abiotiques (Saikkonen et al., 1998). Par exemple, les endophytes Epichloe et
Neotyphodium présents dans certaines graminées sont toxiques pour le bétail en paturage et
augmentent la résistance aux herbivores invertébrés et aux micro-organismes pathogenes
(Touseef, 2006).
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CHAPITRE Il : Importance et rbles des champignons
endophytes.

I1.1. Importance des endophytes

Les champignons endophytes conférent a la plante la capacité de résister aux stress
biotiques et abiotiques et 1’amélioration de 1’assimilation des nutriments nécessaires a la
croissance de cette derniére (Miral, 2018). Ces endophytes produisent des substances a
utilisation potentielle en médecine, en agriculture ou encore en industrie (Vijeshwar et al.,
2008). Les endophytes quant a eux trouvent en leurs hétes une protection et un développement
certain (Miral, 2018).

11.2. Réle physiologique
11.2.1. Les champignons endophytes un puissant agent de lutte biologique

Le stress biotique pourrait étre le résultat de la compétition interspécifique, parasites
invertébrés, herbivores, les maladies causées par des agents phytopathogénes (Liarzi et Ezra,

2014). 1l a été constaté que ces champignons améliorent la tolérance de leurs plantes hétes
(Arnold et Herre, 2003b; Vega, 2008; Rocha et al., 2011).

11.2.1.1. Contribution dans 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 hote est inconnue, mais elle n'est pas liee a la croissance accrue (Aschehoug et al.,
2012).

Il a été suggéré que les mécanismes de la compétition interspécifique impliquent une
augmentation de la reproduction végétative et la croissance des racines, la production des
substances allélochimiques et du rendement en graines (Kuldau et Bacon 2008; Bush et
al.,1997; Malinowski et al., 1999a). Par conséquent, une augmentation du nombre de talles,
une plus grande vitesse d'élongation des feuilles et une modification de I'architecture des racines
a été notée (Malinowski et Belesky, 2000).

Dans ce sens des expériences sur terrain ont montré que la fétuque élevée Festuca
arundinacea infectée par des champignons endophytes supprime d’autres graminées et plantes

herbacées par rapport a la fétugue non infectée (Clay et Schardl, 2002).
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D’autres travaux ont mentionné que les extraits de graines de la fétuque élevée Festuca
arundinacea infectées par des endophytes inhibent la germination de Trifolium spp. (Springer,
1997). De méme le nombre de trefle blanc Trifolium repens a diminué dans les paturages
dominés par autres plantes infectées par des champignons endophytes (Sutherland et
Hoglund, 1989). Il a été suggéreé que les alcaloides loline améliorent la capacité concurrentielle
des herbes endophytes infectées en retardant la mise en place de concurrents. Ceci est basé sur
la constatation que les alcaloides loline sont le seul groupe d'alcaloides liés
aux endophytes qui réduit le taux de germination des graines de monocotylédones et
dicotylédones (Petroski et al., 1990). Le champignon endophyte de Cinna arundinacea
Neotyphodium schardlii réduit la vie de sa plante hdte mais augmente sa capacité de

régénération (Rudgers et al., 2012).

11.2.1.2. Contribution dans la protection contre les parasites invertébres
11.2.1.2.1. Protection contre les insectes ravageurs

Plusieurs endophytes ont des propriétés insecticides (Kaul, 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 al., 1995; Rowan et
al., 1986), I’ergovaline (Siegel et al., 1990; Wilkinson et al., 2000; Riedell et al., 1991), et les
janthitremes (Tapper et Lane, 2004). Il 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 I’ergovaline (Baldauf et al., 2011).

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

L’inoculation simultanée des courges par les champignons endophytes des racines
Fusarium oxysporum Fol162 et Rhizobium etli G12 induit une résistance systémique et réduit
I’effectif de la population Aphis gossypii (Hemiptera, Aphididae) (Martinuz et al., 2012).

Une expérience de choix avec des courges montre que les pucerons préféerent
s’alimenter a partir des plantes dépourvues d’endophytes, ce qui indique que Fusarium
oxysporum Fol162 et Rhizobium etli G12 affectent la préférence de la plante hote par les
pucerons (Martinuz et al., 2012).

L’inoculation du champignon endophyte M. anisopliae a I’intérieur des plantes de
Brassica napus provoque un pourcentage de mortalité respective de 35,56.7et 63.3 aprés 2,3,4

semaines des larves phytophages de Plutella xylostella.En comparaison avec des larves qui se
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nourrissent des plantes non inoculés par ce champignon ou le pourcentage de mortalité a varié
en fonction des mémes dates d’observation de fagon respective (15,18.3 et11.7) (Batta, 2013).
Le sterigmatocystine et 13-hydroxyversicolorine B secrétés par le champignon
endophyte Podospora sp. isolé a partir de Laggera alata sont utilisées contre le troisieme stade
larvaire d'Anopheles gambiae (Josphat et al., 2011). Le résultat a été des valeurs de CL50
(Concentration Létale 50) et CL90 de 13,3 et 73,5 ppm et une mortalité de 95% des individus
traités observée a une concentration de 100 ppm aprés 24 h de traitement pour le
sterigmatocystine, CL50 de 294,5 ppm et une mortalité de 95% des individus traités observee
a une concentration de 1000 ppm pour le 13-hydroxyversicolorine B (Josphat et al., 2011).
L’alimentation et la survie de laltise du mais Chaetocnema pulicaria
(Coleoptera,Chrysomelidae) est réduite par une infection de la fétuque élevée avec N.
coenophialum, et le mécanisme proposé est I’antixénose (Ball et al., 2011). Similairement la
prédation des graines par Glyphipterix simpliciella est plus faible pour des herbes de fétuque
élevée contenant des champignons endophytes (Saari et al., 2010). Il en est de méme pour les
champignons endophytes isolés des feuilles de Picea rubens montre une toxicité contre

Choristoneura fumiferana (Sumarah et al., 2010; Porras- Alfaro et Bayman, 2011).

11.2.1.2.2. Protection contre les nematodes

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. similis dans 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 fétuque élevée provoque 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 dans les racines de la tomate et
du bananier réduit les populations de nématodes (Sikora et al.,2008).

11.2.1.3. Contribution dans la protection contre les agents phytopathogénes

Plusieurs mécanismes sont utilisés par les endophytes pour la protection de leurs
plantes hétes contre les agents phytopathogeénes (Kuldau et Bacon, 2008; Reinhold-Hurek et
Hurek, 2011). Parmi eux :
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11.2.1.3.1 Induction de la résistance systémique chez la plante hote

L'endophyte induit une résistance systémique chez sa plante hote (Chen et al., 1995;
Kloepper et Beauchamp, 1992; Kunkel et al., 2004; Waller et al., 2005; Serfling et al.,
2007; Waller et al., 2008) qui est un mécanisme important dans la protection de la plante contre
les agents phytopathogenes qui implique les champignons endophytes ou leurs métabolites
(Kloepper et Ryu , 2006; Compant et al., 2005).

Les champignons endophytes peuvent induire la résistance systémique de leurs plantes
hotes contre les agents pathogenes apres avoir pénétré activement et coloniser ces derniers,
favorisant la synthese de composés biologiquement actifs ou provoquant des changements dans
la morphologie et / ou la physiologie végétale (Hanada et al., 2010).

Les champignons endophytes peuvent également produire des métabolites secondaires
qui inhibent directement les agents pathogénes ou produisent des éliciteurs qui stimulent la
plante a produire ce type de métabolites secondaires (Liarzi et Ezra, 2014). Les métabolites
secondaires produits par les arbres et les plantes ligneuses pour leur protection contre les agents
pathogénes des plantes sont bien connus et ont été étudiés (Liarziet Ezra, 2014). Parmi ces
métabolites les phytoalexines comme les flavonoides et les terpénoides (Smith, 1996).

Les plantes produisent les polyphénols et des enzymes liés a la défense comme la
phénylalanine ammoniac lyase, la peroxydase, la catalase et le super oxyde dismutase et les
champignons endophytes peuvent également favoriser la production de plantes de ces

molécules (Liarzi et Ezra, 2014).

Parmi les éliciteurs produits par ces endophytes les lipopolysaccharides, les
polysaccharides, et les glycoprotéines qui stimulent la production des métabolites secondaires
de défense par leurs plantes hotes, Ces derniers suppriment efficacement les agents pathogenes
(Gao et al., 2010).

11.2.1.3.2 Fortification des parois des cellules végétales de la plante héte

L'épaississement de la paroi cellulaire est due au dép6t de callose et I'accumulation de
composés phénoliques sur le site de contact avec I'agent pathogéne (Benhamou et al., 1998).
Les enzymes sont également impliqués dans la synthese de lignine qui forme une barriere de
protection supplémentaire contre la pénétration par des agents pathogénes (Pankhurst et al.,
1979).

Certains champignons endophytes de I’orge provoquent un épaississement des parois
des cellules chez leur plante héte et par conséquent limitent la pénétration par I'agent pathogéne

Verticillium longisporum (Narisawa et al., 2004).
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11.2.1.3.3. 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 a certaines populations de fonctionner comme une communauté au sein de cet habitat
(Liarzi et Ezra, 2014).

Les interactions positives entre les populations sont généralement plus développées
dans les communautés matures que dans les communautés nouvellement établies (Liarzi et
Ezra, 2014). Ainsi, le nouvel agent pathogéne sera confronté a des réactions 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 qu'aucune source nutritive ne soit

disponible pour les agents pathogénes (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 1’alimentation ou le micro habitat, ce
qui limite Il'invasion des tissus par d'autres micro-organismes endophytes ou des agents
pathogénes (Albrectsen et Witzell, 2012).

11.2.1.3.4. Promotion de la croissance de la plante héte pendant I'attaque de I’agent

pathogéne

L'effet positif de I'endophyte pour sa plante héte n'est pas seulement limité a la
suppression de 1’agent pathogéne, mais aussi a la promotion de la croissance au moment de
I’infection par 1’agent pathogéne (Liarzi et Ezra, 2014). Le champignon endophyte Fusarium
verticillioides module la croissance de l'agent pathogene Ustilago maydis dans le mais et
diminue son agressivité vers la plante en interférant au début du processus d'infection (Lee et
al., 2009).

11.2.1.3.5. 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 d'autres micro-organismes (Guo et al., 2000). Par exemple Trichoderma
virens souche 223 produit la chitinase contre le pathogene Ceratocystis paradoxa sur la canne
a sucre (Roméo-Dumaresq et al., 2012). 1l 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, 2012).
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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, Rhizoctoniasolani,Colletotrichum gloeosporioideset Magnaporthe
oryzae et antibactérienne contre les bactéries pathogénes Xanthomonas campestris et
Xanthomonasoryzae (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, 2012).

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 composé 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). (Liu et al., 2008) ont rapporté que Xylaria sp.
YX-28 isolé a partir de Ginkgo biloba produit l'acide 7-amino-4-méthylcoumarine
(C10H9NO2) ayant une activité antibactérienne et antifongique contre de nombreux micro-
organismes pathogenes.

Le champignon endophyte Chaetomium globosum isolé & partir G.biloba produit les
chaetomugiline D, chaetomugiline A et chaetoglobosine C (Qin et al., 2009). Ces composés
sont des dérivés de I’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-
tétradécene 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 possédent une activité antifongique le 12bhydroxy-13a-
methoxyverruculogene TR-2 et le 3- hydroxyfumiquinazoline A produites par le chahmpignon
endophyte du Melia azedarach A. fumigatus LN-4. Deux métabolites 1’asperfumoide et
I’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
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(Kharwar et al., 2008). Le cryptocandin (CisHs2NgO17) est un composant produit par le
champignon endophyte Cryptosporiopsis cf. quercina a effet antifongique contre C.albicans,

Trichophytonrubrum, Sclerotinia sclerotiorum , Botrytis cinerea (Strobel et al., 1999).

11.2.1.3.6. Hyper parasitisme et prédation

L’hyperparasitisme est une stratégie écologique utilisé par les endophytes pour
protéger leurs plantes hotes pendant laquelle I'agent pathogene est directement attaqué et détruit
par un endophyte particulier (Tripathi et al., 2008). Il a été observé que les champignons
endophytes parasitent les hyphes des champignons phytopathogenes en pénétrant ces derniers
et en sécretant 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
phytopathogénes 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 phytopathogénes (Benhamou et Chet, 1997).
11.2.2. Contribution dans la tolérance au stress abiotique par la plante

Le stress abiotique cause la perte de plus de 50% des rendements des cultures
potentiels & 1’échelle mondiale (Boyer, 1982 ; Bray et al., 2000; Sturz et al., 2000; Singh et
al., 2011). le stress abiotique pourrait étre le résultat des pollutions par des métaux lourds, la
sécheresse, la salinité et les contraintes de température (Liarzi et Ezra, 2014). Il est connu que
les champignons endophytes améliorent la tolérance aux stress abiotique de leurs plantes hotes
(Saikkonen et al., 2010 ;Vesterlund et al., 2011).

11.2.2.1. Contribution dans la tolérance de la pollution par des métaux lourds

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

17



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 I’amélioration
de la photosynthese et de I'activité anti-oxydante (Li et al., 2012).1l est & 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).

11.2.2.2. Contribution dans la tolérance de la sécheresse

La tolérance de la sécheresse des plantes infectées par des champignons endophytes a
été démontrée 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 (Waqas et al., 2012).
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 hotes
contre la sécheresse (Kuldau et Bacon, 2008). De méme les champignons endophytes
Neotyphodium sp., Acremonium sp., Phialophora sp.et Curvularia sp. conferent aux graminées
une tolérance de la secheresse (Bacon et Hill, 1996; Bacon, 1993; West, 1994; Joost, 1995;
Singh et al., 2011).

Dans des conditions de stress hydrique, les champignons endophytes de la famille des
Clavicipitaceae augmentent 1’¢élasticité des parois cellulaires (White et al., 1992), le taux de
croissance des racines et des poils absorbants et diminuent le diametre des racines (Malinowski
et al.,1997, 1999b). Plus récemment, des métabolites secondaires fongiques et spécifiques ont
été impliqués dans des mécanismes de tolérance a la sécheresse, telle que 1’augmentation de la
production des alcaloides qui affectent le potentiel osmotique ce qui réduit les effets de la
sécheresse (Bush et al., 1997 ; Hahn et al.,2007). Les alcaloides loline affectent le potentiel
osmotique et donc de réduire les effets du stress due au sécheresse (Bush et al., 1997). Le
niveau de ces alcaloides augmente en réponse a la chaleur ou a la sécheresse qui affecte
I'équilibre osmotique et par conséquence protege les macromolécules de la dénaturation,
(Malinowski et Belesky, 2000).

Un autre mécanisme possible est I'implication des protéines déhydrines (Carson et al.,

2004). Au niveau cellulaire, il y a une association des champignons endophytes avec les
18



dehydrins, un groupe de protéines intrinsequement non structurés formés abondamment
pendant la derniere phase d’embryogen¢se (Carson et al., 2004). Cette association aide

plusieurs plantes a tolérer la secheresse ou la température (Richardson et al., 1990).

11.2.2.3. Contribution dans la 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 I'orge Piriformospora indica élimine les effets du stress
salin chez sa plante hote par 1’augmentation de l'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), I’augmentation de
la biomasse (Waller et al., 2005) et I’induction de la biosynthése de 1'éthyléne 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., 2012a). De la méme maniere, les champignons endophytes Phoma
glomerata LWL2 et Penicillium sp. LWL3 augmentent également la biomasse et améliorent
I'assimilation des éléments nutritifs essentiels du concombre dans des conditions du stress salin
(Waqas et al., 2012).

L’association symbiotique plante hote—endophyte agit contre le stress salin par la
régulation de I’activité du glutathione,le catalase,le peroxidase,le polyphenol oxidase et I’acide
abscissique, modification de l'acide jasmonique,et augmentation de la teneur en acide

salicylique (Wagas et al., 2012).

Les 2 champignons endophytes Penicillium minioluteum LHLO09 et Penicillium
funiculosum LHLO6 isolés a partir de Glycine max.L.(soja) améliorent la croissance de leurs
plante héte en régulant la biosynthése des hormones et des flavonoides (Khan et al., 2011a). Il
a étés ignalé aussi que le champignon endophyte du concombre Exophiala sp. LHLO8 contribue
dans la tolérance de la salinité par I’augmentation de la teneur en acide salicylique (Khan et

al., 2011b).
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11.2.2.4. Contribution dans la tolérance a la chaleur et au froid

L'inoculation de plantes de Dichanthelium lanuginosum avec le champignon
endophyte Curvularia sp.leur confére une tolérance d’une température élevée du sol ou des
plantes non inoculés ne peuvent pas survivre (Redman et al., 2002).Des constatations
similaires sont observées chez Cucumissativus inoculé par Paecilomyces formosus LHL10 ou
la croissance est améliorée (Khan et al., 2012b). Le mécanisme possible pour la tolérance de
la chaleur implique des osmoprotectants tels que le tréhalose, la glycine, le bétaine, la taurine

et la mélanine (pigment) (Morsy et al., 2010).

11.3. Rdle écologique

Les microorganismes endophytes jouent un role important dans les systémes
écologiques en faconnant les communautés végétales et en médiatisant les interactions
écologiques (Zhang et al., 2006). Il est intéressant de noter que la tolérance au stress conféree
par certains endophytes, implique des adaptations fongiques spécifiques a I'nabitat. Dans les
sols géothermiques du parc national de Yellow stone (Etats Unis), une espéce végétale
(Dichanthelium lanuginosum) est colonisée naturellement par un endophyte dominant
(Curvularia protuberata). Ce champignon confére une tolérance a la chaleur a la plante hote et
ni le champignon ni la plante ne peuvent survivre séparément lorsqu'ils sont exposés a un stress
thermique ou une température supérieure a 38 °C (Redman et al., 2002).

Une étude comparative des isolats de C. protuberata provenant de plantes
géothermiques et non geothermiques a réveélé que sa capacité a conférer la tolérance a la chaleur
était spécifique aux isolats provenant des plantes vivant dans les conditions géothermiques.

Il en ressort que I'aptitude a conférer la tolérance a la chaleur est un phénoméne adapté
a I'nabitat (Rodriguez et al., 2008). Un autre exemple d'adaptation fongique propre a I'habitat
concerne une graminée des dunes (Leymus mollis) abondante sur les plages cotieres de Puget
Sound, (Seattle, Etats Unis), colonisée naturellement par un endophyte fongique dominant
(Fusarium culmorum). Cet endophyte confere une tolérance au sel a la plante héte qui ne peut
survivre dans les habitats cotiers sans l'endophyte adapté a I'habitat. Une evaluation
comparative des isolats de F. culmorum de L. mollis et d'une plante non c6tiére a révelé que la
capacité de conférer une tolérance au sel était spécifique aux isolats des plantes cotiéres, ce qui
indique que la tolérance au sel est un phénomeéne adapté a I'habitat (Rodriguez et al., 2008).

Des isolats de C. protuberata, F. culmorum et C. magna favorisent davantage
I'adaptation spécifique des habitats des endophytes. Ainsi, C. protuberata confére la résistance
a la chaleur mais pas la tolérance aux maladies ou a la salinité. Cependant, F. culmorum permet

la tolérance au sel, mais pas a la chaleur ou a la tolérance a la maladie et C. magna confere la
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tolérance a la maladie mais pas a la chaleur ou a la salinité (Rodriguez et al., 2008). Ces

tolérances de stress conférant une symbiose, sont conformes aux dynamiques évolutives qui

doivent se produire dans les différents habitats. Les champignons endophytes s'adaptant de ce

fait au stress propre a I'habitat et procurent ainsi une tolérance a la plante qui les héberge

(Rodriguez et Redman, 2008). Cette adaptation spécifique a I'nabitat est définie a travers le

concept de symbiose HA (Habitat-Adapted), qui soutient I'nypothése que la plante et

I'endophyte établissent une interaction de symbiose permettant a la plante de survivre dans des

habitats de conditions extrémes (Peter Singh et al., 2011) (Tableau 2).

Tableau 2: Quelques exemples d’endophytes fongiques qui conférent aux plantes la tolérance

aux stress abiotiques (Singh et al., 2011).

Endophyte fongique/
Espece / souche

C. magna L2.5

C. gloeosporiooides 95-
41A

Fusarium culmorum Fc18

F.culmorum FcRed1

Fusarium sp. Alternaria
sp.

Piriformospora indica
Trichoderma hamatum
Neotyphodium sp.

N.coenophialum

Acremonium sp.
Curvularia protuberate
C.protuberata

Curvularia sp.

Stress abiotique

séchresse

séchresse

séchresse

salinité

Chaleur
séchresse
salinité
séchresse
séchresse
Séchresse/
stresse
hydrique
séchresse
chaleur
chaleur
Chaleur/

séchresse
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Plantes hotes

L esculentum

L esculentum

Leymus mollis
Oryza sativa
L esculentum
L mollis
Oryza sativa
L esculentum

L esculentum

Hordeum vulgare
Theobroma cacao
Festuca paratensis

Festuca elatior

Festuca elatior
d.lanuginosum
L esculentum

L esculentum

references

Redman et al. 2001
Redman et al. 2001

Rodriguez et al. 2008

Rodriguez et al. 2008

Rodriguez et Redman.
2008

Waller et al. 2005

Bae et al. 2009
Malinowski et al. 1997
Belesky et al. 1989

White et al. 1992
Redman et al. 2002a
Rodriguez et al. 2008
Rodriguez et Redman.
2008



Les endophytes peuvent influencer la biodiversité des communautés et les interactions
microbiennes sont donc des déterminants importants de la biodiversité des plantes (Ernst et
al., 2003).

Chez les graminées les autres plantes herbacées, les endophytes dominants sont connus
pour produire des alcaloides toxiques qui dissuadent ou empoisonnent les herbivores (Braun
et al., 2003). Comme exemple, les especes du genre Neotyphodium qui se développent en
symbiose avec de nombreuses graminées et produisent des mycotoxines de type alcaloides

présentant des propriétés insecticides et nématicides

Cependant, il a été rapporté qu'ils sont a l'origine de toxicités graves chez les animaux des
paturages tels que les ovins et les bovins (Repussard et al., 2013).

11.4. Intérét des champignons endophytes dans la promotion de la

croissance des plantes

Lors de I'association bénéfique entre une plante et un endophyte, divers mécanismes
directs et/ou indirects sont impliqués dans la protection et la stimulation de la croissance de la
plante.

Les mécanismes directs se manifestent lors de la fixation de I'azote atmosphérique, la
solubilisation des minéraux tel que le phosphore (Bio-fertilisation) et la production des
régulateurs de croissance tels que les auxines, les gibbérellines, les cytokinines et I'éthylene
(Ahmad et al., 2008). Des travaux ont rapporté également un effet direct par la production
d'HCN, de sidérophores et des enzymes de lyse cellulaire (Farrar et al., 2014).

Les mécanismes indirects peuvent se produire par le biais dun effet de
mycoparasitisme, d'une sécrétion d'inhibiteurs allélochimiques (Sturz et Christie, 2003) et/ou
d'un phénoméne de compétition avec les microorganismes pour l'espace et les nutriments
(Whipps, 2001 et Howell, 2003).

Ces microorganismes peuvent également stimuler les défenses des plantes, ce qui
provoque leur résistance contre les agents pathogenes (Bent, 2006). Des travaux ont montré
gue suite a l'inoculation de la plante avec un endophyte, des barriéres structurales avec des
appositions pariétales peuvent notamment se mettre en place par sécrétion de phytoalexines
ainsi que de protéines PR (Pathogenesis-related protein) (Harman et al., 2006).

Certaines plantes colonisées par les endophytes interagissent directement ou
indirectement par l'absorption des nutriments minéraux pour réduire ou prévenir le stress
physiologique (Vazquez-De-Aldana et al., 1999). Chez les especes tolérantes a la sécheresse,
les champignons endophytes exercent leur action non seulement lors du stockage des hydrates
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de carbone mais aussi dans la modification des caractéristiques foliaires, ce qui réduit les pertes
liées a la transpiration (EImi et al., 2000).Sous des conditions de stress causé par une
accumulation de metaux lourds, les microorganismes endophytes peuvent proteger les plantes
hotes en limitant leur transport ainsi que leur accumulation dans les tissus des vegétaux

(Languereau-Leman, 2002).

11.4.1. Solubilisation du phosphore

Le phosphore est un élément indispensable et irremplacable pour les besoins vitaux
des plantes. 1l joue un réle essentiel dans le transfert de I'énergie nécessaire a la croissance et a
I'amelioration de la production des plantes. La concentration du phosphore dans le sol, varie de
0,02 a4 0,5% (Lindsay, 1979). Cependant, une grande partie du phosphate inorganique soluble
appliqué au sol comme engrais chimique, est immobilisée rapidement et devient non disponible
pour les plantes. L'enrichissement du sol en phosphore suite a des applications de fertilisants,
dépend des caractéristiques physico-chimiques de chaque sol. Dans les sols acides, les oxydes
libres et les hydroxydes d'aluminium et de fer fixent le phosphore, tandis que dans les sols
alcalins, il est fixé par le calcium, ce qui rend le fertilisant peu efficace. Dans les sols agricoles,
la solubilisation des phosphates inorganiques est étroitement liée a l'activité des micro-
organismes du sol (Stein, 1986).

La distribution de la population de microorganismes solubilisant le phosphore au sein
de la microflore totale, varie d'un sol a un autre. Des résultats de travaux de (Zoysa et al., 1998)
ont révélé qu'il existe une grande corrélation entre le nombre de champignons totaux, ceux qui
solubilisent les phosphates et la teneur en phosphates totaux du sol. Les champignons
solubilisent plus efficacement les phosphates que les bactéries, de plus, une grande partie de
champignons conservent cette propriété tandis que la majorité des bactéries la perdent apres
plusieurs repiquages successifs (Kucey et al., 1989).

Plusieurs champignons promoteurs de la croissance tels que, Aspergillus et Penicillium
ont été décrits comme solubilisateurs du phosphore naturel (Reddy et al., 2002). L'inoculation
avec ces microorganismes améliore les propriétés physicochimiques et biologiques des sols
assurant de ce fait, une disponibilité plus élevée en phosphore, une meilleure stabilité structurale

des agrégats du sol et des niveaux du carbone dans le sol plus élevés (Kucey et al., 1989).

Les microorganismes ont la capacité de rendre le phosphore insoluble, disponible, par
les processus de solubilisation et de minéralisation. Ce processus aboutit & une baisse du PH du
milieu et la production d'acides organiques qui dissolvent directement les phosphates minéraux
ou par la chélation des cations du sol libérant ainsi les phosphates naturels (Coutinho et al.,

2011).
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11.4.2. 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 gibbeérellines 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 I'importance de ces métabolites produits par les
endophytes dans la promotion et le développement des plantes et spécialement lors des
conditions de stress nutritionnels (Waqas et al., 2014). Des résultats de travaux révélent
I'efficacité de I'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
synthese de gibbérellines et d'acide indole acétique (Wagas 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 et Khan
etal., 2013).

Les champignons endophytes ont la capacité de produire des auxines qui sont des
hormones végétales impliquées dans plusieurs aspects de la croissance et du développement
des plantes. Elles contrdlent d'importants processus physiologiques comprenant I'élongation, la
division cellulaire et la différenciation des tissus (Davies, 2004). La concentration de l'acide
indole acétique (AlA), 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'AlA et de ces dérivés a été rapportée chez plusieurs champignons
endophytes (Costacurta et Vanderleyden, 1995 et Khan et al., 2016). Des especes
appartenant aux genres Colletotrichum sp. et Penicillium sp. Sont réputées pour la production
d'AlA (Chague et al., 2009), ainsi que les especes des genres Neotyphodium sp.et Balansia sp.
(De Battista et al., 1990 et Yue et al., 2000). L'AIA microbien peut jouer un rdle 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'AlA intervient dans I'induction
des mécanismes de defense chez les plantes en les rendent plus résistantes aux stress oxydatif
(Subbarayan et al., 2010).

11.4.3. Production de sidérophores

Les sidérophores 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 l'augmentation de la disponibilité du fer soluble autour des racines ou
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indirectement par l'inhibition de la croissance des pathogénes quant au phénomeéne de
compétition pour le fer (Marek-Kozaczuk et al., 1996).

La plupart des espéces 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 interactions plantes-
endophytes (Dube et al., 2000 et Machuca et Milagres, 2003).

I1.4.4. Production de I’acide cyanhydrique

Les cyanides produits directement & partir de la glycine ou a partir des glycosides
cyanogenes sont des métabolites secondaires secrétés par plusieurs micro-organismes. L'action
bénéfique de ces composés est liée a la lutte biologique, soit par induction des mécanismes de

défense des plantes ou par antagonisme direct (Bakker et Schippers, 1987).

Les endophytes sont réputés pour la production de métabolites diffusibles et volatils
et leur présence dans les tissus de la plante peut influencer la production de ces métabolites
volatils par la plante (Rini et Sulochana, 2007 et Baysal et al., 2008). Des études ont
clairement démontré I'efficacité relative des endophytes dans la production des métabolites
comme I'HCN, qui sont impliqués dans la promotion de la croissance des plantes et la résistance
systémique induite (Nandhini et al., 2012). D’aprés (Potshangbam et al., 2017), plusieurs
champignons endophytes, Penicillium simplicissimum, Acremonium sp., Saracladium strictum

et Aspergillus ustus peuvent produire plusieurs métabolites parmi eux I'HCN.

11.4.5. Production des enzymes

Les enzymes des endophytes fongiques sont souvent isolés a partir des plantes
médicinales (Alpinia calcarata, Bixa orellana, Calophyllum inophyllum et Cathranthus
roseus), sont utilisés dans les produits alimentaires, les boissons, les confiseries, les textiles et
les industries du cuir pour simplifier la transformation des matieres premiéres. Ils sont souvent
plus stables que les enzymes dérivées d’autres sources. Les enzymes des endophytes sont des
agents de dégradation des polysaccharides disponibles dans les plantes hotes. L’ utilisation d’un
simple milieu solide permet la sélection rapide de grandes populations de champignons pour la
présence ou I’absence des enzymes spécifiques. Comme d’autres organismes envahisseurs des
tissus des végétaux, les champignons endophytes produisent des hydrolases extracellulaires ;
comme un mécanisme de résistance contre 1’invasion des pathogénes et pour obtenir la nutrition
de I’hote, de telles enzymes comprennent une pectinase, cellulase lipase laccase du champignon

endophyte Monotospora sp., xylanase, les phosphatases et la protéinase. L’éventail des
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enzymes produites différe entre les champignons et souvent dépend de I’héte et les facteurs

écologiques (Maccheroni et Azevedo, 1998).

Les enzymes pectiques sont induits en présence des substances par les mycétes
pathogénes et endophytes. Les pectinases microbiennes sont importantes dans le processus
phytopathologiques, symbiose entre le microorganisme et la plante et dans la décomposition de
la matiére végétale morte. La dégradation du tissu de centre serveur par des phytopathogénes
commence genéralement par la production des enzymes pectinolytiques, qui sont les enzymes
principales impliquées dans 1’attaque d’usine. Si un endophyte peut dégrader les substances
pectiques, ceci implique que le mycéte est susceptible d’étre un microbe pathogéne latent (Choi
et al., 2005 ; Santos et al., 2012).

11.4.6. Production des composés organiques volatiles (COVs)

Les champignons endophytes produisent divers mélanges de composés & base de
carbone en phase gazeuse appelés les composes organiques volatiles (COVSs) qui en raison de
leur petite taille sont capables de diffuser a travers 1’atmosphére et les sols. Malgré certaines
contraintes méthodologiques et technologiques, les chercheurs ont détecté et caractérisé environ
250 COV fongiques, dont beaucoup qui ont des odeurs caractéristiques et sont produits au cours
du métabolisme primaire et secondaire. Les composés organiques volatiles (COVs) fongiques
peuvent contribuer dans le succes de certaines espéces de lutte biologique de Trichoderma. Les
COVs jouent également un réle de signalisation importante pour les champignons dans leur
milieu naturel. De nombreuses interactions écologiques sont médiés par les COVs, y compris
entre les champignons et les plantes, les arthropodes, les bactéries, les champignons et autres
(Morath et al., 2012).

Les diverses fonctions des COV fongiques peuvent étre développé pour une utilisation
dans des applications biotechnologiques pour les biocarburants, la lutte biologique, et
mycofumigation. Les composes volatiles représentent une nouvelle frontiere dans la
bioprospection qui sont dérivées a partir des voies du métabolisme a la fois primaire et
secondaire (Derkaoui, 2015), et parce que les COV peuvent diffuser a travers I'atmospheére et

le sol, elles sont idéales Info-chimiques.
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11.5: Champignons endophytes comme un réservoir de métabolites

secondaires bioactifs

11.5.1. Les champignons endophytes : une usine a I'intérieur d'une plante

Les champignons endophytes représentent une ressource importante de composes
bioactifs naturels avec leurs applications potentielles dans I'agriculture, la médecine et
I'industrie alimentaire (Tan et Zou, 2001). (Owen et Hundley, 2004) ont proposé que les
endophytes sont des « synthétiseurs chimiques a l'intérieur des plantes ». Actuellement,
beaucoup de composés bioactifs synthétisés avec des activités antimicrobiennes, insecticides,
cytotoxiques et anticancéreuses ont été découverts.

Au cours de la longue période de la co-évolution, une relation bénéficiaire a été formee
entre les endophytes et leurs plantes hotes. Quelques endophytes ont la capacité de produire les
mémes métabolites secondaires ou des métabolites analogues que leurs plantes hétes. Cette
aptitude est due au fait que les endophytes s’adaptent progressivement a leurs
microenvironnements par des variations génétiques, y compris 1’insertion des fragments d'ADN
de I’hote dans leurs propres génomes, aussi bien que I’insertion de leur ADN dans le génome
de la plante héte (Zhang et al., 2006).

La production des composés bioactifs par les endophytes et leur plantes hotes avec leurs
applications potentielles est montrée dans la figure 4.

Les recherches biochimiques révelent qu’une vaste variété de produits naturels peut étre
obtenue a partir des endophytes (Schulz et al., 2002 et Strobel et Daisy, 2003). Les substances
naturelles produites par les champignons endophytes possedent un large spectre d’activité
biologique, comprenant des composés antibiotiques, antifongiques, antiviraux,
immunosuppresseurs, agents anticancéreux, antioxydants, insecticides et agents de contrdle
biologiques et autres molécules bioactives de réle fonctionnel différent (Strobel et Daisy, 2003
; Strobel et al., 2004; Zhang et al., 2006; Guo et al., 2007).

En raison de la coévolution hote-endophyte, quelques plantes qui produisent des
métabolites secondaires se sont associées aux endophytes synthétisant les mémes produits
bioactifs. Il s’aveére que la production a grande échelle de composés bioactifs est plus facile et

plus économique a partir des sources microbiennes (Tan et Zou, 2001).
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Figure 4: La production de composés bioactifs par les endophytes et leur plantes hotes avec
leurs applications potentielles (Zhao et al., 2010).
11.5.2. Les métabolite secondaires fongiques

Beaucoup de mycétes et de bactéries peuvent produire des composés appelés
métabolites secondaires (Demain et Fang, 2000). Les métabolites secondaires se caractérisent
par le fait que, leur production n’est pas indispensable a la croissance du microorganisme lui-
méme et ils sont de structure et d’activité biologique trés diverses. Habituellement, ils sont
sécrétés sous forme de mélange qui représente une structure chimique unique (Hawksworth et
al., 1995; Boiron, 1996). Les microorganismes ne produisent pas leurs métabolites secondaires
avant d’avoir terminé leur phase de croissance et d’avoir entamé la phase stationnaire, appelé
idiophase.

En effet, le métabolite secondaire peut étre un produit d’un métabolite primaire du
méme microbe (Calvo et al., 2002; Tortora et al., 2003), qui se forme (le métabolite primaire)
au moment ou les cellules se divisent durant la phase de croissance logarithmique appelée
trophophase (Tortora et al., 2003).

Le nombre de métabolites secondaires produits par les endophytes fongiques est
supérieur a celui de toute autre classe de microorganismes endophytes. Cela peut bien sdr étre
une conséquence de la fréquence élevée d'isolement des endophytes fongiques (Zhang et al.,
2006). Les produits naturels des endophytes fongiques ont un large spectre d'activité biologique
et peuvent étre regroupés en plusieurs catégories : alcaloides, stéroides, terpénoides,
isocoumarines, quinones, phénylpropanoides et lignanes, phénols et acides phénoliques,
métabolites aliphatiques et lactones (Zhang et al., 2006 ; Elfita et al., 2012 ; Lee et al., 2014

; Shukla et al., 2014).
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11.5.3. Activité biologique des métabolites fongique bioactif

Les endophytes produisent des substances a utilisation potentielle en médecine, en
agriculture ou encore en industrie. Des composés ayant des activités antibiotiques,
antimycosiques, antivirales, antioxydants, anticancéreuses et des composés suppresseurs de
I’immunité ont été isolés a partir des champignons endophytes.
11.5.3.1. Les substances antibactériennes

La fréquence croissante des souches pathogenes multi résistantes a limité 1’effet d’un
traitement antimicrobien traditionnel, ce qui implique le besoin de nouveaux agents
thérapeutiques contre les maladies infectieuses (Strobel et Daisy, 2003; Larsen et al., 2005).
Les antibiotiques sont définis comme des molécules organiques naturelles produites par des
microorganismes, sont les produits bioactifs les plus isolés a partir des endophytes. (Guo et al.,
2006). Guanacastepenes sont des molécules existantes dans les champignons endophytes ont
une activité antimicrobienne, spécialement guanacastepene A, qui a une activité antibiotique
contre Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis, 1’antibiotique periconicine A, et B
contre S. aureus et aussi altersetine, purifié a partir de I’endophyte Alternaria sp. qui affiche
une activité puissante contre des bactéries pathogenes a Gram positif (Hellwig et al., 2002 ;
Gimenez et al., 2007)(Figure 05).

Une nouvelle cytochalasine, phomopsichalasine a été isolée de I’endophyte Phompsis
sp. Dans sa structure, le macrocycle des autres cytochalasines est remplacé par un systéme
tricyclique, ce métabolite a demontré une activité lors des essais avec une concentration de
4ug/disque contre Bacillus subtilis, Salmonella gallinarum et Staphylococcus aureus (Strobel
et al., 2004).
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Figure 5: Structure d’une substances antibactériennes produite par les champignons endophytes
(Gimenez et al., 2007).

Parmi un total de quelques 10700 antibiotiques décrits pour I’ensemble du monde
vivant, environ 1600 proviennent des champignons. La répartition des organismes producteurs
dans les différentes classes ou ordres fongiques est fonction non seulement des capacités de

synthese mais aussi de la frequence des diverses especes dans la nature et de leur aptitude a se
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développer facilement en culture. Les genres Aspergillus et Penicillium ainsi que les espéces
de I’ordre des Monilliales constituent les réservoirs les plus importants (Botton et al., 1990).
Le tableau 3 : représente des antibiotiques produits par certains champignons.

Tableau 3: Mycétes productrices d’antibiotiques (Larpant larpant-Gourguand, 1996).

ORGANISMES PRODUCTEURS ANTIBIOTIQUES
Aspergillus flavus Acide aspergillique
Aspergillus fumigatus Fumagilline
Cephalosporium acremoniumii Céphalosporine
Cephalosporium caerulens Cérulinine
Fusidium coccineum Acide fusidique
Helminthsporium siccans Siccanine
Paecilomyces variotti Variotine
Penicillium chrysogentini Pénicilline
Penicillium griseofulvum Griséofluvine

11.5.3.2. Les substances anticancéreuses

De nombreux produits naturels de plantes ou de microorganismes ont été identifiés en
tant qu’agents anticancereux ; recemment les endophytes et leurs métabolites sont étudiés pour
leurs propriété anticancéreuses (Pimentel et al., 2011).

Les alcaloides 'un des agents anticancéreux, habituellement trouvé dans les
champignons endophytes. Trois cytochalasines sont identifiées comme des molécules d’activité
antitumorale, d’un endophyte, Rhinocladiella sp (Rodriguer R. J. et al., 2008). Certains
endophytes produisent des métabolites secondaires similaires & ceux de la plante hote, il est
possible qu’il est d( a un Transfer et expression d’un génome de la plante, comme dans le cas
des espéces productrice de taxol, le premier médicament anticancéreux produit par les
champignons endophytes un composé d’importance pharmaceutique, un antitumoral produit
par Taxus sp. trouvés au niveau de son endophytes, Taxomyces andreae, Tubercularia sp.
(Strobel, 2003 ;Gimenez et al., 2007) (Figure 6).

Le taxol a été trouvé dans un certain nombre de différents genres de champignons
endophytes, soit associés ou non aux ifs tels que P. microspora, Periconia sp, Taxodium
distichum, Wollemia nobilis, Phyllosticta spinarum, Bartalinia robillardoides (Gangadevi et
Muthumary, 2008) et Botryodiplodia theobromae (Strobel et al., 1993 ; Strobel et al., 1997
; lietal., 1998 ; Kumaran et al., 2008 ; Pandi et al., 2010).

30



O
S : u" . = : -
d % 2 HO O O
Y O OH o
k. §
S las \_/
Cytochalasins Taxol D

Figure 6: Structure de quelques substances anticancéreuses produites par les champignons

endophytes. (Gimenez et al., 2007).

11.5.3.3. Les substances antivirales

Il existe un besoin mondial de nouveaux composés antiviraux pour résoudre les
problémes de résistance aux médicaments. Les champignons endophytes sont considérés
comme une importante source de nouveaux métabolites antiviraux naturels destinés a étre
utilisés en médecine et dans 1’agriculture.

De nombreux agents antiviraux sont rapportés chez les champignons endophytes. Deux
nouveaux composes, l'acide cytonique A et B (Figure 7)ont été isolés du champignon
endophyte Cytonaema sp. Ces composés sont inhibiteurs de la protéase du cytomégalovirus
humain (hCMV) (Singh et Dubey, 2015).

“

P

Poo Ly g A
o . . \ ,.\a_‘
: '/,()‘,’. '0\'--.
no).\') ™ oH \:\;’”LO“ QOH
Cytonic acid A Cytonic acid B

Figure 7 : Structure de la cétonique A et B (Singh et Dubey, 2015).

Deux composés antivirales 1’alternariol et alternariol- (9) —méthyléther (figure 8) ont
été isolés a partir de la culture du champignon endophyte Pleospora tarda, associé a la plante
médicinale Ephedra aphylla. Ils inhibent le virus de I’herpés simplexe et le virus de la stomatite

vésiculaire. D'autres endophytes tels que Aspergillus sp. isolé a partir de Galium sinaicum sont
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également connus pour produire des substances antivirales actives qui arrétent la reproduction

du virus d’immunodéficience simienne (Selim et al., 2018).

Figure 8. Structure de l'alternariol si (R = H) et de l'alternariol- (9) -méthyléther si (R= CH3).
(Selim et al., 2018).

11.5.3.4. Les substances antifongiques et antilevuriennes

En raison de ’augmentation du nombre de patients atteints du virus du sida et le
nombre accru de greffés, dont le systéme immunitaire est affaibli, les infections fongiques sont
devenues un probléme de plus en plus difficile, il est donc nécessaire de trouver de nouvelles
substances antifongiques pour lutter contre ces problemes (Strobel, 2002).

Le champignon endophyte Cryptosporiopsis cf. quercina isolé d’une plante médicinale
originaire d’Eurasie Tripterigeum wilfordii, serait a I’origine de la production de cryptocandin
A (Figure 9), un peptide antimycosique lié aux échinocandines et pneumocandines, et
démontrant une activité contre Sclerotinia sclerotiorum et Botrytis cinerea (Strobel et al.,
2004).

Le cryptocandin, et ses dérivés sont mis a 1’étude pour lutter contre certain nombre de
maladies fongiques de la peau et des ongles (Strobel et al., 2004; Strobel, 2002). Il y a aussi
ambuic acid (Figure 9) un agent antifongique purifié a partir de plusieurs souches de
Pestalotiopsis microspora, un endophyte commun des foréts tropicales (Liu et al., 2001;
Strobel et al., 2004).

Plusieurs autres composés antifongiques ont été purifi€s a partir d’une autre souche de
P. microspora isolé de Torreya taxifolia, incluant pestaloside (Figure 9), un B-glucoside
aromatique et deux pyrones, pestalopyrone et hydroxypestalopyrone. Une autre souche isolée
de Taxus brevifolia produit d’autres métabolites secondaires tels pestalotiopsines A et B.

Le nombre et la nature des produits purifiés a partir de ce champignon dépendent des
conditions culturelles et la source végetale a partir de laquelle il a été isolé (Strobel et al.,
2004). Une autre espéce de Pestalotiopsis, Pestalotiopsis jesteri produit de I’hydroxyjesterone
et jesterone (Figure 9) (Strobel et al., 2004), ce dernier est 1’un des quelques produits purifiés
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a partir d’endophytes ou la synthése totale d’un produit bioactif a été accomplie (Strobel et al.,
2004).
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Figure 9 : Quelques substances antifongiques produites pas les champignons endophytes
(Zerroug, 2011).

D’autre part, un nouvel agent antifongique CR377 a été isolé a partir du bouillon de
culture du champignon endophyte Fusarium sp. isolé de Selaginella pallescens et a montré une
puissante activité contre Candida albicans dans les essais de diffusion en gélose (Brady et
Clardy, 2000). Un autre champignon endophyte Colletotrichum gloeosporioides associé a
Michelia champaca était a I'origine d'un nouveau composé, le 2-phényléthyle 1H-indol-3-yl-
acetate(figure10). Ce composé analogue a la nystatine présentait une bonne activité contre

Cladosporium cladosporioides et C. sphaerospermum (Deshmukh et al., 2018).

H

Figure 10. Structure du 2-phényléthyle 1H-indol-3-yl-acétate. (Deshmukh et al., 2018).
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11.5.3.5. Les substances antioxydantes

L’utilisation des molécules antioxydantes de synthése est actuellement remise en cause
en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels sont recherchées. Ces molécules antioxydantes suscitent de plus en plus
d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires. Elles sont également utilisées comme additifs en industrie agroalimentaire,
pharmaceutique et cosmétique (Talbil et al., 2015).

Les champignons endophytes représentent une source abondante et fiable de nouveaux
composés antioxydants naturels par exemple, le champignon endophyte Phyllosticta sp. Isolé a
partir de la plante médicinale Guazuma tomentosa peut étre une source potentielle d'antioxydant
naturel, les phénols totaux et les flavonoides présents dans I'extrait éthanolique de Phyllosticta
sp., se sont révélés étre de puissants antioxydants et piégeurs de radicaux libres tels que I'acide
2,2'-azino-bis  (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique ~ (ABTS) et  2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPH) (Srinivasan et al., 2010).

Deux cérébrosides isolés a partir de 1’endophyte Fusarium sp. ont démontré une activité
inhibitrice de la xanthine oxydase (Shu et al., 2004). Aspergillus niger un endophyte de
Cynodon dactylon aussi produit aurasperone A (Figure 11) qui inhibe également la xanthine
oxydase (Song et al., 2004).
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Figure 11: Structure de |’aurasperone. A, agent antioxydant produit par les champignons

endophytes. (Gimenez et al., 2007).

Deux composes, la pestacine et I'isopestacine (figure 12), est obtenus a partir de la
culture de Pestalotiopsis microspora, un endophyte isolé a partir de Terminalia morobensis.
Les deux molécules possedent une activité antimicrobienne et antioxydante. L’activité
antioxydante de I'isopestacine était suspectée en raison de sa similarité structurelle avec les
flavonoides, (Touseef, 2006).
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Figure 12. Structure de 1’isopestacin (A), et de la Pestacin (B) (Touseef, 2006).

11.5.3.6. Activité insecticide

Les petits producteurs de Sud-Ouest de la France avaient coutume de mettre dans les
sacs de grains des plantes odorantes comme la menthe, 1’ail ou laurier rose (ElImodafar et al.,
2000). N.oleander est utilis¢é d’une maniére traditionnelle sous forme de boutures par les
agriculteurs dans la région de Constantine pour limiter les dégats des vers blancs (Madaci et
al., 2008).

Les boutures de N.oleander ont un effet répulsif sur les larves de Rhizotrogini sp., elles
sont repoussées a une profondeur de 20cm (Madaci et al., 2008).

Les larves de Schistocerca gregaria s’alimentant avec N. oleander ne pouvaient pas
muer et leur développement a été affectée avec un taux de mortalité de 50% enregistré au 4eme
jour et100% au 12éme journée (Bagari et al., 2013).

Le traitement des adultes de Callosobruchus chinensis avec différentes concentrations
(0,1%,0,5%,1%,2,5%,5%) de [I’extrait de N.oleander provoque une mortalité de
(0,18,18,81,95%)respectivement (Aboelghar et Elsheikh, 1987).

Egalement, I’utilisation de 1’extrait de cette plante avec différents concentrations
(1%,2%,3%) contre les larves des moustiques des genres Anopheles, Aedes, Culex provoque
des mortalités qui varie entre 0 et 100% aprés 72H du premier traitement (Lokesh et al., 2010).
L'extrait aqueux des feuilles provoque une toxicité pour les quatre stades larvaires et les

nymphes d’Anopheles stephensi (Roni, 2012).
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CHAPITRE Il : Méthode d’étude des champignons
endophytes

I11.1. L’échantillonnage

Afin d’assurer un bon isolement des champignons endophytes, il faut choisir des
plantes en bonne santé ainsi qu’un matériel végétal frais (Devaraju et Satish, 2010; Gallo et
al., 2008). Pour cela, il est nécessaire de choisir des plantes saines et matures et de prélever des
échantillons aléatoires a partir d'un emplacement différent sur les plantes et les mettre dans des
sacs en plastique stériles pour le transfert au laboratoire (Khan et al., 2007). Les échantillons
collectés doivent étre préservés a une température de 4 © C en attendant d’étre utilisés, et ne

doivent pas dépasser 24 heures (Gallo et al., 2008).

I11.2. Isolement et purification des champignons endophytes

Les échantillons doivent étre rincés a I'eau du robinet pendant dix minutes pour les
débarrasser des impuretés et des débris de la surface, puis les tremper dans de I'éthanol a 70%
pendant une minute, puis dans du NaOCI (Hypochlorite de sodium) (3%) pendant 4 minutes ;
ensuite remettre les échantillons dans de I'éthanol a 70% pendant 30 secondes et rincez-les trois
fois avec de I'eau distillée stérile pendant une minute a la fois et sécher-les sur du papier filtre
stérile afin d'éliminer I'épiphyse (Khan et al., 2017).

Ensuite découper les échantillons en fragments de quelques millimetres et les placer
aseptiquement dans des boites de Pétri contenant de la gélose PDA préalablement passé a
l’autoclave a 121°C pendant 15 minutes, et supplémenté aseptiquement avec 150 mg/l de
Gentamycine pour inhiber la croissance bactérienne, (5 a 6 segments par boite), et sont mise a
incuber a 25°C. (Khan et al., 2010).

Pour vérifier ’efficacité de la stérilisation et pour confirmer que les isolats provenaient
des tissus internes, il faut procéder a 1’étalement des aliquotes provenant du troisiéme lavage
sur la gélose PDA, I’absence de champignons sur les milieux indique que la stérilisation de
surface a été bien faite et que tout champignon épiphyte a été éliminé (Pimentel et al., 2006).

Enfin, apres incubation, chaque champignon pousse sera repique plusieurs fois a partir
du tube de conservation, les spores du champignon sont mises en culture dans des boites
contenant le milieu PDA. Les boites sont ensuite incubées a 28 ° C pendant deux semaines
(Selim et al., 2018) jusqu'a I'obtention de cultures pures. Le pourcentage de colonisation est

calculé selon (Pimentel et al., 2006) en utilisant la formule suivante :

S nombre de segments colonisés
Pourcentage de colonisation = X 100
nombre total des segment
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111.3. Identification des champignons endophytes
111.3.1. Identification micro-macroscopiques des champignons endophytes
a- caractérisation macroscopique

La caractérisation macroscopique des champignons est basée sur la morphologie de ces
derniers c’est a dire la forme et la couleur de mycélium. L’identification se fait a 1’ceil nue,
observé directement sur la gélose aprés purification, elle se base essentiellement sur les
caractéres suivants :
- La vitesse de croissance : en mesurant le diamétre de la colonie.
- La texture de colonie : velouté, laineux, poudreuse.
- La couleur : du recto et du verso de la boite de pétrie.
- La pigmentation : présence ou I’absence d’un pigment diffusible dans le milieu.
- La forme de colonie : régulier, irrégulier, dentelé, filamenteux.
- L’exsudat : présence ou absence des gouttelettes.
b- Caractérisation microscopique
- Technique des lamelles

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait apres la réalisation d’un

étalement entre lame et lamelle et coloration de la préparation au lactophénol Bleu Cotton. Un
fragment de colonie et prélevé a 1’aide d’une anse de platine et déposé sur une lame porte-objet,
une goutte de colorant lactophénol, est ensuite dissocié, puis recouvert d’une lamelle couvre-
objet qui écrase la préparation (Chabasse et al., 2002). Un examen a I’objectif 100 suffit pour
mettre en évidence la plupart des éléments importants de diagnose. Les critéres d'identification
microscopique sont : le thalle (septé ou siphoné), I'aspect, la forme et la taille des spores et la
présence ou l'absence des formes protectrices (les chlamydospores) (Ghourri, 2015).

- Technique du scotch

La technique du scotch consiste a adhérer a 1’aide d’un bout de scotch une fraction
mycélienne a partir d’une culture jeune et de la coller sur une lame contenant quelques gouttes
de bleu de méthyléne. Il convient d’¢éliminer I’excés de colorant autour du scotch avec une
feuille de papier absorbant. Les observations microscopiques sont effectuées aux

grossissements x40 (Chabasse et al., 2002)
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111.3.2 Identification moléculaires des champignons endophytes
111.3.2.1.Extraction de ’ADN

L’extraction de 1’ADN génomique des isolats fongiques se fait suivant le protocole
décrit par (Abdullah et al., 2005) :

Trois fragments de chaque isolat (5 x 5 mm) sont récupérés a partir du bord d'une
colonie et déposés dans 100 ml de milieu liquide (Potato-Dextrose-Broth). L’incubation sont
réalisée pendant 3 a 4 jours a la température ambiante sur un agitateur rotatif (120 tours par
minute). Le mycélium obtenu est recueilli par filtration sous vide sur du papier filtre stérilisé.
Le mycelium lyophilisé est déposé dans des Eppendorfs stériles et soumis a un choc thermique
dans de I’azote liquide. Ce mycélium lyophilisé est transféré dans des eppendorfs de 1,5 ml
contenant des microsphéres en verre stériles, puis un volume de 600 ul de tampon d’extraction
d’ADN [Tris-HCI PH 8,4 a 100 mM, de NaCl a 1,4 M, de I’acide éthyléne-diamine-tétra-
acétique a 25 mM (EDTA), de bromure d’hexa-décyl-triméthyl-ammonium (CTAB) a 2%] sont
ajouté.

Les eppendorfs sont agités manuellement pendant 5 minutes et placés ensuite dans un
bain Marie a 65 °C pendant 1 heure et mélangés de temps a autre. Le surnagent est transféré
dans un autre eppendorf auquel un volume de phénol: chloroforme (300 pl : 300 pl) sont ajouté,
puis centrifugé pendant 5 min a 5000 rpm pour assurer la purification de I’ADN. Le surnagent
est séparé du culot et un volume de 600 pul de chloroforme est ajouté, puis centrifugé a 5000
rpm pendant 5 minutes.

Pour faire précipiter I’ADN, un volume de 600 pl d’isopropanol glacé centrifugé a
10000 rpm pendant 10 min sont ajouté. Les culots d’ADN sont lavés deux fois dans 1’éthanol a
70%. Les eppendorfs sont ouverts sous la hotte pour une évaporation compléte de 1’éthanol.

L’¢étape finale consiste a récupérer les culots d’ADN pour les remettre en suspension

dans le tampon TE (Tris-HCla10 mM , pH 7,5 et EDTA a 1 mM).

L'ADN est quantifié en utilisant le bis-benzimide Fluorochrome (Hoechst) avec
I’ ADN de thymus de veau, selon (Ausubel et al., 1992). La quantité d’ADN extraite est évaluée
par la mesure de la Densité Optique (DO) a une longueur d’onde de 260 nm en utilisant un
spectrophotometre du type Nano Drop (ND-1000). Afin de déterminer la pureté de I’ADN, une
autre mesure de la DO est effectuée a une longueur d’onde de 280 nm. Ainsi, le rapport entre
la DO260 / DO280 constitue un moyen évaluatif numérique permettant d’apprécier la qualité
de I’ADN extrait. Ce dernier est considéré pur lorsque le rapport est compris entre 1,8 et 2.

L’ADN purifié et quantifié est par la suite stocké a 4 °C jusqu’a son utilisation.
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111.3.2.2. Amplification et séquengage

Les Amorces ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) et ITS1-F (5-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") (Gardes et Bruns, 1993) sont utilisées pour
I’amplification par la méthode PCR (Polymerase Chain Reaction) des régions transcrites
internes (ITS1 et ITS2). Ces deux régions encadrent un fragment d’une taille de 600 pb.
L’amplification sont réalisée dans un volume final de 20 pl, contenant 1 x tampon de réaction,
les dNTP a 0,2 mM (Sigma-Aldrich, St. Louise, MO, USA), de MgCI2 a 2 mM, la Go-Taq
DNA polymerase a 0,5 U ; 0,3 uM de chaque amorce et 20 pl de matrice d’ADN.

Les réactions PCR sont réalisées dans un thermo-cycleur PTC100 (Perkin-Elmer,
USA) et le programme d’amplification consiste en une étape de dénaturation initiale a 95 °C
pendant 8 minutes et 35 cycles de 30 secondes de dénaturation a 95 °C, 20 secondes
d'hybridation a 55 °C et 60 secondes d’extension a 72 °C.

Apres amplification, 1 pl de chaque produit PCR additionné avec 1 pl de tampon
chargé contenant du glycérol, 8 ul de tampon TE (Tris-HCla 10 mM , pH 7,5, EDTA a1 mM)
sont séparés sur un gel d’agarose a 2% coloré avec du SYBR Green a 2,5 pl et visualisés sous
une lumiere ultraviolette. La taille des fragments d’ADN générés est déterminée par
comparaison avec la gamme de concentrations d’ADN standard de taille moléculaire connue
(100 pb) « Gene Ruler DNA Ladder».

Les sequences nucléotidiques amplifiées par PCR sont purifiées en utilisant le kit
commercial (GE Heathcare), selon les instructions du fabricant et puis les amplifiés en utilisant
les mémes amorces. La correction des séquences se fait par le logiciel phred, assemblés et taillés
pour des positions de haute qualité et regroupés en OTUs (Operational Taxonomic Units) a une
similarité de séquence de 97% en utilisant Mothur v 1.7.2 (Schloss et al., 2009). Les séquences
ont été comparées avec toutes les séquences dans la banque de génes GenBank au moyen de
recherches BLAST afin d’évaluer I’appartenance taxonomique des souches (Altschul et al.,
1990).

111.3.2.3. Analyse phylogénétique

Plusieurs arbres phylogénétiques doivent construits sur la base des séquences
nucléotidiques des ITS. En utilisant le programme BLAST pour récupérer les séquences ITS
fongiques Gen Bank présentant la plus grande ressemblance avec les souches étudié (Altschul
et al., 1990). Pour harmoniser toutes les séquences en utilisant Mafft v7.123b (Katoh et
Standley, 2013) avec le G-INS-i algorithme, pour le lissage des régions mal alignées dans

I’alignement multiple, en utilisant Gblocks v0.91b (Castresana, 2000).
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Avant de poursuivre I’analyse des donnée, deux méthodes de construction d’arbres
phylogénétiques Neighbor-Joining (NJ) ; méthode du plus proche voisin basée sur la
ressemblance globale entre les séquences et la méthode de package ape v3.2 R v3.0.2 (Paradis
etal., 2004 et Team R. C, 2013).

I11.4. Dépistage préliminaire de I’activité antimicrobienne

Pour évaluer I’activité antimicrobienne des champignons endophytes on peut utiliser
la technique des cylindres d'agar (Test d’antibiogramme) contre des bactéries pathogénes et la
technique de la double culture (Test d’antagonisme) contre des champignons pathogénes

I111.4.1. Technique des cylindres d'agar (activité antibactérienne)

Les disques cylindriques (6 mm de diametre) doivent étre découpés a partir d’une
culture du champignon endophyte sur PDA agée 14 jours. et placés les disques ensuite sur des
boites de Pétri inoculées préalablement avec les bactéries pathogenes. Les boites sont
conservées pendant 2 heures a 4°C pour permettre la diffusion des substances antibactériennes
existantes dans les cylindres d’agar, puis incubées pendant 24 heures a une température de
37°C. Les zones d'inhibition claires autour des cylindres d’agar représentant l'activité

antibactérienne sont mesurées (Ramesha et Srinivas, 2014).

111.4.2. Technique de la double culture (activité antifongique)

Cette méthode est utilisée pour tester I'effet inhibiteur de I'isolat d’endophyte sur la
croissance radiale des champignons phytopathogénes. Deux disques de 6 mm de sont découpés
I’un a partir d’une culture de 1'endophyte dgée de 10 jours; et ’autre de 1'agent pathogene. Et
les déposés de part et d’autre de chaque boite contenant du PDA, avec une distance d'environ 5
cm entre les deux disques. Les boites controles sont inoculées seulement avec les champignons
phytopathogénes. Ensuite incubées toutes les boites a une température ambiante (25-30 °C).
Au bout de 7 jours, les rayons de la colonie du champignon phytopathogéne dans les boites
contrdles et en double culture sont mesurés. Le pourcentage d'inhibition est calculé en utilisant

I'équation suivante :

Pourcentage d’inibition(%) = (A—B / A) x 100
Ou :
A = rayon de I’agent pathogene dans la boite controle

B = rayon de I’agent pathogéne en double culture
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111.5. Fermentation et extraction des metabolites secondaires

I11.5.1. Fermentation fongique

111.5.1.1. La fermentation fongique en milieu liquide

Le champignon doit étre cultivé dans un milieu liquide comme le malt extract broth
(MEB) en inoculant des disques d’agar de la culture fongique pure en croissance active (6mm
de diametre) dans des flacons de 250 ml, contenant 50 ml du milieu préalablement autoclavé a
121°C pendant 20 minutes et une incubation de 28 + 2°C pendant 21 jours avec une agitation
périodique (Park et al., 2003).

111.5.1.2 Fermentation en milieu solide

La fermentation en milieu solide doit étre réalisé selon la technique utilisée par
(Nwakanma et al., 2016) avec certaines modifications. En bref, 7 g du son riz ou son de blé
mélangé a 10 ml d'eau ont été verses dans des flacons de 250 ml, puis autoclavé a 121°C pendant
30 minutes. Des disques de 6 mm de diamétre contenant les spores de I’endophyte cultivé
précédemment sur du PDA pendant 10 jours a 28°C sont ensemenceés dans les flacons contenant
le son de riz ou de blé. Ensuite incubés tous les flacons sont a une température de 25 a 27 °C

pendant 21 jours avec une agitation périodique.

I111.5.2. Procédure de I’extraction
111.5.2.1. Extractions des métabolites secondaires a partir du milieu liquide

Apres 21 jours d’incubation, I’extraction se fait au moins par trois solvants de polarité
différente : comme I’acétate d’éthyle, le chloroforme et I’n-hexane. Le contenu de chaque
flacon de fermentation est filtré a travers une gaze stérile, afin de séparer le mycélium du milieu
de culture. Ce dernier est mélangé au méme volume de I’acétate d’éthyle (1v :1v), Une agitation
de 30 min est ensuite réalisée. La solution est ensuite mise au repos dans des ampoules a
décanter pour séparer les deux phases. La phase organique est récupérée et séchée a I’air, et
ensuite diluer dans du DMF (N, N-diméthylformamide) le stockage se fait a 4°C jusqu’a leur
utilisation. La phase inorganique est ré-extraite par la méme méthode avec les deux autres

solvants pour obtenir a la fin des extraits bruts Figurel3 (Ouzid et al., 2018).
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Figure 13: Fermentation et extraction des métabolites secondaires en milieu liquide. (Ouzid et
al., 2018).
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111.5.2.2. Extraction des métabolites secondaires a partir du milieu solide

La méthode décrite par (Nwakanma et al., 2016) est utilisée avec quelques
modifications. A la fin de la période de la fermentation en milieu solide, les métabolites
secondaires sont extraits par 3 solvants de polarité différente : 1’acétate d’éthyle, le chloroforme
et I’n-hexane. Initialement, 80 ml d'acétate d'éthyle sont versés dans les flacons contenants le
son de riz ou le son de blé fermentés. Une tige de verre est utilisée pour casser les amas formés
pendant l'incubation. Au bout d’une agitation de 24 heures, le solvant est filtré a travers du
papier wattman dans un bécher. La phase solide ensuite ré-extraite par la suite par les deux
autres solvants avec la méme maniere. En fin, toutes les phases organiques sont laissées sécher
a l'air, pesées et dissoutes dans le DMF, puis stockees a 4°C. Figurel4 (Nwakanma et al.,
2016)
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Figureld : Fermentation et extraction des métabolites secondaires en milieu solide.
(Nwakanma et al., 2016)

I11.6. Méthode de séparation et identification des meétabolites

secondaires fongiques

Parmi les méthodes les plus utilisées dans ce genre de recherche est la
chromatographie. Les techniques de chromatographie sont développées avec une rapidité, au
cours de ces 40 derniéres années, que leur utilisation en chimie analytique est devenue
incontournables tant au laboratoire de recherche qu'au laboratoire de contrdle. A l'origine, ces
techniques sont utilisées pour la séparation des substances colorées (d'ou son nom), la
chromatographie est aujourd’hui une méthode puissante d'analyse qualitative et quantitative
comme la chromatographie sur couche mince (CCM), la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC), la chromatographie en phase gazeuse (CPG) couplée a la spectrométrie
de masse (GC-MS) (Neilson, 2000).
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111.7. Activités antifongique et antibactérienne et anti levurienne
des extraits obtenus apres extraction (Méthode de diffusion en
disque)

Afin de déterminer 1’activité antimicrobienne des extraits obtenus, on utilise la
méthode de diffusion sur disques (Hazalin et al., 2009). Les boites contenant du nutrient agar
(NA) et du Sabouraud dextrose agar (SDA) sont inoculées avec 100 ul des suspensions
bactériennes et les suspensions fongiques et de levure respectivement

Chaque extrait fongique est dissous dans du dimethylsulfoxide (DMSO) de facon a
obtenir une concentration de 1mg/ml, 10 ul de chaque extrait est déposé a I’aide d’une pipette
sur les disques stériles (6 mm de diamétre) placés a la surface des géloses préalablement
inoculéses avec les bactéries et les champignons pathogénes, le DMSO est utilisé en tant que
contrble négatif.

Les boites ainsi terminées sont laissees pendant 2 heures a 4°C afin que les métabolites
puissent diffuser ensuite elles sont mises a incuber a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries,
30°C pendant 48 heures pour la levure et 72 heures pour les champignons.

Le diametre des zones claires autour des disques révélant 1’activité antimicrobienne
des extraits est mesuré. Et les tests sont effectués en triplicata (Zerroug, 2011) (figure 15)

(figurel6).

disques stériles imbibé d’ extrait

fongique Tapi bacterien ou levurien
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1 incuber a 37°C ! i
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Les boites pétri contenant du (NA) Diamétre d'inhibition
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Figure 15 : Principe de la méthode de diffusion par disque (Ganou, 1993)
L 4

Figure 11 : Quelques zones d’inhibition des extraits fongiques (A: effet sur la bactérie

Staphylococcus aureus. D: effet sur la levure Candida albicans) (Zerroug, 2011).
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Conclusion Générale

Au cours de ce mémoire, nous avons étudié les champignons endophytes afin de mieux
cerner leur impact sur le fonctionnement des écosystemes et leur importance dans le domaine

de la thérapie humaine.

Les champignons endophytes sont un groupe polyphylétique tres diversifié. lls sont
constitués principalement d’espéces appartenant au phylum Ascomycota et colonisent
asymptomatiquement les milieux intra- et extracellulaires des plantes. 1ls sont divisés en quatre
classes selon la famille d’endophyte concerné, la localisation des tissus colonisés et le mode de
transmission. Leur large distribution et le taux de colonisation élevé des tissus végetaux dans
Tous les écosystemes suggerent leur réle écologique important. Ils agissent notamment sur les
plantes hotes, le plus souvent en augmentant leur productivité ou en améliorant leur tolérance
aux stress abiotiques et biotiques. 1ls modifient la diversité végétale en augmentant les effets

allélopathiques des plantes hotes principalement via la production de métabolites bioactifs.

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

microorganismes associés aux plantes.

Les champignons endophytes sont également capables de produire un trés grand nombre
de métabolites secondaires de structures chimiques extrémement différentes et possédant un
spectre d’activité pharmacologique trés large. On retrouve parmi ces métabolites le paclitaxel
(Taxol®) ou la cytochalasines a activités anticancéreuses, ou encore la lovastatine a activité
hypocholestérolémiante. Malgré cette potentialité remarquable de produire de nombreux
métabolites d’intérét, aucun d’entre eux n’a pour l’instant été exploité en production
industrielle, principalement a cause du faible Rendement de production. Plusieurs stratégies
sont encoure d’études afin d’isoler de nouvelles souches ou d’améliorer le rendement de
production en agissant directement sur des souches ou en optimisent les conditions de culture.
Ces stratégies devraient permettre d’utiliser les champignons endophytes pour produire des
médicaments a [’échelle industrielle et d’éviter les conséquences écologiques peuvent

provoquer la surexploitation de certaines espéces végétales.
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