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Introduction générale

Introduction

Depuis longtemps, les organismes minent la vie de I’homme, qui tente souvent de
combattre ces bio-agresseurs. Les ravageurs nuisibles des cultures peuvent avoir des effets
tres importants. Ceci est expliqué en partie par I’absence de leurs ennemis naturels, qui ont

contrdle naturellement 1’abondance (LAMBERT, 2010).

En réponse a ces problémes, I’homme met au point des pesticides chimiques mais il se
rend rapidement compte qu’ils amenent leur lot de complications, tant6t sur le plan
agronomique (développement de la résistance chez les organismes visés aux pesticides,
intensification tres poussée des processus techniques couteux...etc.), écologique
(phytotoxicité, pollution des eaux et des sols, destruction de la faune auxiliaire...etc.) ou

anthropique (altération de la santé humaine) (LAMBERT, 2010).

Il est aujourd’hui reconnu que [’utilisation sans cesse croissante des pesticides
chimiques en agriculture, constitue un sérieux probléme de santé publique en raison de la
teneur de plus en plus appréciable des residus dans le produit récolté et consomme. C'est
pourquoi le recours a des stratégies alternatives de lutte plus efficaces, rassurantes et durables
est devenu actuellement plus qu'une nécessité en vue de préserver une qualité de vie (Yovo,
2010).

L’attention aujourd’hui, semble se porter sur I'utilisation des biopesticides comme
une alternative plus viable que les pesticides chimiques. Ce vocable désigne les pesticides
d’origine biologique, c-a-dire des organismes vivants ou substances d’origine naturelle
synthétisée par ces derniers et plus généralement tout produit de protection des plantes qui
n’est pas issue de la chimie (YOVO, 2010).

Une nouvelle prospective dans 1’agriculture est 1’usage de micro-organismes qui
protégent les plantes contre les nuisibles et maladies. L’un des groupes de ces micro-
organismes qui peut étre utilisé pour ce but est les champignons endophytes (PINEDA et al.,
2010 In AMIN et al., 2013).

Les champignons endophytes sont considérés actuellement comme un des groupes
biologiques les plus promeétteux en matiere de protection des plantes contre bon nombre de
ravageurs et pathogenes (CLEMENT et al., 1997; AZEVEDO et al., 2000; LACEY et al., 2001,
WHETSTONE & HAMMOCK, 2007; VEGA et al., 2009) pour diverses raisons dont: I'efficacite,
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la sélectivité, la préservation de lintégrité naturelle de I'écosysteme, préservation des
auxiliaires, une courte période de rémanence, faible toxicité, diminution des risques de
développer de la résistance, ainsi qu’une facilité de production a 1'échelle industrielle (YOVO,
2010).

C’est dans ce contexte la que se justifie la présente étude qui vise a exploiter les
potentialités aphicides de quelques mycotaxons endophytes, isolés a partir de deux espéces
vegétales; le faux-poivrier (Schinus molle, Anacardiaceae) et le Harmel (Peganum harmala,
Zygophyllaceae), et voir si ces deux espéces végétales, réputées déja pour leurs vertus
médicinaux et agrochimiques, peuvent servir comme source de champignons endophytes
biologiquement actifs a I'égard de deux especes aphidiennes: Aphis pomi et A. fabae
(Hemiptera, Aphididae).

Nous pouvons lister les objectifs de cette étude comme suit:

1- Caractérisation de la diversité mycoendophyte chez les deux plantes ayant une
importance ethnobotanique.

2- Sélectionner des mycotaxons et tester expérimentalement leurs pouvoirs insecticides
vis-a-vis les deux ravageurs ciblés. Pour cela, ce test doit étre réalisé suivant 1’usage
des extraits ou filtrats fongiques.

3- Evaluation de Defficacité de ces filtrats fongiques tienne en compte la mortalité
enregistrée (en fonction de la concentration) dans un intervalle chronologique bien
distinct.

4- Etude de I’activité enzymatique protéolytique.

5- Etude de la relation entre [’activité protéolytique et la croissance radiale des

champignons endophytes testés.



Chapitre -I- Revue bibliographique

1.1 Les champignons endophytes

1.1.1. Définition

Dans la littérature mycologique, le mot endophyte est dérivé du Grec qui signifie
«dans la plante» (endo = endon, signifie "dans”, phyte = phyton, signifie "plante™)
(JALGAONWALA et al., 2011; SCHULZ & BOYLE, 2005 In ORLANDELLI et al., 2012). Le
terme spécifique endophyte a été introduit pour la premiere fois par DE BARY (1866) et a été
utilisé pour décrire tous les organismes vivants a I’intériecur des plantes supérieures (figure 01)
(WILSON, 1995 In VEGA et al., 2008; PADHI et al., 2013).

La définition la plus couramment utilisée pour décrire les endophytes est celle de
PETRINI (1991) qui définit les endophytes comme étant tous les micro-organismes vivants
dans les tissus végétaux internes au moins pour une durée de leurs cycles de vie et peuvent
coloniser les tissus internes des plantes sans causer de dommages apparents chez 1’héte, bien
qu’ils puissent aprés une période de latence ou d’incubation causer de maladies (TEJESVI et
al., 2006; HYDE & SOYTONG, 2008; MOMOTA et al., 2012). Ces associations avec les plantes-
hotes ont été rapportées dans les relations de mutualisme (SCHULZ et al., 2002 In
RAKOTONIRIANA et al., 2007) et commensalisme (DECKERT et al., 2001 In RAKOTONIRIANA
et al., 2007) a des pathogenes latents et quiescents (SINCLAIR & CERKAUSKAS, 1996 In
RAKOTONIRIANA et al., 2007).

Les définitions les plus acceptées et utilisées sont les suivantes:

1. «Les endophytes sont les champignons et les bactéries qui, pour une partie ou la
totalité de leurs cycles de vie, causent des infections inapercus et asymptomatiques des tissus
végétaux» (WILSON, 1993, 1995a In FAETH & HAMMON, 1996; WILSON, 1995 In ELAMO et
al., 1999; WILSON, 1995 In SEENA & SRIDHAR, 2004).

2. «Les endophytes sont des mutualistes qui colonisent les parties aériennes des tissus
vivants de plante sans causer des symptomes de maladie» (CARROLL, 1986 In SUN & GUO,
2012; ARNOLD et al., 2003 In RAMESHA et al., 2013).

3. «Les endophytes sont le groupe qui colonise les tissus vivants internes des plantes
sans causer des effets négatifs immédiats» (HIRSCH & BRAUN, 1992 In STONE et al., 2000;
STONE et al., 2000 In DESHMUKH, 2007; BACON & WHITE, 2000 In KHARWAR & STROBEL,
2011).
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La colonisation des tissus est inter- et / ou intracellulaire (SHULZ & BOYLE, 2005 In
PEDRINI et al., 2009; TAN & Zou, 2001 In RUSMAN, 2006). lls furent découverts pour la
premiére fois chez les graminées fourragéres (DE BARY, 1866 In PIRTTILA, 2001) ainsi que
chez les espéces ligneuses, en particulier les coniferes (LEwWIS, 1924 In STEFANI & BERUBE,
2006). Ces endophytes ont été trouvés presque dans toutes les plantes étudiées (WILSON,
1995 In ARNOLD et al., 2000; BACON & WHITE, 2000 In HASSAN, 2007).

5 T vee
Figure 01: Stroma de Balansia epichloé dans les feuilles de Sporobolus (Poaceae)
(STONE et al., 2004).

1.1.2. Taxinomie et diversité

Les champignons endophytes sont extrémement diversifiés et ont été associés aux
plantes pour plus de 40 millions d’années (KRINGS et al., 2007 In SUN & GUO, 2012), ceci est
attribué essentiellement au fait que ces micro-organismes ont établi des associations avec une
multitude d'espéces végétales appartenant aux diverses familles botaniques, qui colonisent a
leur tour une vaste gamme de biotopes (SUN & GuO, 2012; PADHI et al., 2013). Ils sont
omniprésents et se produisent dans toutes les plantes connues y compris les mousses (DAVEY
& CURRAH, 2006 In SUN & Guo, 2012), les fougeres (SWATZELL et al., 1996 In SUN &
GuUO, 2012), les graminées (SU et al., 2010 In SUN & GUO, 2012), les lichens (LI et al., 2007
In HYDE & SOYTONG, 2008), les arbres a feuilles caduques et les coniferes (SUN et al., 2011
In SUN & GUO, 2012).
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Les champignons endophytes consistent principalement par I’ordre des Ascomycota

(SUN & GuoO, 2012). Dans le tableau 01, seulement quelques groupes endophytes sont

présentes.

Tableau 01. Tableau récapitulatif de quelques groupes fongiques endophytes majeurs.

Groupe taxonomique

Plantes-hotes .Type. Références
d’infection
Groupe exemple
- CLAY & CHEPLICK, 1987.
- DIEHL 1950, WHITE 1993,
Balansieae . Poaceae 1994a In STONE et al., 2004.
. - Epichloe sp. ] .
(Clavicipitaceae, - Balansia sp Cypéraceae Systémique | - SCHARDL et al., 1991.
Ascomyceétes) ' Juncaceae - BUSH et al., 1997, SCHARDL
2001, FAETH et al., 2002 In
BENSACI, 2006.
;Eiﬁiﬁﬁfﬁgfz?ore”a - Poaceag des - WHITE et al., 1990 In STONE
Endophytes non- . L regions temperees. etal., 2004.
L Trichachne Insularis.
clavicipitaceae. - Gliocladium-like o Non- -LATCHetal., 1984 In STONE
(plusieurs familles - Poaceae prairiales. systémique | et al., 2004.
, \ endophytes et
d’Ascomycetes). . . - SIEBER et al., 1988
Phialophora-like
In SIEBER, 2007.
endophytes.
- Alternaria alternata.
Endophytes non- | - Cladosporium sp. i
systémiques - Didymella phleina. Poaceae s s![\lé(r)r?i Ue -S$(I)$\ISEE;§I Cé‘(%aE’ 19871In
des Poacées. - Epicoccum y g B '
purpurascens.
- Rhytismales;
Tryblidiopsis -
Endophytes des y psis, LIVSEY & MINTER, 1994 In
lantes ligneuses Lophodermium. Coniferes arbres STONE et al., 2004.
p, g - Leotiales; - - WHALLEY, 1993; PETRINI et
pérennes. . et arbustes.
R Tiarosporella, al., 1995 In STONE et al.,
(Ascomyceétes).
Ceuthospora. 2004.

- Xylariaceae; Xylaria.
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1.1.3. Transmission
La transmission des champignons endophytes s’effectue via deux principaux modes;
1.1.3.1. Transmission verticale:

C'est la transmission du champignon endophyte systémique a partir de la plante-hote
vers la descendance par lintermédiaire de ses graines. La transmission est effectuee
généralement via les formes végétatives du champignon (hyphes) (SAIKKONEN et al., 2004).
C’est le principal mode de transmission chez les champignons et il est connu notamment chez

les Graminées (FAETH, 2002 In MANSOURI, 2011; SAIKKONEN et al., 2004) (figure 02).
1.1.3.2. Transmission horizontale:

Ce second mode s’effectue via les spores. Les champignons peuvent étre transmis soit
par des spores sexuées ou des spores asexuées pour infecter d’autres plantes de la méme

espece ou d’espéces différentes (ARNOLD et al., 2000; SAIKKONEN et al., 2004) (figure 02).

| Transmission

Transmission

horizontale
) e ————
verticale via les spores
par les semences sexuées
‘ [
| AR ih s N E AL »
y —> s via les spores
X asexuées

Figure 02: Principaux modes de transmission chez les champignons endophytes
(SAIKKONEN et al., 2004).

1.1.4. Role des endophytes

Les champignons endophytes jouent des roles vitaux dans divers aspects de vie qui
varient de ses effets sur les plantes-hotes a ses effets sur I’environnement et la vie humaine
(SELIM et al., 2012). L’association des endophytes avec les plantes-hOtes est connue pour
améliorer la croissance et la vigueur de ces derniéres (TING et al., 2008 In TING et al., 2010),
rehausser I’absorption des ¢léments nutritifs chez la plante-hOte (CHANWAY, 1996 In TING et
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al., 2010) et conférer potentiellement la résistance des plantes contre les infections des bio-
agresseurs (TING et al., 2007 In TING et al., 2010). Ces endophytes représentent une source de
métabolites biologiquement actifs d’importance médicale et agricole (DURAN et al., 2005 In
PAUL et al., 2006; LI et al., 2008 In MOLINA et al., 2012; KHARWAR et al., 2009 In COSTA et
al., 2012; ScHuULZ et al., 2002 In AL-MAHI et al., 2013).

1.1.4.1. Role physiologique dans les plantes-hotes:

La présence des endophytes dans les plantes-hotes est bénéfique a leurs hotes. Les
endophytes peuvent activement ou passivement conférer la capacité de maintenir et
d’améliorer les performances biotiques de plante a travers différents mécanismes tels que les
métabolites secondaires qui augmentent la résistance de la plante aux facteurs de stress
biotiques et abiotiques (SELIM et al., 2012).

Beaucoup des champignons endophytes sont rapportés pour étre capables de fixer
I’azote, solubilisation du phosphate, production des hormones telles que 1’auxine, I’abscisine,
gibbérellines et 1’acide indolacétique (BODDEY et al., 2003, LOIRET et al., 2004, SANDHIYA
et al., 2005, FIRAKOVA et al., 2007 In SELIM et al., 2012).

L’endophyte basidiomycéte Piriformospora indica peut servir comme un systéme
modele pour élucider les mécanismes de compréhension nutritive et de 1’amélioration des

performances de la plante (SELIM et al., 2012).

Les endophytes peuvent aider les plantes a tolérer et supporter les facteurs de stress
biotiques et abiotiques (stress hydrique, salin, hautes températures, ...etc.) (MALINOWSKI &
BELESKY, 2000 In SELIM et al., 2012). La présence de 1’espéce endophyte Curvularia sp.
associée avec ’espece végétale Dichanthelium lanuginosum qui fréquente les régions ou la
température du sol peut atteindre 57°C, peut tolérer mieux les hautes températures du sol et le
stress hydrique (REDMAN et al., 2002 In SELIM et al., 2012).

WALLER et al., (2005) In SELIM et al., (2012), ont rapporté la possibilité de
I’endophyte Piriformospora indica pour induire la résistance aux maladies fongiques et la

tolérance de la salinité dans 1’orge.

Les effets des endophytes dans la photosyntheése ont été démontrés, c’est I’exemple de
I’endophyte Colletotrichum musae qui a diminué la capacité photochimique (capacité
photosynthétique) dans la banane (PINTO et al., 2000 In SELIM et al., 2012).
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En conclusion, il a été constaté que les plantes colonisées par ce groupe d’endophytes
se développent mieux, ceci est di en partie a la synthése de certaines types de régulateurs de
croissance (hormones) (BODDEY et al., 2003, LOIRET et al., 2004, SANDHIYA et al., 2005,
FIRAKOVA et al., 2007 In SELIM et al., 2012).

1.1.4.2. Protection contre les micro-organismes pathogenes et les

herbivores:

Ce groupe fongique peut protéger leur plantes-hdtes contre les pathogenes (GWINN &
GAVIN, 1992 In D’AMIcO et al.,, 2008) et les herbivores (ARNOLD et al., 2003,
RAKOTONIRIANA et al., 2007, BACON et al., 1977 In D’AMICO et al., 2008; LEHTONEN et al.,
2005 In BAO, 2009; AKELLO et al., 2007 In SELIM et al., 2012). Les endophytes systémiques
et foliaires peuvent réduire la capacité nutritive chez les vertébrés herbivores par production
des alcaloides toxiques (SCHARDL, 2001 In SELIM et al., 2012). Ces endophytes peuvent
induire la résistance aux maladies (BAE et al., 2008 In SELIM et al., 2012).

La protection des endophytes contre les pathogenes est élucidé dans le systeme de
Fusarium oxysporum. L’endophyte non-pathogéne F. oxysporum Fo47 inhibe le pathogene F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici et réduit les symptdmes de la pourriture racinaire chez la
tomate (BOLWERK et al., 2005 In SELIM et al., 2012). La colonisation de la racine par
Phialophora graminicola peut réduire le développement du pathogéne Gaeumannomyces
graminis par compétition envers 1’espace et les éléments nutritifs (DEACON, 1981 In SELIM et
al., 2012).

NARISAWA et al., (2002) In D’AMICO et al., (2008) ont prouvé que les endophytes
Phialocephala fortini, Fusarium sp. et autres espéces presque éliminent le flétrissement de

I’aubergine causé par Verticillium sp.

Les champignons Clavicipitaceae produisent des alcaloides toxiques contre les bio-
agresseurs et les vertébrés herbivores et la plupart des champignons endophytes peuvent
similairement jouent un réle dans la protection de I’hdte contre les insectes nuisibles et les

herbivores (SELIM et al., 2012).

L’un des mécanismes de résistance contre les herbivores est 1’amélioration totale des
performances de la plante par les endophytes afin de tolérer ces derniers (GEHRING &
WITHAM, 2002 In SELIM et al., 2012). Un exemple des maladies provoquées par les
endophytes est la toxicose de la fétuque touchant les ruminants et les chevaux aprés avoir pris
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de Festuca arundinaceae infectée par le champignon endophyte Epichloé typhina; des
symptémes tels que rythme cardiaque lent, suppression du systeme immunitaire, problemes
de reproduction atteignent les animaux (ROBERTS & ANDRAE, 2004 In ZERROUG, 2011).
ROBERTS et al., (2005) In ZERROUG, (2011) ont démontré que cette toxicose est dle a un
certains nombres de composés tels que 1’acide lysergique, les amides et I’ergopeptine, dont de
forte concentration de ces derniers a été trouvé infectant les semences et les feuilles des

herbes.
1.1.4.3. Protection contre les insectes:

Ce groupe fongique peut protéger leur plantes-hétes contre les insectes ravageurs
(ARNOLD et al., 2000; PAUL et al., 2006; GoGol et al., 2007; HUANG et al., 2008; ROWAN &
LATCH, 1994 In D’AMICO et al., 2008; CLAY, 1989 In POWTHONG et al., 2012; AKELLO et
al., 2007 In SELIM et al., 2012; SADRATI et al., 2013; SHARMA & KUMAR, 2013; VEGA et al.,
2008 In SIA et al., 2013). Ainsi, dans le domaine agricole, certains isolats fongiques
endophytes ont été isolés a partir des plantes médicinales et ont été utilisés comme agents de
contréle biologique (BACKMAN & SIKORA, 2008 In Ho et al., 2012).

WEBBER & GIBBS, (1984) In PADHI et al., (2013), ont démontré la protection des
végétaux contre les insectes die a des champignons endophytes par exemple de I’endophyte
Phomopsis oblonga, qui protege les ormes contre le coléoptére dendroctone Physocnemum
brevilineum (Coleoptera, Cerambycidae), vecteur d’un champignon pathogene (Ceratocystis
ulmi) qui provoque la maladie hollandaise de 1’orme; cette protection est assurée par

production des composés toxiques.

Parmi les 50 especes d’endophytes fongiques, 03 especes foliaires isolées a partir des
aiguilles de I’épinette rouge Picea rubens ont montré la toxicité contre le ver des bourgeons
Choristoneura fumiferana (Lepidoptera, Tortricidae) (SUMARAH et al., 2010 In PORRAS-
ALFARO & BAYMAN, 2011).

Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii et Aspergillus parasiticus sont des
entomopathogénes qui ont été identifiés comme des endophytes dans plusieurs plantes et
peuvent étre inoculé dans le champ avec succes (GIMENEZ et al., 2007 In PORRAS-ALFARO &
BAYMAN, 2011). L’inoculation des plantes-hotes avec les champignons B. bassiana et L.
lecanii a montré une diminution de la consommation de la partie foliaire ainsi que la

reproduction de I’espéce aphidiénne Aphis gossypii (Hemiptera, Aphididae) et une réduction
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dans le développement nymphal du fléau australien, le locuste Chortoicetes terminifera

(Orthoptera, Acrididae) (GURULINGAPPA, 2010 In PORRAS-ALFARO & BAYMAN, 2011).

Les endophytes peuvent aussi offrir la protection des plantes contre d’autres bio-
agresseurs; Meira geulakonigii colonise les fruits de pamplemousse et les protége contre les
acariens (PAz et al., 2007 In PORRAS-ALFARO & BAYMAN, 2011). L’inoculation avec
Fusarium oxysporum a réduit les populations de nématodes dans les racines de la tomate et la
banane (Rhadopholus similis) (NIERE, 2001 In ATHMAN et al., 2006; SIKORA et al., 2008 In
PORRAS-ALFARO & BAYMAN, 2011).

GAYNOR & HUNT, (1983) In PADHI et al., (2013) ont observé dans plusieurs
graminées (ivraie) que la haute infection de I’endophyte est corrélée avec une réduction de la
fréquence d’attaque du charangon Listronotus bonariensis (Coleoptera, Curculionidae). Ainsi,
le taux de mortalité de I’aphide Adelges abietis (Hemiptera, Adelgidae) dans Picea glauca est
élevé quand les galles sont infectées par le champignon endophyte Cladosporium

sphaerosperum (LASOTA et al., 1983 In PADHI et al., 2013).

Dans Lolium perenne, le développement et la survie de I’insecte Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae) est affecté par I’endophyte Balansia cyperi (HARDY et
al., 1985 In PADHI et al., 2013). AHMED et al., (1985) In PADHI et al., (2013) ont Vérifié des
effets semblables de certains champignons endophytes sur la sauterelle Acheta domesticus
(Orthoptera, Gryllidae). D’autre part, PI et al., (1986) In PREMJANU & JAYANTHY, (2012) ont
décrit dans le chéne (Quercus sp.), le réle de 1’endophyte Rhabdocline parkeri contre I’insecte
Contarinia sp. (Diptera, Cecidomyiidae).

BIILS et al., (2012) In PADHI et al., (2013) ont isolé une nouvelle espéce fongique
endophyte Hypoxylon pulicicidum qui a une activité insecticide. Dans ces derniéres annees,
un nombre d’alcaloides a été découvert a partir des champignons endophytes des plantes-
hotes qui ont exposé des activités insecticides excellentes (PETROSKI et al., 1992 In KNOTH et
al., 1993; ZHANG et al., 2012 In PADHI et al., 2013).

1.1.5. Champignons endophytes comme source de produits naturels bioactifs

Beaucoup de champignons endophytes sont capables de synthétiser des composés
biologiquement bioactifs qui peuvent étre utilisés comme source potentielle dans le domaine

pharmaceutique, agricole et industriel (SURYANARAYANAN & THENNARASAN, 2004,

10
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KUsARI et al., 2012; Zao et al., 2011 In SUBBULAKSHMI et al., 2012; RAMESHA et al., 2013;
SCHULZ et al., 2002 In PADHI et al., 2013).

Ces substances naturelles produites par les champignons endophytes possedent un
large spectre d’activité biologique comprenant des compoSes antimicrobiens, antiviraux,
immunosuppresseurs, agents anticancéreux, anti-oxydants, insecticides et autres substances
biologiquement actives (CARROLL, 1988 In AMNA et al., 2006; SATHISH et al., 2012; IDRIS et
al., 2013), avec une grande diversité structurale comprenant des alcaloides, stéroides,
peptides, polykétones, cytochalasines, polykétides, quinols, phénols, flavonoides, dérivés des
terpenoides et autres types de structure (DREYFUSS & CHAPELA, 1994 In HYDE & SOYTONG,
2008; TRAN et al., 2010; GUO et al., 2008 In PORRAS-ALFARO & BAYMAN, 2011; KHAN et
al., 2012; TAN & Zou, 2001 In RAMESHA et al., 2013).

SCHULZ et al., (2002) In HYDE & SOYTONG, (2008) ont isolé approximativement
6500 especes de champignons endophytes et ont testé leurs potentiels biologiques. Ils ont
analysé 135 métabolites secondaires et ont trouvé que 51% de composés bioactifs sont de

nouveaux produits naturels.

1.1.5.1. Champignons endophytes comme source de substances

antimicrobiennes:

La fréquence croissante des souches pathogénes multi-résistantes a limité I’effet d’un
traitement antimicrobien traditionnel, ce qui implique le besoin de nouveaux agents

thérapeutiques contre les maladies infectieuses (LARSEN et al., 2005 In ZERROUG, 2011).

La sélection des extraits bruts des champignons endophytes pour leur activité
antimicrobienne indique qu’ils peuvent posséder la stabilité de D’activité antimicrobienne
contre les pathogenes testés tels que Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Saccharomyces

cerevisiae et Alternaria sp.,...etc. (SELIM et al., 2012).

Cryptocine et cryptocandine (figue 03) sont des métabolites fongicides obtenus de
I’espéce endophyte Cryptosporiopsis cf. quercina isolée a partir d’une plante médicinale
Tripterigeum wilfordii. Cryptocandine, un peptide antimycosique, a démontré une excellente
activité antifongique contre quelques pathogenes fongiques humain importants, y compris
Candida albicans et Trichophyton sp. et contre plusieurs champignons phytopathogenes
incluant Sclerotinia sclerotiorum et Botrytis cinerea (STROBEL & DAISY 2003 In SELIM et
al., 2012; PADHI et al., 2013).

11
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Phomopsichalasine est une substance naturelle bioactive isolée de 1’espéce endophyte
Phomopsis sp. a démontré une activité antibactérienne contre Bacillus subtilis, Salmonella
enterica et Staphylococcus aureus. L’acide collétotrique (figure 03) obtenu de Colletotricum
gloeosporioides isolé a partir d’Artemisia mongolica a démontré une activité antimicrobienne

contre les bactéries, ainsi que le champignon Helminthosporium sativum (PADHI et al., 2013).

Guanacastepenes dont Guanacastepéne A (figure 03), représente une trés grande
diversité de diterpénoides, qui est produit par un champignon endophyte inconnu isolé de
Daphnopsis americana, et a démontré une activité antibactérienne contre les souches
résistantes de Staphylococcus aureus et Enterococcus faecium (SELIM et al., 2012). En outre,
le métabolite altersetine (figure 03), purifié a partir de 1’endophyte Alternaria sp. qui affiche
une activité puissante contre des bactéries pathogénes a gram positif (HELLWIG et al., 2002 In
ZERROUG, 2011; PREMJANU & JAYANTHY, 2012).

12
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Figure 03: Quelques substances antimicrobiennes produites par les champignons endophytes
(SELIM et al., 2012).

1.1.5.2. Champignons endophytes comme source de substances antivirales:

Un autre usage trés important des champignons endophytes dans la production des
agents antiviraux tels que les acides cytoniques A et B (figure 04); deux inhibiteurs de la
protéase du cytomégalovirus humain (hCMV) qui ont été isolés a partir de la culture du

champignon endophyte Cytonaema sp. isolé du Quercus sp. (GUO et al., 2000 In PADHI et al.,
2013).

13
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Podophyllotoxine et ses analogues ont montré des activités antivirales et cytotoxiques
et sont utilisés pour le traitement des cancers et des infections virales. Cette substance
antivirale est produite par une gamme d’espéces fongiques; Trametes hirsute, Aspergillus
fumigates, Phialocephala fortinii et Fusarium oxysporum (KUSARI et al., 2009a In SELIM et
al., 2012; PREMJANU & JAYANTHY, 2012). En outre, ZANG et al., (2011) In SELIM et al.,
(2012) ont prouvé que les deux substances naturelles emerimidine A et B (figure 04) de la
culture du champignon endophyte Emericella sp., ont la propriété d’inhiber le virus de la

grippe H1 N1.

Cytonic acid A Cytonic acid B

MeQ
NH
Ry
Ry
Emerimidine A: R1=0H, R2= OMe

Emerimidine B: R1= OMe, R2= OH

Figure 04: Quelques substances antivirales produites par les champignons endophytes
(SELIM et al., 2012).
1.1.5.3.Champignons  endophytes comme source de substances

anticancéreuses:

Un autre usage trés important des champignons endophytes dans la production des
substances anticancéreuses. Le cancer a été considéré en 2004 comme 1’une des premiéres
causes de mort dans le monde avec environ 13% des décés totaux, il est caractérise par une
croissance incontrélée et une propagation des cellules anormales, qui peut entrainer la mort
(WHO, 2009 In SELIM et al., 2012). CHANDRA, (2012) In SELIM et al., (2012) a rapporté que

14
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plusieurs champignons endophytes sont considérés comme une nouvelle source de molécules

biologiquement actives et qui pourraient étre des approches alternatives.

Paclitaxel et quelques-uns de ses dérivés représentent le groupe majeur d’agents
anticancéreux qui sont produits par les endophytes. Le taxol (figure 05) est un diterpenoide
qui est généralement isolé a partir du genre Taxus a travers le monde. Plus tard, les
champignons endophytes Taxomyces andreanae, Wollemia nobilis et Pestalotiopsis guepini
ont montré pour étre des producteurs de cette derniére (STROBEL et al., 1993, STROBEL et al.,
1997 In PADHI et al., 2013).

Le composé anticancéreux camptothecine et deux analogues (9 methoxycamptothecine
et 10-hydroxycamptothecine) (figure 05) ont été aussi obtenu de 1’endophyte Fusarium solani
isolé a partir de la plante Camptotheca acuminata (KUSARI et al., 2009b In SELIM et al.,
2012). Ainsi, I’endophyte Curvularia lunata isolé a partir de Niphates olemda a produit
cytoskyrine (figure 05); une substance a activité antibactérienne et anticancéreuse (BRADY et

al., 2000, JADULCO et al., 2002 In SELIM et al., 2012; PREMJANU & JAYANTHY, 2012).

Un autre médicament utilisé comme traitement de certains cancers est la vincristine
(figure 05) obtenue de Catharanthus roseus, et recemment il y a eu des preuves préliminaires
qu’il pourrait étre produit par Fusarium oxysporum endophyte de la méme plante (ZHANG et
al., 2006 In ZERROUG, 2011).

Chaetomium est un genre connu pour produire différents types de metabolites
cytotoxiques incluant chaetomine, chaetoglobosines A, C, D, et G (figure 05),
chaetoquadrines, oxaspirodione, chaetospirone, orsellides et chaetocyclinones (LOSGEN et al.,
2007 In SELIM et al., 2012). En outre, le champignon endophyte Alternaria sp. est capable
d’élaborer plusieurs solanapyrones A, D, E, F et G qui sont des inhibiteurs de I’ADN
polymérase (MIZUSHINA et al., 2002 In SELIM et al., 2012).
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Solanapyrone A Solanapyrone D Solanapyrone E Solanapyrone F Solanapyrone G

Figure 05: Structure de quelques substances anticancéreuses produites par les champignons
endophytes (SELIM et al., 2012).
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1.1.5.4. Champignons endophytes comme source de substances anti-
oxydantes:

L’importance des composé€s ayant une activité anti-oxydante réside dans le fait qu’ils
sont trés efficaces contre les dommages causés par les especes réactives de 1’oxygene (ROSS)
et les radicaux libres dérives de celui-ci tels les dommages de 1’ADN, cancérogénése et la
dégénération cellulaire. les champignons endophytes peuvent étre une source potentielle de
nouveaux anti-oxydants (HUANG et al., 2007 In SELIM et al., 2012).

Pestacine et isopestacine (figure 06) ont été obtenues a partir de Pestalotiopsis
microspora, un champignon endophyte isolé de Terminalia morobensis (HARPER et al., 2003
In SELIM et al., 2012). L activité anti-oxydante de 1’isopestacine est attribuée au balayage a la
fois des superoxydes et des radicaux libres en solution et une similarité structurelle avec les
flavonoides, celle de pestacine est attribuée principalement au clivage d’une liaison réactive
C-H et dans une moindre mesure par le biais de 1’abstraction de la liaison O-H (STROBEL et

al., 2002, HARPER et al., 2003 In SELIM et al., 2012; PREMJANU & JAYANTHY, 2012).

OH

HaC

Isopestacin HsC

Pestacin

HO
Figure 06: Structure de quelques substances anti-oxydantes produites par les champignons
endophytes (SELIM et al., 2012).

1.1.5.5. Autres activités des champignons endophytes:

Les champignons endophytes sont connus pour étre des producteurs de plusieurs
autres métabolites d’intérét biologique tels que des substances anti-inflammatoires,
antidiabétiques, immunosuppressives, aussi bien, des substances anti-insectes et anti-

nématodes (SELIM et al., 2012).

Le métabolite non-peptidique L-783, 281 a été isolé d’un champignon endophyte
Pseudomassaria sp. qui est utilis¢ comme mimétique d’insuline en diminuant le niveau du

glucose dans le sang. Récemment, DHANKHAR & YADA, (2012) In PADHI et al., (2013), ont
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montré des activités antidiabétiques a partir des composés isolés d’une gamme de

champignons tels Aspergillus sp., Phoma sp. et autres especes fongiques endophytes.

Le champignon endophyte Fusarium subglutinans a produit les deux composés
immunosuppressifs subglutinol A (figure 07) et B (LEE et al., 1995 In PADHI et al., 2013). Le
glucoside aromatique B, pestaloside et deux pyrones; pestalopyrone et hydroxypestalopyrone
isolés de Pistalotiopsis microspora possédent des propriétés phytotoxiques (PuLICI et al.,
1996a In PADHI et al., 2013).

Plusieurs rapports ont indiqué que les endophytes sont capables de produire des
composés anti-inflammatoires tels que le phomol et 1’acide mevinique (figure 07) qui ont été
isolé a partir de la culture fongique de 1’endophyte Phomopsis sp. (WEBER et al., 2004a In
SELIM et al., 2012).

Plusieurs champignons endophytes pourraient étre classés comme des endophytes
entomopathogénes et considérés comme des agents de contréle biologique et servent au
développement de nouveaux insecticides ou nématicides. Le champignon endophyte
Phomopsis sp. a été trouvé pour produire phomopsolide A et B qui détruisent le coléoptére de
I’orme (GROVE 1985 In SELIM et al., 2012).

SCHWAR?Z et al., (2004) In SELIM et al., (2012) ont isolé I’acide 3-hydroxypropinique
de I’endophyte Phomopsis phaseoli qui a une activité nématicide contre les nématodes
Meloidogyne incognita et Caenorhabditis elegans. En outre, ZHANG et al., (2010) In SELIM
et al., (2012) ont reporté que les endophytes Claviceps purpurea et Claviceps chaetomium ont
une activité insecticide envers le puceron du coton (Aphis gossypii).

HyC*”

Mevinic acid

Figure 07: Structure de quelques substances produites par les champignons endophytes
(SELIM et al., 2012).
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Dans le tableau 02, les activités biologiques et les composés bioactifs isolés a partir de
certains champignons endophytes.

Tableau 02. Activités biologiques et composés bioactifs isolés a partir de certains
champignons endophytes (PREMJANU & JAYANTHY, 2012).

R Champignon e . o »
Plante-hote Meétabolite secondaire | Activité biologique Référence
endophyte
Tripterygium Fusarium : ; LEE et al.,
o Pestalotiopsis . : _ ) LEE et al.
Torreya taxifolia microspore Acide torreyanique Anticancéreuse (1996).
Cinnamomum Muscodor albus 1-butanol, 3-methyl-, Antimicrobienne | STROBEL et
zeglanicum acétate al., (2001).
Paullinia Muscodor Naphthaléne Répulsive aux | DAIsY etal.,
paullinioides vitigenus insectes (2002).
Trachelospermum | Cephalosporium « . ” . SONG et al.,
jasminoides sp. IFB-E001 Graphislactone A Anti-oxydante (2005).
Ephedra Chaetomium Radicicol ) TURBYVILLE
fasciculata chiversii C5-36-62 Cytotoxique et al., (2006).
Erythrina Phomopsis s Iso-flavonoides imi i REDKoetal.,
crista-galli PsIS Sp. Antimicrobienne (2006).
i i Xylaria sp.YX-28 7-amino-4 Antimicrobienne Livetal,
Ginkgo biloba L. d P methylcoumarin (2008).
] o ) ] COChliOdiﬂO', . DEBBAB et
Salvia officinalis | Chaetomium sp. isocochliodinol Cytotoxique al.. (2009).
Camptotheca _ _ Camptothecine, (9- .
hydroxycamptothecine) '
Taxus chinensis | Fusarium solani Taxol Anticancéreuse DENG et al.,
(2009).
Plumeria Phomopsis Terpenoide imicrobi NITHYA,
acutifolia poiret oIS P P Antimicrobienne (2010).
Acide propanoique,
Anana_s Muscodor crispans methyl ester, 2- Antibiotique ANGELA et
ananassoides . al., (2010).
methylbutyl ester, éthanol.
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1.2 Le Faux-poivrier «Schinus molle L.»

Schinus molle est une plante arborescente appartenant a la famille des Anacardiaceae.
Cette derniere compte 60 a 80 genres parmi lesquels Anacardium, Rhus, Pistacia, Schinopsis,
et approximativement 600 espéces (CRONQUIST, 1981 In IPONGA, 2009; MENDONCA ROCHA
et al., 2012). Elle s’est étendue dans les régions tropicales, plus particulierement en Amérique
du sud, en Afrique et en Malaisie, mais s’étendant jusqu’aux zones tempérées de I’hémisphere

nord (SPICHIGER et al., 2000).
1.2.1. Position taxonomique

Ordre: Sapindales
Famille: Anacardiaceae
Genre: Schinus

Espéce: Schinus molle L. (BENTERROUCHE, 2007; MADHU BABU & BIKSHAL BABU, 2012).

Le faux-poivrier (S. molle L.) est 'un des 28 espéces du genre Schinus dont 4
originaires aux Andes (GOLDSTEIN & COLEMAN, 2004; BARKLEY, 1957 In IPONGA, 2009);

de ceux-ci S. molle est 1’une des deux especes les plus abondantes dans le nouveau monde.

S. molle, le nom vulgaire «aguaribay», «gualeguay» ou «molle» est une espece
d’origine Sud-Américaine (HEYwooOD, 1993 In FERRERO, CHOPA et al., 2007), et plus
particulierement du Pérou. BARKLEY (1944) In GOLDSTEIN & COLEMAN (2004) rapporta la

présence de trois variétés de S. molle: S. molle, S. molle var. Rusbyi, et S. molle var. Hassleri.
1.2.2. Aire de répartition

L’aire naturelle du faux-poivrier est I’Amérique du Sud (TAYLOR, 2005 In MACHADO
et al., 2007), mais a été introduit a la plupart des régions tropicales et subtropicales du monde

(HUERTA et al., 2010; WIMALARATNE, 1996 In SCOPEL et al., 2013).

S. molle a été naturalisée dans les régions mediterranéennes particulierement au climat
semi-aride depuis le 16°™ siécle (KRAMER, 1957 In HOWARD & MINNICH, 1989). Comme
beaucoup d’espéces envahissantes, le faux-poivrier a aussi des stratégies reproductrices qui
augmentent la probabilité de mutualisme prospére avec les animaux qui fonctionnent comme
«disperseurs» de la graine et sa production toute I’année de petits fruits roses facilite sa
dispersion par une variété d’oiseaux indigenes jusqu'a 320 m de distance (RICHARDSON et al.,
2000, MILTON et al., 2007 In IPONGA et al., 2008; IPONGA et al., 2009).
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1.2.3. Caractéristiques botaniques

Arbre dioique, au port ornemental et pleureur, sa silhouette rappelle celle du «saule
pleureury, pouvant atteindre une hauteur d’environ 15 m a 1’age adulte avec un diamétre de
85 cm, c’est la plus grande espece du genre Schinus aussi la plus vivace (figure 08) (MADHU

BABU & BIKSHAL BABU, 2012).

Les feuilles sont composées pennées et chacune comporte 15 a 41 folioles (figure 09)
(BARKLEY 1944 In GOLDSTEIN & COLEMAN, 2004; HENDERSON, 2001 In IPONGA, 2009),
persistantes, et mesurent jusqu'a 15 cm de long environ, froissées et elles dégagent une odeur
poivrée. Les folioles sont de couleur jaune-verte, de 2 a 5 cm de long (MADHU BABU &
BIKSHAL BABU, 2012).

Les baies roses, ont une saveur aromatique et sucrée qui devient chaude et presque
poivrée (figure 09). Elles mesurent environ 8 mm de diamétre, bien que parfois utilisées
comme condiments, comestibles aprés traitement (HOWARD & MINNICH, 1989). Les graines
sont de 2 a 4 mm de diametre, arrondies, de couleur brun-noire, sillonnées quand elles sont
séchees (figure 10). Il ya un ou deux graines par fruit (MADHU BABU & BIKSHAL BABU,
2012).

La floraison (figure 11) est unisexuée, de couleur blanc-créme en longues panicules
retombantes (figure 12) de 10 a 15 cm suivie de petits fruits. Le tronc noueux a écorce noir
rougeatre (figure 13). Concernant le systeme radiculaire, les racines latérales peuvent
s’étendre sur 6 m de largeur et de 1,5 m profondément. Les systémes radiculaires peuvent étre
essentiellement latéraux (au bord des cours d’eau), profonds (dans les endroits pierreux) ou

bi-modéles (HOWARD & MINNICH, 1989).
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Figure 08: pct ééral faux-orir
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/07/Schinus_molle01).

Figure 09: Feuilles et fruits du faux-poivrier (http://www.chileflora.com).

| I |

Figure 10: Graines du faux-poivrier
(http://photosynthese.fr/plantes/plante-36917-Shinus-molle.html).
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Figure 12: Panicules de floraison du faux-poirier
(http://photosynthese.fr/plantes/plante-36917-Shinus-molle.html).

Figure 13: Tronc du faux-poivrier (http://www.chileflora.com).
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1.2.4. Croissance

La croissance est rapide, avec cycle et période indéterminés, produit des fleurs et porte
des fruits toute 1’année d’autant que les conditions sont favorables. Au printemps,
apparaissent des panicules de petites fleurs, suivie a ’automne de fruits secs semblables a des
grappes de raisin ou des grains de poivre. Cette production de fleurs et de fruits est variée

avec 1’age de I’arbre, dimension, vigueur et qualité du site (HOWARD & MINNICH, 1989).

Les graines sont dispersées par la zoochorie, les oiseaux y sont les principaux
intervenants, les mammiféres, et I’eau (HOWARD & MINNICH, 1989; SILVA et al., 2005 In
IPONGA et al., 2008). Espéce qui se multiple par semis au printemps (BENTERROUCHE, 2007).

1.2.5. Ecologie

L’aire naturelle de distribution du faux-poivrier est les Andes principalement le Pérou.
Il atteint des élévations de 3900 m au dessus du niveau de mer dans les habitats de pays
montagneux avec 300 a 700 mm de preécipitations / an; plus grandes positions d’arbres sont
limitées généralement au dessous de 2800 m (GOLDSTEIN & COLEMAN, 2004; MADHU BABU
& BIKSHAL BABU, 2012).

La plasticité phénotypique permet au S. molle d’ajuster sa phénologie a un climat
méditerranéen. De rusticité moyenne, il est défolié des 5°C et la plante meurt a partir de -5°C
avec une température maximale ne dépassant pas 40°C. Il craint le gel en mois de Décembre
qui peut bruler seulement les bordures tendres de nouvelles feuilles et I’abscission de vieilles
feuilles de l’intérieur. Il supporte tres bien la sécheresse (HOWARD & MINNICH, 1989;
MADHU BABU & BIKSHAL BABU, 2012).

Le faux-poivrier préfére un sol bien irrigué, bien drainé, et tolere aisément la salinite,
I’alcalinité, les sols secs et sablonneux. En Algeérie, il semble bien adapter aux sols calcaires
de dominance argileuses ou argilo-limoneuses (HOWARD & MINNICH, 1989; ORWA et al.,
2009 In MADHU BABU & BIKSHAL BABU, 2012).

1.2.6. Importance ethnobotanique

Dans les Andes péruviennes, S. molle fut plantée comme barriére dans les champs et
les paturages, espece d’ombre et plantée le long des murettes de pierres séches pour les
soutenir. Le tronc fournit un excellent bois de charpente (CHEPSTOW-LUSTY & WINFIELD,
2000).
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1.2.6.1. Vertus pharmaceutiques:

Cette espece est utilisée pour le traitement de dépression (TAYLOR 2005 In MACHADO
et al., 2008; MACHADO et al., 2009), comme antifongique (SCHMOURLO et al., 2005 In
MADHU BABU & BIKSHAL BABU, 2012), antibactérien (ERAZO et al., 2006 In MADHU BABU
& BIKSHAL BABU, 2012), anti-inflammatoire (YUEQUIN et al., 2003 In MADHU BABU &
BIKSHAL BABU, 2012), antiviral (BAYRAMOGLU et al., 2008 In DEVECI et al., 2010),
analgésique (BARRACHINA et al., 1997 In MADHU BABU & BIKSHAL BABU, 2012),
antiseptique, astringent, digestif, purgatif et diurétiqgue (MURRAY et al., 2005 In HAYOUNI et
al., 2008). Ainsi que la résine blanche parfumée est moulée dans les platres pour les fractures

et les ulcéres (LORENZI, 2002 In OLIVEIRA et al., 2007).
1.2.6.2. Vertus agrochimiques:

S. molle a des activités insecticides (OROZCO & LENTZ, 2005; CHIRINO et al., 2001 In
FERRERO et al., 2006; FERRERO, CHOPA et al., 2007; BAYRAMOGLU et al., 2008 In DEVECI
et al., 2010; ABDEL-SATTAR et al., 2010 In ENNIGROU et al., 2011; PADIN et al., 2007 In
MADHU BABU & BIKSHAL BABU, 2012).

Les huiles essentielles des feuilles de S. molle ont montré 1’activité répulsive vis-a-vis
Musca domestica (Diptera, Muscidae) (WIMALARATNE et al., 1996 In FERRERO, MINETTI et
al., 2007), la blatte orientale (Blatta orientalis) (Blattaria, Blattellidae) (DEVECI et al., 2010)
et le coléoptére chrysoméle, communément appelé la galéruque de l'orme Xanthogaleruca
luteola (Coleoptera, Chrysomelidae) (HUERTA et al., 2010). Germacréne D est I’un des deux
composants majeurs identifié¢ a partir des extraits des feuilles a montré I’activité répulsive sur
les aphides et les tiques du bétail (BUKETT et al., 2008 In DEVECI et al., 2010). Ainsi, -
caryophyllene extrait a partir des feuilles a un effet répulsif sur les aphides (LIU et al., 2010 In
DEVECI et al., 2010).

Les extraits hexaniques des feuilles et fruits de cette espéce S. molle var. areira
avaient des effets répulsifs sur les chenilles de Cydia pomonella L. (Lepidoptera, Tortricidae)
(CHIRINO et al., 2001 In FERRERO, MINETTI et al., 2007). L’huile essentielle des feuilles de
cette variété est répulsive sur le charancon des ceréales Sitophilus oryzae (Coleoptera,
Curculionidae) (BENzI et al., 2009).

En outre, I’extrait éthanolique des feuilles et fruits a une activité répulsive et adulticide

contre la blatte germanique Blattella germanica (Blattaria, Blattellidae) (MARTIN et al., 2003
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In FERRERO, CHOPA et al., 2007), la teigne de la pomme de terre Phthorimaea operculella
(Lepidoptera, Gelechiidae) (IACCONE & LAMAS, 2003 In FERRERO, CHOPA et al., 2007) et le
charancon rouge Tribolium castaneum (Coleoptera, Tenebrionidae). Les extraits hexaniques
des feuilles et fruits sont trés répulsifs pour les nymphes de Triatoma infestans (Hemiptera,
Reduviidae) et les extraits de fruits ont une activité ovicide (FERRERO et al., 2006), en plus,
ces huiles ont une activité acaricide contre Varroa destructor dans les colonies d’abeilles de
miel (RUFFINENGO et al., 2005). Elles peuvent avoir également une activité contre
Trichomonas vaginalis (MUELAS-SERRANO et al., 2000 In CALZADA et al., 2007). Ainsi, les
extraits du faux-poivrier ont une activité répulsive sur le puceron du chou (Brevicoryne

brassicae) (Hemiptera, Aphididae) (MICHAEL & RAJA, 2012).

Certaines variétés du genre Schinus produisent des composants allélopathiques qui
inhibent la croissance d’autres plantes (JAIN et al., 1995 In VANDER-WERF, 2005; ZAHED et
al., 2010 In ENNIGRU et al., 2011).

Ces vertus sont attribués essentiellement a certains composants actifs tels que: les
tanins, triterpenoides, flavonoides, saponines (TAYLOR, 2005 In MACHADO et al., 2007;
CAVALHER-MACHADO et al., 2008), des alcaloides, stérols, terpenes, résines et des huiles
essentielles (PAzzo-BALBI et al., 1978 In FERRERO, MINETTI et al., 2007; DIKSHIT et al.,
1986 In MATERECHERA & HAE, 2008).

Approximativement 60% des huiles essentielles ont une activité antifongique et 35%
ont des propriétes antibactériennes (SILVA et al., 2010 In MENDONCA ROCHA et al., 2012).
La composition chimique de 1’huile essentielle consiste principalement par des monoterpenes
(o-pinéne, B-pinéne, sabinene, limonene, ...etc.) et quelques sesquiterpénes (spathulenol et
germacrene D) (LISIN et al., 1999 In MENDONGCA ROCHA et al., 2012).

L’huile essentieclle des baies est composée fondamentalement par des monoterpenes
(95,67%) avec les composants majeurs; a-phellandréne (35,86%), B-phellandréne (29,3%), B-
pinéne (15,68%), p-ciméne (5,43%) et a-pinene (5,22%) (HAYOUNI et al., 2008). L’huile
essentielle des feuilles contient 24 composants principalement; d-cadinéne (11,28%), a-
cadinol (10,77%), grmacréne D (20,77%) et B-caryophylléne (13,48%) (DEVECI et al., 2010).

De point de vue invasion biologique, S. molle peut causer des probléemes économiques
et écologiques qui sont difficiles et parfois impossibles de les contréler. La guépe torymide

Megastigmus transvaalensis (Hymenoptera, Torymidae) signalée en Afrique du Sud est un
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agent de contrdle biologique des graines qui peut jouer un rdle dans la dynamique de la

population de la plante (IPONGA et al., 2008).
1.3 Le Harmel «Peganum harmala L.»

1.3.1. Caractéristiques de ’espece

Peganum harmala L., a plusieurs noms vernaculaires comme «Harmel ou Harmal El
sahari» en Algérie et en Afrique du Nord, «Rue sauvage» en France, «African rue ou Syrian
rue» en Etats Unis et «Espand» en Iran (REzzAGUI, 2012; MAHMOUDIAN et al., 2002 In
JINOUS & FERESHTEH, 2012). Son odeur forte, désagréable rappelant celle de la rue. La
plante et ses extraits ont été employés en médecine traditionnelle depuis l'aube de la
civilisation (MAssouD et al., 2002 In ACHOUR et al., 2012).

C’est une plante herbacée, vivace, glabre, a tiges ordinairement peu rameuses, de 30 a
90 cm de haut, a entre nceuds assez courts, densément feuillés (figures 14 et 15). Les feuilles
sont de couleur verte claire, alternées sur la tige, allongées et irrégulierement divisées en

étroites laniéres (figure 15 et 16) (MANSOUR & SOUDABE, 2012; KEMASSI et al., 2013).

La plante présente des fleurs solitaires, blanches sales, grandes avec des sépales
inégaux persistants qui dépassent la corolle et des pétales creme lavés de rose-orangé a
nervures jaunes (figure 17). Les fleurs sont monoiques dotées de dix a quinze étamines. Les
fruits sont des petites capsules sphéeriques déprimées au sommet renfermant des graines noires
aplaties (figure 18). Chaque fruit est divisé en trois chambres dont chacune porte 45 a 60
graines (figure 19). Les racines sont pivotantes et vivaces peuvent atteindre une profondeur de
6,1 m si le sol est tres sec (OzZANDA, 1991 In BOUZzIANE, 2012; BAHMANI et al., 2013;
KEMASSI et al., 2013).
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Figure 14: Arbuste de P. harmala (REzzAGUI, 2012).
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Figure 16: Feuilles de P. harmala (GUITTONNEAU, 2011).
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Figure 18: Fruit de P. harmala. (a): Fruit immature (WECKESSER, 2013),
(b): Fruit mure (http://en.wikipedia.org/wiki/Peganum_harmala).

A

Figure 19: Graines de P. harmala (http://de.wikipedia.org/wiki/Steppenraute).
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1.3.2. Position taxonomique

P. harmala appartient a la famille des Zygophyllaceae (QAZAN, 2009; SOLIMAN &
FAHMY, 2011; TANWEER et al., 2012) qui compte 22 genres et plus de 250 especes (JINOUS
& FERESHTEH, 2012).

D’aprés OZANDA, (1991) In BOUZIANE, (2012), la position taxonomique du Harmel
est la suivante:
Ordre: Sapindales
Famille: Zygophyllaceae
Genre: Peganum

Espéce: Peganum harmala L.

Les genres les plus importants appartiennent a cette famille sont Fagonia,

Zygophyllum, Gauiacum et Tribulus (PERVEEN & QAISER, 2006).

Le genre Peganum est le plus petit genre de la famille qui compte 5 a 6 especes

distribuées dans le monde (tableau 03).

Tableau 03. Distribution des différentes especes du genre Peganum a travers le monde
(HOOKER, 1875 In NIDA, 2012).

Espéce Continent

Asie, Europe, Amérique du Nord, Afrique (Afrique du Nord),
P. harmala )
Australie.

P. multisectum | Asie (Chine).

P. nigellestrum | Asie (Chine et Mongolie).

P. mexicanum | Amérique du Nord.

1.3.3. Aire de répartition

P. harmala est une espéce cosmopolite largement distribuée dans le monde et trés
commune sur les sols sableux, originaire des zones arides, semi-arides et les steppes
(MAHMOUDIAN et al., 2002 In DARABPOUR et al., 2011; LAMCHOURI et al., 2013).

Cette plante pousse en Afrique du Nord, le Moyen-Orient, Pakistan, 1’Inde, Iran,
Turquie et a été introduite en Amérique et en Australie (YOUSEFI et al., 2009 In ABABOU et
al., 2013; MAHMOUDIAN et al., 2002 In MOSHIRI et al., 2013).
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En Algérie, cette espéce est commune aux hauts plateaux, au Sahara septentrional,
méridional et aux montagnes du Sahara central. Elle est réputée pour les terrains sableux, dans

les lits d'oued et a I'intérieur des agglomérations (OZENDA, 1991 In BOUZIANE, 2012).
1.3.4. Importance phytochimique
L’analyse chimique des différentes parties de I’espece est donnée dans le tableau 04.

Tableau 04. Profil chimique de P. harmala (CHOPRA et al., 1949 In NIDA, 2012).

Grain | % (graines

Alcaloides Racines | Tige | Feuilles | Fleurs . % (racines)
es seches)
Harmine + + - - + 4,3 2
Harmaline
+ + - - + / /

Dehydroharmine

Peganine (dérivés

quinazoliques de - + - + + / /
vasicine)
Harmalol + - - - + 0,6 1,4
Harmalidine - - - - + / /
Harmaline - - - - + 5,6 /

N.B: + indique la présence, = indique I’absence.

Cette plante est trés riche en alcaloides de type B-carbolines tels que harmine,
harmaline, harmalol et harmol (BAHADIR et al., 2012), peganine, isopeganine, dipeganine et
les dérivés quinazoliques tels que vasicine, vasicinone et déoxyvasicinone (FATHIAZAD et al.,
2006).

Les graines et les racines contiennent le pourcentage le plus important en alcaloides,
un taux faible dans la tige et les feuilles et absence totale dans les fleurs (NIDA, 2012). Ainsi,
le taux des alcaloides dans les graines mares est plus élevé par rapport aux graines non encore

mres (FATHIAZAD et al., 2006).
1.3.5. Ecologie

Les espéces appartiennent au genre Peganum sont xérophytes et halophytes dans la
nature. Ces espéces se développent dans les habitats arides dans toutes les régions chaudes du
monde (NIDA, 2012).
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Cette plante peut se développer dans les régions qui recoivent moins de 100 mm de
précipitations / an (MAHMOUD et al., 1983 In NIDA, 2012). La température optimale pour la
germination des graines est de 30°C. L’altitude de croissance est de 1590 a 3400 m ce qui

indique qu’elle peut tolérer une gamme générale de conditions environnementales (NIDA,

2012).

Le sol et I’humidité jouent un rdle trés important dans la croissance des racines.
L’espéce se développe mieux dans les sols a texture sablonneuse avec une basse capacité de

rétention d’humidité (NIDA, 2012).

La reproduction est assurée par voie végétative grace aux racines latérales
(MICHELMORE, 1997 In NIDA, 2012) ou par les graines mais 1’une des contraintes de cette
propagation conventionnelle est la durée trés courte de viabilité de la graine qui affecte sa
distribution spatiale (ABABOU et al., 2013).

1.3.6. Importance ethnobotanique

L’espéce est une véritable panacée qui possede de nombreuses vertus thérapeutiques
(pharmaceutique, biochimique, agronomique et ornementale) (BELLAKHDAR, 1997 In
ABBASSI et al., 2005; KHAWAR et al., 2005; GOEL et al., 2009). C’est une espéce trés toxique

pour les animaux et I’homme en particulier (GOEL et al., 2009).
1.3.6.1. Vertus pharmaceutiques:

Le Harmel est connu pour ses propriétés antimicrobiennes (ARSHAD et al., 2008),
antifongiques (SARPELEH et al., 2009), anti-inflammatoires et analgésiques (MONSEF et al.,
2004 In NIDA, 2012), antibactériennes (DARABPOUR et al., 2011), emménagogues,
aphrodisiaques, galactagogues, diurétiques, utile pour la faiblesse des muscles et le cerveau
(GOEL et al., 2009), abortives et utilisé pour réduire la fertilité des males des rats (IDRISSI-
HASSANI & HERMAS, 2008; ARSHAD et al., 2008 In ABDEL AzIz et al., 2010; BENBOTT et al.,
2012).

Les graines de P. harmala ont une activité hypothermique, allucinogénique,
antidiabétique, anti-oxydative (SINGH et al., 2012 In AHMAD et al., 2013), antifongique,
antibactérienne et antivirale (ABUTBUL et al., 2005; BENBOTT et al., 2012), narcotique,
stimulante, émétique et sont employées dans le traitement du Syphilis, malaria, parkinsonisme
et rhumatisme (GOEL et al., 2009; SHAHVERDI et al., 2008 In NIDA, 2012).
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Les fruits de I’espece sont des stimulants, digestifs, diurétiques, hallucinogéniques,

hypnotiques, antipyrétiques, antispasmodiques et narcotiques (GOEL et al., 2009).

Les feuilles sont utiles pour le traitement d’asthme, hystérie, rhumatisme, hoquet,

névralgie et colique (GOEL et al., 2009).
1.3.6.2. Vertus agrochimiques:

P. harmala a des activités insecticides (AHMED et al., 1981 In GOEL et al., 2009;
AHMED et al., 1981 In ABABOU et al., 2013).

Les graines brulées ont la propriété de tuer les insectes et les racines sont appliquées
pour lutter contre les poux. La plante est utilisée pour inhiber la reproduction du coléopteére
Tribolium castaneum (Coleoptera, Tenebrionidae) et expulser les vers parasites (ABDEL AZIZ
et al., 2010; DASTAGIR & HUSSAIN, 2013). Aussi, le Harmel a une activité larvicide contre

Plutella xylostella (Lepidoptera, Plutellidae) (ABBASIPOUR et al., 2010).

Cette plante est considérée comme une ressource importante de composés biologiques
naturels utile dans la protection des plantes (KANG et al., 1992 In ABDEL AzIZ et al., 2010).
Les alcaloides du groupe B-carbolines extraits des différentes parties de la plante sont utilisés
contre nombreuses maladies (SOBHANI et al., 2002 In NIDA, 2012). Le traitement des olives
avec 2% des extraits réduit 1’oviposition de Bactrocera oleae (Diptera, Tephritidae)
(REHMAN et al., 2009 In ABBASIPOUR et al., 2010).

Harmine est le premier alcaloide isolé a partir des graines (MIRZAEI, 2007) a une
activité contre Candida albicans, Fusarium solani, F. moniliforme, Alternaria infectoria,
Aspergillus niger, Penicillium notatum. Il a aussi une action inhibitrice sur le protozoaire
Trypanosoma cruzi, ’agent causal de la maladie du Chargas la plus sérieuse en Amérique
latine (ABE et al., 2002 In PATEL et al., 2012).

Harmine et harmaline extraits des graines ont un effet larvicide sur les larves de
Protostrongylus rufescens (BABAEI POUR & MOGHADAR, 2012). Harmine et harmaline
extraits a partir des feuilles sont connus pour leur action neurotoxique (GRELLA et al., 1998 In
ABBASSI et al., 2005). Ils sont révélés toxiques et anti-appétant pour la larve du 5™ stade et
I’adulte femelle du criquet pelerin Schistocerca gregaria (Orthoptera, Acrididae) en réduisant
la fécondité (ABBASSI et al., 2005).
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Les graines ont un effet herbicide di a la présence du harmine (BERLIN et al., 1993 In
EHSANPOUR & SA-ADAT, 2002). Ainsi, les extraits des graines ont une activité anti-nématode
(nématicide) contre Meloidogyne javanica (MAYAD et al., 2013).

P. harmala posséde une propriété allélopathique qui facilite sa dominance dans ses

habitats, ainsi que sa nature invasive (SHAO et al., 2013).

Ces vertus sont attribués essentiellement a la richesse de cette plante en alcaloides du
groupe B-carbolines dont les plus importants sont harmine, harmaline, harmol et harmalol

(IDRISSI HASSANI & HERMAS, 2008).

1.4 Le puceron vert du pommier «Aphis pomi De Geer, 1773»
1.4.1. Systématique

Ordre: Hemiptera

Sub-ordre: Sternorrhyncha

Super-famille: Aphidoidea

Famille: Aphididae

Sub-famille: Aphidinae

Genre: Aphis

Espece: Aphis pomi De Geer, 1773 (CARVER et al., 1991 In STUDER, 1994).

1.4.2. Description

Les pucerons adultes ont un corps rond, d’environ 2 mm de longueur, velouté, de
couleur verdatre avec des pattes foncées. Les jeunes larves sont vert jaunatre a vert. Les ailés
ont un thorax noir, abdomen vert avec 3 paires de taches circulaires latérales noires sur les
segments abdominaux antérieurs et une tache semi-circulaire en avant et en arriere de chaque
cornicule. Les ceufs sont d'un noir brillant, elliptique et d'une longueur denviron 0,5 mm
(figure 20) (DE ALMEIDA, 2012).

1.4.3. Plantes-hotes

Le puceron vert (non migrant) du pommier retrouve principalement sur pommier, plus
rarement sur poirier, aubépine, cognassier, sorbier et rosier. Il est monoécique (évolue sur un

seul hote) contrairement a la plupart des pucerons nuisibles (LAzZNIK et al., 2010).
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1.4.4. Biologie

Le puceron vert du pommier est holocyclique; hiverne sous forme d'ceuf sur les
pommiers, les poiriers, les cognassiers et quelques rosacées sauvages. Contrairement a
d'autres especes de pucerons, les ceufs d'hiver sont faciles a reconnaitre, car ils sont souvent
déposés en grands amas sur les rameaux de I'année précédente. Les larves fondatrices éclosent
fin Avril-début Mai. Durant la période végétative se succedent plusieurs générations
virginipares. Il y a de 10 a 15 générations du printemps a ’automne. Selon I'état de la plante-
hote et la densité de la population, on trouve dans les colonies un taux variable d'ailés. La
fonction des ailés est surtout la distribution dans le verger ou la colonisation de nouveaux
milieux. De cette facon, des vergers indemnes au printemps peuvent étre infestés en Juin-
Juillet. Spécialement en été, les pucerons verts du pommier préférent les arbres de forte
vigueur. Au début de l'automne, les males apparaissent et fécondent les femelles, lesquelles
déposent leurs ceufs d'hiver en octobre (figure 21) (LEEPER, 1980; STUDER, 1994; MADAHI &
SAHRAGARD, 2012; MILENKOVIC et al., 2013; RAKAUSKAS et al., 2015).

1.4.5. Dégats

Les piqures d’alimentation par ces pucerons entrainent une diminution de la croissance
des jeunes rameaux et des feuilles de 1’arbre hote voire parfois des déformations de ces
rameaux. Les lésions seront plus graves sur les jeunes arbres. En été, le miellat excrété par les
pucerons favorise le développement de la fumagine. Ce champignon forme un dépdt noir,
préjudiciable a la récolte (fruits impropres a la consommation) et a la plante (chute des
feuilles, diminution de la photosynthése, diminution de I’induction florale voire absence de

floraison la saison suivante) (figure 20) (DE ALMEIDA, 2012).

Parmi les ennemis naturels du puceron vert du pommier: le prédateur Aphidoletes spp.
(Diptera, Cecidomyiidae), les larves de syrphes (Diptera), les larves de chrysopes
(Nevroptera), les larves et les adultes de coccinelles (Coleoptera), la punaise miride et la
minuscule punaise anthocoride (Hemiptera), les perce-oreilles et certaines guépes parasites

(Hymenoptera, Braconidae) (DE ALMEIDA, 2012).
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Figure 20: Le puceron vert du pommier Aphis pomi; (a): forme aptére, (b): forme ailé, (c):
ceufs, (d): dégats sur feuilles et fruits de pommier (http://de.wikipedia.org/Aphis pomi).

Cycle d'un puceron non migrateur :
le puceron vert du pommier (Aphis pomi)

Figure 21: Cycle biologique du puceron vert du pommier (http://de.wikipedia.org/Aphis
pomi).
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1.5 Le puceron noir de la feve «Aphis fabae Scopoli, 1763»
1.5.1. Systématique

Ordre: Hemiptera

Sub-ordre: Sternorrhyncha

Super-famille: Aphidoidea

Famille: Aphididae

Sub-famille: Aphidinae

Genre: Aphis

Espéce: Aphis fabae Scopoli, 1763 (BLACKMAN & EASTOP, 2007).

1.5.2. Description

La forme aptére mesure environ 2 mm de long, de couleur verte olive foncé a noir mat
et recouverte d'une forte sécrétion cireuse blanche. Les cornicules sont coniques nettement
plus longues que la cauda. Cette derniere est digitiforme et trapue. La forme ailé est plus
allongée que l'aptére. Elle est de couleur sombre, avec des antennes courtes et qui
représentent environ les 2/3 de la longueur du corps. Le troisiéme article antennaire porte un
grand nombre de sensoria secondaires disposés irrégulierement. Parfois il existe quelques
sensoria sur le quatrieme article antennaire. L’abdomen de 1’ailé est souvent orné de bandes
pigmentées a contour irrégulier mais jamais fusionnées pour former une plaque (figure 22)
(MERADSI, 2009; BAKROUNE, 2011).

1.5.3. Plantes-hotes

Ce puceron est treés polyphage. Il peut vivre sur plus de 200 plantes-hotes. Il est
dioecique; les hotes primaires sont principalement des arbustes: Fusain d'Europe (Euonymus
europaeus), la boule de neige (Viburnum opulus) et seringat (Philadelphus coronarius). Ses
plantes-hdtes secondaires peuvent appartenir aux Fabaceae, Chénopodiaceae, Astéraceae,
Brassicaceae, Solanaceae, ainsi que diverses cultures florales et ornementales (BAKROUNE,
2011; VILAIN et al., 2014).
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1.5.4. Biologie

Le puceron noir de la féve est dicecique. Il alterne son développement entre son hote
primaire; en genéral le Fusain, et ses hdtes secondaires; des plantes herbacées appartenant a
de trés nombreuses familles botaniques. Des le mois de Mars, aprés I'éclosion des ceufs
d'hiver, plusieurs générations parthénogénétiques se développent sur I'ndte primaire. La
proportion dailés augmente alors au sein des colonies. Les premiers ailés s’observent au
cours du mois d'Avril. Ces individus seront a l'origine de colonies en manchons parfois tres
denses sur les plantes-hdtes secondaires sauvages et cultivées. Les ailés impliqués dans la
reproduction sexuée apparaissent a l'automne et regagnent I'néte primaire. La fécondation et
la ponte intervenant au courant du mois d’Octobre. La reproduction sexuée n'est pas toujours
obligatoire chez ce puceron. Dans les régions a climat doux, des populations peuvent
maintenir tout I'hiver sur des hotes secondaires en continuant a se multiplier par

parthénogenese (figure 23) (HULLE et al., 1999 In MERADSI, 2009).

1.5.5. Dégats

La présence de milliers d'individus sur une méme plante peut causer des dégats
importants. La croissance de la plante s'en trouve altérée et les fleurs avortent sous I'effet de la
salive, ainsi qu’une déformation et une décoloration des tissus végétaux. La production du
miellat provoque aussi des brdlures sur le feuillage et favorisent le développement de la
fumagine. De plus, le puceron noir de la féve peut transmettre plus de 30 virus pathogenes
(figure 22) (MERADSI, 2009).

Parmi les nombreux insectes qui sont ses prédateurs, on peut citer des syrphes
(Diptera), Scymnus spp. (Coccinellidae, Coleoptera) et une chrysope (Chrysoperla carnea)
(Nevroptera) (VILAIN et al., 2014).
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Figure 22: Le puceron noir de la feve Aphis fabae; (a): forme aptére, (b): forme ailé, (c, d):
dégats sur feuilles et fleurs de féve (http://de.wikipedia.org/Aphis fabae).

Fondatrices Fondatrigenes :
| %
. Hote primaire Fondatrigénes
K
Gb Hiver | Printemps v
A Automne | Eté —
4 \Gynopare ailé -
Héte secondaire /ﬁ
,p \;\ /4/"’

Figure 23: Cycle biologique du puceron noir de la feve (http://de.wikipedia.org/Aphis fabae).
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1.1 Matériel biologique
11.1.1. Matériel végétal

11.1.1.1. Plantes sources prospectées

Nous avons opté pour choisir le faux-poivrier S. molle (Anacardiaceae) et le Harmel
P. harmala (Zygophyllaceae) comme deux espéces vegeétales ciblées dans notre étude a raison
de leurs importances dans divers domaines particulierement les vertus agrochimiques, ainsi

que, leurs compositions chimiques.

Pour la détection et I’isolement des champignons endophytes, les parties aériennes des
deux plantes végétales; feuilles et fruits, furent choisi. Pour 1’échantillonnage de la partie
foliaire, nous avons choisi les feuilles les plus &gées en raison de la surface du limbe
importante ainsi que la composition chimique comparativement aux jeunes feuilles. D’autre

part, les fruits mdrs sont sélectionnés pour 1’échantillonnage.
11.1.1.2. Plantes-hotes d’élevage

Des plants de feve (Vicia faba, Fabaceae) et de pommier (Malus domestica, Rosacées)
ont été utilisés comme hotes d’élevage pour les organismes cibles; le puceron noir de la féve
et le puceron vert du pommier respectivement. Il est important d’avoir un nombre suffisant de
plants afin d’assurer un accroissement régulier des colonies aphidiennes dont les individus

subiront les traitements ultérieurs.
11.1.2. Matériel animal (organismes cibles)

Il s’agit des aphides ravageurs de pommier et de feve, identifiés par Mr. Prof.
LAAMARI M. (Département d’ Agronomie, Université¢ de Batna); le puceron noir de la féve
Aphis fabae Scopoli (Hemiptera, Aphididae) et le puceron vert du pommier Aphis pomi De
Geer (Hemiptera, Aphididae).

11.1.3. Autres matériels
11.1.3.1. Appareils et verreries

Etuve ventilée - Bec bunsen - Bain marie - Microscope optique - Loupe - Autoclave -

Agitateur magnétique - Balance de précision - Erlenmeyers - Lames et lamelles - Boites de
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pétri - Minuties entomologiques - Coton cardé et Entonnoirs - papier filtre stérile de type

Wattman no. 2 et 0,45 pm.
11.1.3.2.Produits et réactifs chimiques

L’éthanol 70% - Lactophénol - Tétracycline - Eau de javel - Eau distillée stérilisée,
...etc.

1.2 Meéthodes

11.2.1. La stérilisation superficielle

Apres la collection du matériel végétal, les feuilles doivent étre séchées a 1’air libre
durant une période de 24" afin d’éviter I’effet de brunissement dfi aux résines et faciliter la

stérilisation. Ainsi, les fruits doivent étre coupés pour faciliter I’émergence des endophytes.

L’objectif de la stérilisation superficielle est d’éliminer les hyphes et les spores des
organismes épiphytes. Nous avons ainsi opté pour le protocole de TEJESVI et al., (2006)
modifié, il est donné comme suit:

1- Traitement a 1’éthanol (70%) pour une durée d’une minute;

2- Ringage a I’eau distillée stérilisée;

3- 2°™ traitement & I'éthanol (70%) pour une durée de 30 secondes;

4- 2°™ rincage a I'eau distillée stérilisée.

Une fois stérilisées, les feuilles des deux espéces prospectées sont coupées a l'aide
d'une lame stérilisée. Les fragments résultants varient en longueur de 2 a 4 mm. Ce sont ces

fragments qui seront ensemences sur le milieu de culture (figure 24).
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& |

I

Eau distillée
Stérilisée

e

Eau distillée Ethanol (70%)
Stérilisée

Feuilles découpées en petits
fragments

Ensemencement sur PDA

Figure 24: Les étapes congues pour la stérilisation superficielle et ’ensemencement des
feuilles et fruits de S. molle et P.harmala.
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11.2.2. Mise en culture

La procédure d’isolement des champignons endophytes a opté pour un
ensemencement sur le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) amendé a la tétracycline, un

antibiotique générale d'action qui inhibe le développement des bactéries (Gram + et Gram -).

Les fragments obtenus sont ensemencés sur des boites de pétri contenant le PDA. Pour
chacune de ces dernieres et pour chague espece végétale, on fixe 10 fragments. Au total, on a
100 fragments par 10 boites de pétri pour chaque organe / espéce (200 fragments au total pour
chacune des deux espéces végétales et 400 fragments au total général). Chaque boite
ensemencée est considérée comme étant une unité de culture, nous avons ainsi 20 unités de

cultures / espece et 40 unités de cultures au total.

Apres lI'ensemencement, on procede a 1’incubation a l'obscurité (25°C) dans une étuve.
Périodiquement, les cultures sont examinées afin d'observer le développement des colonies

fongiques émergentes des extrémités des fragments traités.
11.2.2.1. La fréquence de colonisation (FC):

La fréquence de colonisation ou d'infection, exprimée en % est calculée en se basant

sur la méthode de FISHER & PETRINI (1987) In TEJESVI et al., (2006), donnée comme suit:
FC % = Nc/ Nt x 100

Ou: FC = Fréquence de colonisation ou d’infection.
N. = Le nombre de segments colonisés par une espece ou un groupe fongique.

N = Le nombre total des segments.
11.2.2.2. L'identification des mycotaxons:

L’identification des isolats fongiques endophytes détectés chez les segments traités qui
est effectuée suite a une observation moyennant un microscope optique. Les champignons
sont identifies sur la base des traits morphologiques (formes reproductrices; conidies,
conidiophores) par Mme. Prof. BERNA TUNALI (Ziraat faculty - Ondokuz Mayis University -
Samsun - Turquie) alors que les taxons qui n’exhibent aucune forme reproductrice sont ainsi
codés; MS (Mycélium stérile), ainsi que les formes unicellulaires (Levuroidales) sont

caractérisées selon la couleur observée.

43



Chapitre -II- Matériel et méthodes

Ainsi, I’identification est confirmée suite au réensemencement des isolats précités afin
d'obtenir des cultures pures, pour une description macromorphologique (colonies) et micro-

morphologique plus fiable.

11.2.2.3. Choix des mycotaxons candidats pour la mise en évidence de

P’activité aphicide:

Pour cela, nous avons opté pour choisir quatre (04) espéces endophytes pour le test
de P’activité biopesticide en se basant sur leur potentielle activité biologique pour combattre
les bio-agresseurs, ainsi que, sur la nature et la composition chimique de chaque mycotaxon

(mycotoxines, métabolites secondaires et antibiotiques).

Ces quatre (04) mycotaxons choisi ont été identifiés sur le plan morphologique et
moléculaire suite a 1’application de la technique du PCR (Polymerase Chain Reaction) a
I’aide de Mme. Prof. BERNA TUNALI (Ziraat faculty - Ondokuz Mayis University - Samsun -
Turquie).

11.2.3. Culture en masse (fermentation submergée)

Dans ce cas, on a opté pour choisir un milieu de culture liquide "le milieu de
WICKERHAM" (HASSAN, 2007).

La culture des endophytes est effectuée dans des erlenmeyers stériles a 200 ml fermés
par un coton cardé pour éviter la contamination. Apres, les cultures sont placées a l'obscurité

(25°C) dans une étuve.

Quotidiennement, les cultures ont été soumises a une agitation pour une durée d'une
heure (1") afin d'homogénéiser le milieu et la biomasse fongique. Une fois atteignant une
biomasse importante (aprés 7 a 15 jours), les cultures fongiques seront récupérées et filtrées

en série.

L'obtention des filtrats de cultures fongiques selon la méthode de STEKOLL & WEST,
(1978) est donnée comme suit:
- Recupérer la culture fongique homogéneisée;
- Filtrer la culture a travers un papier filtre stérile de type Wattman no. 2 pour éliminer
les résidus mycéliens et secondairement via le filtre millipore (0.45 pm) pour éviter la
contamination par les spores;

- Conserver le filtrat entre 0 et 4°C (figure 25).
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On peut faire varier les types de milieux afin de comparer les rendements d'extraction
de filtrats.

11.2.4. Dispositif expérimental

Pour parvenir a une étude expérimentale fiable, nous avons opté pour un dispositif
expérimental convenable basé sur la technique dite VCE (Ventilated Chamber Bioassay)
(figure 26) (MESQUITTA et al., 1996, BUTT & GOETTEL, 2000 In NAVON & ASCHER, 2000).

Les tests de traitement par pulvérisation ont été réalisés sur des fragments de plantes
de pommier et de féve mis dans des boites de pétri contenant le coton imbibé d’eau placé a
I'extrémité de chaque fragment afin d'entraver une perte hydrique rapide et de préserver le
statut osmotique lors des essais (MESQUITTA et al., 1996, BUTT & GOETTEL, 2000 In NAVON
& ASCHER, 2000). Chaque boite contient 10 individus de pucerons avec:
- Un nombre de répétition de 10 pour chaque filtrat;
- 10 répétitions pour les témoins traités avec I'eau distillée;
- Le filtrat est appliqué suivant son type et le gradient de concentration (100%, 75%,
50% et 25%) avec un nombre de répétition de 10 pour chaque concentration et 10
répétitions pour les témoins traités avec l'eau distillée;

- Déterminer le pourcentage de mortalité aprés 2" et 24" aprés la pulvérisation.
Le traitement est réalisé par pulvérisation directe.

11.2.4.1. Calcul du taux de mortalité:

Le calcul du taux de mortalité tient en compte la formule de la mortalité corrigée d’ABBOTT
(1925):

Pc =100 x [(Po —Pt) / (100 — Pt)]

Ou: Pc = Mortalité corrigée en pourcentage.
Po = Mortalité observée dans I’essai.

Pt = Mortalité observée dans le témoin.
11.2.4.2. Paramétres étudiés:

Concernant I’activité aphicide des filtrats, nous avons choisi essentiellement deux

parametres:
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- Effet des filtrats sur les pucerons;
- Effet du gradient de concentration sur la mortalité des aphides a 1’échelle

chronologique (aprés 2" et 24" du traitement).

Figure 25: Les filtrats fongiques de gauche a droite: Trichoderma sp., Fusarium oxysporum,
Alternaria sp., et Chaetomium sp. (Photo personnelle).

Dispositif expérimental Unité VCE (Ventilated Chamber Bioassay)

Figure 26: Dispositif expérimental (photos personnelles).
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11.2.5. L’induction de I’activité protéolytique

Le but de I'induction des protéases fongiques d'apres la méthode de LOPEZ-LLORCA et
al., (2002) est la mise en évidence de l'activité protéolytique chez les champignons
endophytes isolés a partir des deux especes végétales; le faux poivrier, S. molle et le Harmel

P. harmala vis-a-vis la biomasse produite de la part de chaque mycotaxon choisi.

La procédure de cette méthode est la suivante:

- Prélever un fragment de colonie (5x5 mm) du champignon;

- Ensemencer le fragment au centre de la boite de pétri qui contient prealablement le
milieu précité;

- Incubation a I'obscurité a 25°C dans une étuve;

- Aprés 48", mesurer le diamétre de la colonie ainsi que le diamétre du halo translucide
qui correspond a la zone de dégradation de la geélatine;

- Apres 12 jours, selon M0OSC0OSO & ROSATO (1987), calculer pour chaque observation

effectuée, l'index protéolytique donné comme suit:
Index protéolytiqgue = Diameétre du halo (mm) / Diamétre de la colonie (mm)
- Tracer la courbe de l'activité protéolytique.
11.2.6. Croissance moyenne des colonies

Supposant qu’il Y a une relation intime entre 1’activité protéolytique et 1’évolution de
la croissance radiale des endophytes, on calcule le diamétre de croissance de la colonie
(exprimé en mm) des mycotaxons candidats choisi suivant les jours d’observation (durant 12

jours).
11.2.7. Analyse des données

Pour cette étude, I’analyse de variance (ANOVA) et le test «t» de STUDENT sont

effectués afin de révéler les différences et les liens au sein des filtrats fongiques.

L’ACP (analyse en composantes principales) est effectué dans cette étude afin de

révéler les différences et les liens entre le type du filtrat et le gradient de concentration.

L’¢tude de la corrélation entre la croissance radiale (biomasse) et I1’activité
protéolytique (index) est effectuée en illustrant la droite de régression. Toutes les analyses
statistiques ont été réalisées moyennant le module XLSTAT 2009 de Microsoft Office ®.
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1.1 Mise en évidence de la mycoflore endophyte chez le faux-poivrier et le

Harmel

A lissu de la mise en culture des fragments (feuilles et fruits) des deux espéces
vegétales; S. molle et P. harmala, nous avons pu démontrer la présence des champignons
endophytes chez le faux-poivrier et le Harmel. La frequence de colonisation ou d’infection
(FC) exprimée en pourcentage (%) pour les fragments sélectionnés est représentée dans le
tableau 5 et la figure 27.

Tableau 5. Fréquence de colonisation (FC %) chez le faux-poivrier et le Harmel.

Espece Faux-poivrier (S. molle, Harmel (P. harmala,
Organe Anacardiaceae) Zygophyllaceae)
Feuilles 95 08
Fruits 88 56

BFruits

B Feuilles

Harmel

Faux-poivrier

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figure 27: Fréquence de colonisation (%) des champignons endophytes chez le Harmel et le
faux-poivrier.
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1.2 Composition spécifique des isolats fongiques endophytes détectés chez les

deux espéces végétales

Les mycotaxons détectés chez le faux-poivrier et le Harmel sont identifiés sur la base
des caracteres morphologiques et des formes reproductrices. Nous avons ainsi vingt trois (23)
isolats fongiques dont onze (11) mycotaxons sont identifiés a partir du faux-poivrier et douze

(12) mycotaxons sont isolés a partir de la deuxieme espéce végétale (tableau 06).

Tableau 06. Composition générale de la mycoflore endophyte détectée chez le faux-poivrier
et le Harmel.

Espéce végétale Mycotaxon Classe

Penicillium sp.
Penicillium italicum
Fusarium solani
Fusarium oxysporum
Alternaria sp.

S. molle Curvularia sp.
Trichoderma sp.
Torula sp.

Hyphomyceétes

Chaetomium sp.2 Ascomycetes

Mucor sp. Zygomycetes

Formes stériles
Mycélium stérile (MS)

Alternaria sp.
Fusarium sp.
Penicillium sp.
Epicoccum sp.
Gilmaniella sp.
P. harmala Torula sp.
Ulocladium sp.
Botryoderma sp.

Hyphomycétes

Chaetomium sp.1
Ascomycete 1 Ascomyceétes
Ascomycete 2

Phomopsis sp. Coelomycetes
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D’aprés les résultats cités ci-dessus, le statut qualitatif de la mycoflore endophyte
détectée sur les deux espéces végétales; S. molle et P. harmala, nous révélons que le nombre

des mycoendophytes isolés est relativement insignifiant.

Pour la premiére espece végétale; S. molle, le groupe des champignons mitosporiques
et spécifiquement la classe des Hyphomycétes contient les genres les plus dominants
(Penicillium, Fusarium, Alternaria, Curvularia, Trichoderma et Torula), viennent ensuite la
classe des Ascomyceétes et des Zygomycetes avec un seul genre pour chacune; Chaetomium et

Mucor respectivement.

D’autre part, le Harmel contient huit (08) genres dans la classe des Hyphomycetes
(groupe des Deutéromycetes); Alternaria, Fusarium, Penicillium, Epicoccum, Gilmaniella,
Torula, Ulocladium et Botryoderma. La classe des Ascomycétes compte trois (03) genres

avec un seul genre (Phomopsis) pour la classe des Coelomycetes.
1.3 Discussion

Notre modeste travail démontre, la présence des champignons endophytes associés
aux feuilles et fruits des deux especes vegétales étudiées; le faux-poivrier (S. molle,
Anacardiaceae) et pour la premiere fois chez le Harmel (P. harmala, Zygophyllaceae). Les
champignons endophytes sont I’un des groupes des micro-organismes les plus diversifiés et
inexplorés qui font des associations symbiotiques et peuvent produire des substances
bénéfiques pour 1’héte (WEBER et al., 1981 In KHAN et al., 2007; SHIOMI et al., 2006 In
KHAN et al., 2007).

Nous avons constaté que la colonisation des feuilles et des fruits par les
mycoendophytes est signifiante sur le plan quantitatif, en effet, l'ubiquité des endophytes est
un aspect partagé entre les divers phytotaxons étudiés, cet aspect peut étre lié a une
prédisposition anatomique, biochimique et physiologique des organes aériens étudiés, vis-a-
vis aux infections et colonisations endophytes. Ainsi, I’ubiquité des endophytes dans la nature
est toujours sélective, cette colonisation sélective peut mener a la production de substances

bioactives dans la plante-héte (HUANG et al., 2008).

Le taux d'infection des parties aériennes, a l'instar des feuilles et des fruits, évolue
généralement avec I'age de ces dernieres, c'est ainsi que KUMARESAN & SURYANARAYANAN,

(2002) ont démontré que le taux d'infection de Rhizophora apiculata (Rhizophoraceae)
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augmente pour les fruits arrivant au terme de nouaison et pour les feuilles adultes. GOVEAS et
al., (2011) ont demontré que la fréquence de colonisation de la plante médicinale Coscinium
fenestratum (Menispermaceae) par les endophytes augmente avec 1’age des feuilles; 3,33%

pour les jeunes feuilles, 21,02% pour les feuilles mares et 53,33% pour les feuilles adultes.

Cette colonisation élevée des feuilles gées est dle a une surinfection des feuilles avec
le temps par I’inoculum porté avec 1’air (CARROLL et al., 1977 In SURYANARAYANAN &
THENNARASAN, 2004; RODRIGUES et al., 1993 In SURYANARAYANAN & THENNARASAN,
2004; SURYANARAYANAN & VIJAYKRISHNA, 2001 In SURYANARAYANAN &
THENNARASAN, 2004).

Les mémes constatations ont été énoncées pour les Coniféeres (Sapin) (STONE, 1987 In
SURYANARAYANAN & THENNARASAN, 2004), Plumeria rubra (SURYANARAYANAN &
THENNARASAN, 2004), Trachycarpus fortunei (TAYLOR et al., 1999 In SURYANARAYANAN
& THENNARASAN, 2004), Azadirachta indica (RAJAGOPAL & SURYANARAYANAN, 2000 In
SURYANARAYANAN & THENNARASAN, 2004), les Graminées (BACON & WHITE, 1994), les
Gymnospermes (STONE et al., 2000 In KUMARESAN & SURYANARAYANAN, 2002), les
Palmacées (RODRIGUES, 1994) et chez certaines plantes tropicales (RODRIGUES & PETRINI,
1997 In KUMARESAN & SURYANARAYANAN, 2002).

En revanche, aucune information n'est disponible, concernant les mécanismes
réagissant les modalités de l'infection naturelle ainsi que l'internalisation des champignons

endophytes, au sein des tissus des deux especes végetales étudiées; S. molle et P. harmala.

Le nombre de taxons endophytes isolés est relativement insignifiant avec la
prédominance des Hyphomycetes, en particulier, les trois genres Fusarium, Torula et
Alternaria. Ce nombre insignifiant peut s’expliquer par la présence de facteurs chimiques
illustrés par des composés spécifiques au sein de la plante-hote telles que les sesquiterpenes,
les flavonoides, les tanins ainsi que les résines (FERRERO, CHOPA et al., 2007; RAJAGOPAL et
al., 2010 In GOVEAS et al., 2011).

D’aprés CLAY (1993) la plante-hdte peut étre a l'origine de certains métabolites
secondaires qui peuvent non seulement inhiber la croissance des endophytes sur leurs tissus,
mais également limiter leur propagation et méme restreindre le nombre de taxons fongiques

associés. Cette constatation peut étre projetée sur nos résultats pour expliquer le fait que
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certains taxons endophytes, tels que Fusarium et Chaetomium, sont particuliérement

fréquents, notamment sur les fruits de S. molle et les feuilles de la deuxieme espéce végetale.

La majorité des mycotaxons endophytes détectés sont rangés au sein du groupe
mitosporique (Deutéromycetes). Pratiqguement, une multitude de recherches conduites en la
matiére, attestent que les Deutéromycetes qui représentent les formes fongiques asexuées,
prédominent quelque soit le statut taxonomique de la plante-hdte (MARQUEZ et al., 2007,
HUANG et al., 2008; CosTA et al., 2012; SINGH, 2013).

En contraste avec notre travail, I'étude de RODRIGUES & SAMUELS (1999) portée sur
une Anacardiacée médicinale, Spondias mombin, prouva que la dominance endophyte est
pour I'Ascomycete Phomopsis sp., qui a été également détecté auparavant chez le faux-
poivrier (ROUABAH, 2010).

Les champignons mitosporiques spécifiquement la classe des Hyphomycetes ont été
considérés comme le groupe le plus prédominant dans la majorité des plantes colonisées par
les mycoendophytes, cela est justifié via beaucoup d’études (SEENA & SRIDHAR, 2004; KHAN
et al., 2007; MANGUNWARDOYO et al., 2012; MAHESWARI & RAJAGOPAL, 2013 In JENA &
TAYUNG, 2013; HAN et al., 2013; SHARMA & KUMAR, 2013; SHI et al., 2013; SUCIATMIH &
RAHMANSYAH, 2013; D’SOUzA & BHAT, 2013). La nature de dominance de la classe des
Hyphomyceétes peut étre attribuée a leur capacité de coloniser rapidement leur hote en

produisant des spores asexuées abondantes (CABRAL et al., 1993 In JENA & TAYUNG, 2013).

Cette classe des Hyphomycétes prédomine ’espéce Azadirachta indica (Meliaceae)
avec un taux de colonisation de 61%, suivi par les Ascomycetes (21%) et des mycéliums
stériles (18%). Les genres Fusarium, Trichoderma et Chaetomium étant les plus fréeqguemment
isolés (TEJESVI et al., 2006). Les mémes resultats ont été enoncés pour les deux plantes
médicinales; Solanum rubrum et Morinda pubescence d’ou la composition fongique pour la
premiére espéce est de 65% Hyphomycétes, 10% Coelomycetes, 10% mycéliums stériles,
tandis que le taux de colonisation est de 86% Hyphomycetes, 8% Ascomycétes, 4%
Coelomycetes et 16% mycéliums stériles pour la deuxiéeme plante médicinale (JENA &
TAYUNG, 2013).

Les genres Trichoderma et Fusarium sont isolés dans ce manuscrit comme
champignons endophytes. Alors que ces deux champignons sont fondamentalement des

champignons pathogenes, mais quelquefois, ils sont modifiés par mutation et deviennent des
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endophytes non-pathogenes (FREEMAN & RODRIQUEZ, 1993 In NAGARAJA, 2011).
Cependant, ces derniéres années, Trichoderma sp. a aussi été rapporté comme champignon
endophyte (CHAVERRI et al., 2011).

1.4 Mise en évidence de D’activité aphicide des filtrats fongiques vis-a-vis les

deux espéces aphidiennes Aphis fabae et A. pomi

Les résultats concernant 1’activité insecticide des filtrats fongiques appliqués pour les
quatre champignons endophytes seélectionnés; Alternaria sp., Fusarium oxysporum,
Chaetomium sp. et Trichoderma sp., exprimé par le taux de mortalité des pucerons ciblés,
sont exposes dans le tableau 07 et la figure 28.

Tableau 07. Taux moyen de mortalité enregistrés chez A. fabae et A. pomi, 24" aprés
pulvérisation des filtrats fongiques.

Type du filtrat Aphis fabae Aphis pomi
Alternaria sp. 28,73+ 0,42 72,94 + 0,62
Fusarium oxysporum 35,63 + 0,6 63,53 + 0,43
Chaetomium sp. 68,96 + 0,56 63,53 £ 0,78
Trichoderma sp. 51,72 + 0,57 91,76 + 0,26
Témoin * 13+0,26 15+ 0,31

Les données représentent les moyennes * I’erreur standard.

*: Pulvérisation a 1’eau distillée.
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B A fabae

1001 b B A. pomi

Taux de mrtalité (moy. + €.s)

Alternariasp.  F. oxysporum  Chaetomium sp. Trichoderma sp. Témoin

Filtrats fongiques

Figure 28: Effet des différents filtrats fongiques sur A. fabae et A.pomi, 24" apres
pulvérisation.

Suite au test «t» de STUDENT, le filtrat issu de Chaetomium sp. a un effet similaire vis-
a-vis des deux especes aphidiennes. En revanche, il y a une différence significative pour les
trois filtrats; Alternaria sp., F. oxysporum et Trichoderma sp. Ce dernier ayant un effet
moindre sur A. fabae (taux de mortalité de 51,72%) par rapport a A. pomi (taux de mortalité
de 91,76%).

100 -+

90 -
80 A
70 -
60 -
50 -
40 A
30 A

Taux de mortalité (moy. £¢€.5)

20 A c

10 - -
0 T T T T

Alternariasp. F. oxysporum Chaetomium sp. Trichoderma sp. Témoin

Filtrats fongiques

Figure 29: Effet des différents filtrats fongiques sur A. pomi, 24" aprés pulvérisation.
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L’analyse de la variance (ANOVA, P < 0,05, F = 0,64) indique que ’efficacité du filtrat
fongique obtenu a partir de Trichoderma sp. vis-a-vis A. pomi est significative tandis que
I’efficacité des trois groupes fongiques restants (Alternaria sp., F. oxysporum et Chaetomium
sp.) est non significative, avec un taux moyen de mortalit¢ minimum enregistré pour F.
oxysporum et Chaetomium sp. (63,53%) comparativement avec celui de Trichoderma sp.
(91,76%) (figure 29).

Notant ainsi que 1’effet des quatre filtrats fongiques s'est avéré trés important sur les

deux formes (ailés et aptéres) des deux especes aphidiennes; A. fabae et A. pomi.

1.5 Effet de la concentration des filtrats fongiques sur leurs activités aphicides

Suite a I’application des filtrats a différentes concentrations (25%, 50%, 75%, et
100%), l'efficacité était relativement importante sur A. pomi avec un taux moyen de mortalité
trés variable suivant des spectres chronologiques de 2" et de 24" en post-traitement. Les
résultats ainsi obtenus sont représentés dans le tableau 08 et illustrés graphiquement sur les
figures 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 et 37.

Tableau 08. Taux moyens de mortalité (%) enregistrés chez A. pomi, 2" et 24" aprés
pulvérisation des filtrats fongiques a différentes concentrations.

Taux moyen de mortalité (%)

a 25% de a 50% de a 75% de a 100%o de
Filtrats concentration: C1 | concentration: C2 | concentration: C3 | concentration: C4
Apres Apres Apres Apres Apres Apres Apres Apres
2 24 o 24 2n 24 o 24
Alternaria sp. 1,05 7,36 5,26 78,82 9,47 78,82 7.36 72,94
+ + + + + + + +
(F1) 0,27 0,33 0,21 0,59 0,45 0,44 033 0,62
68,42 91,76 50,52 90,58 41,05 82,35 27,36 63,53
F. oxysporum + + + + + + + +
(F2) 0,47 0,26 0,83 0,25 0,87 0,34 0,50 0,43
Chaetomium sp. 27,36 82,35 47,36 84,7 33,68 85,89 62,1 63,53
+ + + + + + + +
(F3) 0,43 0,40 0,70 0,37 0,37 0,53 0,82 0,78
Trichoderma sp. 67,36 91,76 66,31 87,05 68,42 82,35 67,4 91,76
+ + + + + + + +
(F4) 0,46 0,42 0,87 0,41 0,45 0,45 0,53 0,26
5 15 5 15 5 15 5 15
Témoin + + + + + + + +
0,22 0,31 0,22 0,31 0,22 0,31 0,22 0,31
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Suivant le type du filtrat et le gradient de concentration, nous avons enregistré des taux

moyens de mortalité trés variables vis-a-vis A. pomi.

Au sein de chaque groupe fongique, nous avons constaté qu’il y a une différence
significative en matiére de mortalité aprés 2" et 24" suite au traitement. 1l s’est avéré que le
filtrat de Trichoderma sp. avait un effet trés important a court terme (apres 2“), ainsi, la
mortalité maximale a été obtenue aux concentrations 25% et 100% avec un taux moyen de
mortalité de 91,76%.

En revanche, les deux filtrats fongiques F. oxysporum et Chaetomium sp. avaient des
effets trés importants & long terme (aprés 24" du traitement) et atteignent ses valeurs
maximales a la concentration 25% (91,76%) et a la concentration 75% (85,89%)

respectivement.

Tandis que, l’effet du filtrat Alternaria sp. atteint sa valeur maximale aux

concentrations 50% et 75% avec un taux moyen de mortalité de 78,82%.
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Figure 30: Effet des concentrations du filtrat d’Alternaria sp. sur A. pomi.

56



Chapitre -III-

Résultats et discussion

70

60

50

40

30

Taux de mortalité (moy. =+ €.S)

20

10

100 -

90

80

b b
b
1 b
a
a
{ a
| b
| ™
2h ‘ 24h 2h ‘ 24h 2h ‘ 24h 2h ‘ 24h 2h ‘ 24h
100% 75% 50% . 25% Temoin
Concentrations

Figure 31: Effet des concentrations du filtrat de F. oxysporum sur A. pomi.
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Figure 32: Effet des concentrations du filtrat de Chaetomium sp. sur A. pomi.
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Figure 33: Effet des concentrations du filtrat de Trichoderma sp. sur A. pomi.
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Figure 34: Effet des filtrats fongiques sur A. pomi a 25% de concentration.
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Figure 35: Effet des filtrats fongiques sur A. pomi a 50% de concentration.
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Figure 36: Effet des filtrats fongiques sur A. pomi a 75% de concentration.
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Figure 37: Effet des filtrats fongiques sur A. pomi a 100% de concentration.

En comparant les quatre filtrats fongiques aux différentes concentrations, il s’est avéré

que celui de Trichoderma sp. avait une meilleure activité aphicide (figures 34, 35, 36 et 37).

11.6 Evolution des taux de mortalité chez A. pomi en fonction du gradient de

concentration des filtrats

Le but visé par cette partie de notre modeste travail, se résume dans la visualisation de
la concentration la plus efficace a 1’égard de 1’aphide ciblé, et ce a travers la lecture de
I’évolution (variation) de la mortalité moyenne (exprimée en %) des individus pour chaque
concentration respective (25%, 50%, 75% et 100%).

L’évolution des taux de mortalité enregistrés chez A. pomi, n’est plus proportionnelle
par rapport au gradient de concentration. Il s’agit plutdt d’une mortalité maximale (91,76%)
qui correspond a une concentration optimale (25%, 100%) (et pas forcement la concentration

maximale), ¢’est la loi de 1’optimum (figure 38).
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Figure 38: Evolution des taux moyens de mortalité (%) recordés chez A. pomi, en fonction de

I’augmentation progressive de la concentration des quatre filtrats fongiques.

Nos résultats sont confirmés a 1’aide de I’ACP (analyse en composantes principales)

ou nous avons constaté qu’il y a une différence significative entre les quatre filtrats fongiques

et les différentes concentrations correspondantes sur le plan chronologique (figure 39).
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Figure 39: Représentation graphique de I’ACP (analyse en composantes principales).

1.7 Discussion

La toxicité des filtrats fongiques vis-a-vis des insectes ravageurs a été démontrée
auparavant (FATTAH & WEBSTER, 1989; YEO, 2000; BATTA, 2004; ANDERSON et al., 2007;
VEGA et al., 2008; ROUABAH, 2010; RITU et al., 2012; BENSACI et al., 2015).

A partir de nos résultats, nous avons constaté que les quatre filtrats fongiques ayant
une activité aphicide trés variable vis-a-vis des deux espéces aphidiennes ciblées, cette
variation d’activit¢ (exprimée en mortalité observée chez les individus) est déterminée
également sur une échelle chronologique (effet & court terme; aprés 2" et & long terme; aprés
24").

Cette différence de réponse de la part de I’espéce aphidienne peut étre attribuée aux
différences marquant la nature chimique des métabolites produits par les champignons

endophytes testés (Alternaria sp., F. oxysporum, Chaetomium sp. et Trichoderma sp.). Ainsi,
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suivant le biotype et la niche écologique, ces endophytes peuvent jouer un réle trés important
en matiere de protection de leurs plantes-hotes en produisant des composés bioactifs
appropriés (RAVIRAJA et al., 2006; VEGA et al.,, 2008; STROBEL & DAISY, 2003 In
BHARATHIDASAN & PANNEERSELVAM, 2011; STROBEL et al., 2009 In BHARATHIDASAN &
PANNEERSELVAM, 2011) et dont la production et la qualité dépend des conditions naturelles

de I’association ainsi qu’a la nature du milieu synthétique utilisé (SCHINYA et al., 2008).

Comparativement a cette étude, plusieurs travaux ont été portés sur I'utilisation des
filtrats fongiques en matiére de lutte contre les insectes (SHUKLA et al., 1977; YEO, 2000;
BATTA, 2004; ANDERSON et al., 2007; ROUABAH, 2010; RITU et al., 2012; BENSACI et al.,
2015). Plusieurs filtrats de champignons dont Metarhizium anisopliae a été utilisé pour lutter
contre les adultes de moustiques (Anopheles gambiae et Culex quinquefasciatus) (SEYE et al.,
2012), alors que Coelomyces, Metarhizium et Lagenidium ont été utilisés pour lutter contre les
asticots de moustiques et se sont avérés intéressants dans un éventuel programme de lutte
contre les Culicidés (ROBERTS, 1974 In BELLONCIK & PARENT, 1976; SEYE et al., 2012).
Cependant, les filtrats fongiques des champignons endophytes Lecanicillium lecanii et
Cladosporium oxysporum sont utilisés dans un programme de lutte biologique contre le
puceron du coton; Aphis gossypii et le puceron noir de la féeve; A. fabae respectivement

(ANDERSON et al., 2007; BENSACI et al., 2015).

D’un part, le champignon endophyte Chaetomium globosum modifie génétiquement
peut fournir une résistance contre le puceron vert du pécher; Myzus persicae (Hemiptera,
Aphididae) (CHOUGULE & BONNING, 2012; GLARE et al., 2012). D’autre part, I’application
des différentes formulations des cultures fongiques du champignon endophyte Metarhizium
anisopliae a causé la mortalité des adultes du charancon Sitophilus oryzae (Coleoptera,
Curculionidae) dans les lieux de stockage (BATTA, 2004). Aussi bien, I’application des filtrats
fongiques a base de Trichoderma harzianum et T. viride a inhibé 1’éclosion des ceufs du
nématode Meloidogyne javanica aprés 7 et 14 jours d’incubation (ANSARI et al., 2002 In
ATHMAN et al., 2006).

Nous avons enregistré des taux moyens de mortalité trés variables a 1’égard d’A. pomi
suivant le type du filtrat et le gradient de concentration ou Trichoderma sp. avait la meilleure
activité aphicide. Ainsi, 1’évolution des taux de mortalité n’est plus proportionnelle par
rapport au gradient de concentration donc, il s’agit d’une mortalité maximale qui correspond a

une concentration optimale respective.
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Cette variabilité importante peut s’expliquer par le fait que les filtrats fongiques testés
sont marqués par une nature biologique brute, ainsi, le type de solvant (dans notre cas c’est
I’eau distillée) peut influencer sur la stabilité des molécules actives au sein de chaque filtrat.
C’est pourquoi il aurait mieux de diversifier les solvants des filtrats (solvants organiques de
type alcools, acides,....etc.) au lieu de se baser uniquement sur I’eau distillée. Ainsi, plusieurs
facteurs peuvent contribuer tels que le milieu de culture spécifiquement le pH (CAYROL et al.,
1989 In ATHMAN et al., 2006), 1’age des filtrats des cultures fongiques (MANKAU, 1969 In
ATHMAN et al., 2006), ainsi que la concentration des filtrats (ATHMAN et al., 2006).

L’application d’un filtrat fongique complexe, a base de Verticillium chlamydosporium,
Paecilomyces lilacinus et Talaromyces flavus pour évaluer leur efficacité a différentes
concentrations (25%, 50%, 75%, 100%) vis-a-vis les larves de Meloidogyne javanica a
permis de constater que les taux de mortalité des larves sont directement proportionnels avec
les concentrations (ZAKI, 1999). Les mémes constatations ont été énoncées pour le nématode
Radopholus similis via I’application d’un filtrat fongique a base de F. oxysporum (pour les
concentrations 2,5%, 5%, 10%, 25%, 50% et 100%) (ATHMAN et al., 2006). ZAKI, (1994) a
démontré que I’efficacité maximale (80,4%) du filtrat de P. lilacinus sur la viabilité des ceufs

de M. javanica correspond forcement a la concentration optimale de 80%.

Les mémes constations ont été obtenues pour les filtrats fongiques du champignon
endophyte Cladosporium echinulatum isolé & partir du S. molle et appliqué a différentes
concentrations (25%, 50%, 75% et 100%) sur le puceron noir de la feve; Aphis fabae d’ou
I’efficacité maximale (78,67%) correspond forcement a la concentration optimale (50% et
75%) (ROUABAH, 2010).

Nos résultats montrent que les deux formes (aptéres et ailés) des deux aphides sont
vulnérables mais la vulnérabilité est variable entre les deux pucerons, ceci est dl
probablement a une variation intra-spécifique (liée a 1’espéce elle-méme; génotype, formes
ailés et aptéres, stade, sexe ...etc.), et/ou interspécifique (entre les différentes espéces) qui
marquent les performances du systéme immunitaire et des capacités neutralisantes des

composés toxiques pour le puceron en question.
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1.8 Evolution de la croissance radiale des colonies fongiques

Les observations portées quotidiennement sur les cultures fongiques, nous ont montré
que chaque espece suit un rythme de croissance donné, méme si la croissance radiale des
colonies, exprimée en diametre, differe en terme de vitesse. Les mycotaxons testés suivent un
modeéle de croissance exponentielle sur milieu solide, marquée par trois principales phases:
(1) croissance exponentielle (2) ralentissement et (3) la phase stationnaire (tableau 09 et figure
40).

Tableau 09. Diametre des colonies fongiques exprimé en mm sur une période de 12

jours.
Colonies fongiques
Alternaria sp. F. oxysporum Chaetomium sp. Trichoderma sp.

1% jour 7 6 2 0
2°™ jour 9 7 3 1
3™ jour 15 11 4 2
4°™ jour 16 13 5 2
5°™ jour 16 15 6 3
6°™ jour 17 17 7 3
7°™ jour 18 18 8 4
8°™ jour 18 20 9 4
9°™ jour 19 21 10 4
10°™ jour 20 23 10 4
11°™ jour 20 25 10 5
12°™ jour 20 25 10 5
Moyenne 16,25 16,75 7 3,08

Nos observations nous ont permis de ressortir qu’Alternaria sp. a recordé une
croissance radiale journaliére moyenne de 16,25 mm, F. oxysporum avec 16,75 mm, suivi par
Chaetomium sp. avec 7 mm et enfin, Trichoderma sp. ayant enregistré une croissance faible

avec 3,08 mm seulement.
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Figure 40: Evolution de la croissance radiale des colonies fongiques sur une période de 12

jours.

Pour Alternaria sp., I'extension radiale de la colonie fongique débute dés le 1% jour
pour atteindre une valeur maximale de 20 mm au 10°™ jour pour demeurer ensuite constante.
Cependant, F. oxysporum a enregistré une phase de croissance exponentielle dés le 1%

jour pour atteindre une valeur maximale de 25 mm au 11°™ jour pour rester par la suite

constant.

D’une part, Chaetomium sp., a enregistré une faible phase exponentielle dés le 1% jour,
pour atteindre une valeur maximale (10 mm) dés le geéme jour et reste constant au dela.
En revanche, une faible croissance est notée chez Trichoderma sp., avec une faible

extension radiale, atteignant son diamétre maximal (5 mm) au 11°™ jour pour rester constant

par la suite.
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1.9 Mise en évidence de I’activité protéolytique des mycotaxons testés

Les résultats obtenus ont révélé une activité protéolytique chez les quatre mycotaxons.
Cette activité est marquée par la formation d'une zone claire sous forme d'un halo autour de la

colonie fongique durant la période d’observation.

Les résultats ainsi obtenus sont représentés dans le tableau 10 et la figure 41.
L’intensité de l'activité protéolytique est connue en calculant I'index protéolytique, marquant
une valeur moyenne de 0,28, 0,32, 0,82 et de 0,65 pour Alternaria sp., F. oxysporum,

Chaetomium sp. et Trichoderma sp. respectivement.

Tableau 10. Index protéolytique calculé chez les quatre mycotaxons endophytes sur une
durée de 12 jours.

Mycotaxons endophytes
Alternaria sp. F. oxysporum Chaetomium sp. | Trichoderma sp.

1% jour 0 0,33 0 0
2°™ jour 0 0,29 0,67 0
3°™ jour 0,07 0,27 0,75 0,5
4°™ jour 0,13 0,23 0,8 0,5
5°™ jour 0,19 0,27 0,83 0,67
6°™ jour 0,24 0,29 0,86 0,67
7°™ jour 0,28 0,33 0,88 0,75
8°™ jour 0,33 0,35 1 0,75
9™ jour 0,42 0,38 1 1
10°™ jour 0,5 0,39 1 1
11°™ jour 0,6 0,36 1 1
12°™ jour 0,6 0,36 1 1
Moyenne 0,28 0,32 0,82 0,65
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Figure 41: Représentation graphique de I'activité protéolytique des quatre mycotaxons
endophytes, illustrée par I'index protéolytique calculé sur 12 jours successifs.

D’aprés le tableau 10 et la figure 41, l'activité protéolytique qui témoigne la sécrétion
des enzymes de type protéases, est induite chez les quatre mycotaxons endophytes testés, avec

une différence dans 1’induction de cette activité.

L’activité protéolytique chez Alternaria sp. et Trichoderma sp. est induite a partir du
3™ jour, & partir du 2°™ jour pour Chaetomium sp. et du 1% jour pour F. oxysporum.

Pour I’endophyte Alternaria sp., le pic de cette activité a été atteint le 11°™ jour avec

un index de 0,60 pour étre stable au jour suivant. L’activité protéolytique pour F. oxysporum

est atteint sa valeur maximale le 10°™ jour avec un index de 0,39 et stabilise & partir du 11°™

jour.

Cependant, le pic initial de cette activité protéolytique pour Chaetomium sp. est atteint

un index important de 0,67 (le 2°™ geme

jour) pour atteindre sa valeur maximale le jour avec

un index de 1 et demeure ensuite constante.

En revanche, Trichoderma sp. a enregistré un pic initial de I’activité protéolytique le
3™ jour avec un index de 0,50 et continue & augmenter pour atteindre sa valeur maximale le

9*™ jour avec un index de 1 et reste stable au dela.
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111.10 Discussion

Les résultats obtenus ont montré que la croissance radiale des colonies fongiques est
variable entre les quatre mycotaxons, elle est dle essentiellement a deux principaux facteurs:
les caractéristiques intrinseques de la souche (génotype) qui se reflete par une réponse
différente de la part de chacune d’clles, vis-a-vis du méme milieu nutritif, en d’autre terme,
cela revient aux capacités metaboliques spéecifiques pour chaque champignon, qui traduisent
les capacités de translocation des éléments nutritifs puisés du milieu. D’une part, les
conditions physiques de croissance, telles que la température et I’humidité ainsi que la
lumiére, peuvent influencer également le rythme de croissance, et donc la production de

biomasse.

Le modele de croissance exponentielle est partagé entre la quasi-totalité des
champignons filamenteux (DEACON, 2004) bien que la vitesse enregistrée, notamment celle
de Trichoderma est faible. En effet, la lenteur qui marque I’extension radiale des
champignons endophytes est die partiellement a la réponse lente vis-a-vis des milieux
synthétiques, c’est pourquoi la croissance de ces champignons est limitée par des facteurs

anatomiques et physiologiques de la part de leurs phytobiontes.

Nos résultats montrent que le champignon endophyte Trichoderma sp. avait la
meilleure activité aphicide avec une vitesse de croissance radiale des colonies faible
comparativement a une activité protéolytique importante. En effet, parmi les micro-
organismes bénéfiques, Trichoderma spp. est I’un des agents les plus communs de contrdle
biologique des champignons pathogenes des plantes (LO & LIN, 2002; HA, 2010; MUJTABA,
2011; SHAHID et al., 2013) via leur capacité de synthétiser des composés antagonistes
(protéines, enzymes de type B-xylosidase, a-glycosidase, B-glycosidase, cellobiohydrolase,
trypsine, chymotrypsine et chymoélastase comme proteases, N-acétyl-p-glucosaminidase et
antibiotiques) (POOVENDRAN et al., 2011) et des micro-nutrients (vitamines, hormones et
minéraux) (SARGIN et al., 2013). Outre que I’activité protéolytique (CORDO et al., 2007;
MISHRA et al., 2014), ce genre a une activité enzymatique de type xylanase (KUMALA &
HANDAYANI, 2011), cellulase (GADGIL et al., 1995 In HAGGAG & MOHAMED, 2002) et
chitinase (HARMAN et al., 2004).

Les mémes résultats ont été énoncés pour le champignon endophyte Cladosporium
echinulatum isolé a partir du faux-poivrier ayant une meilleure activité aphicide contre

I’espéce aphidienne; Aphis fabae. Ce champignon a une activité protéolytique trés importante
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(index protéolytigue marquant une valeur moyenne de 0,81) comparativement a leur

croissance radiale faible (diametre maximal est de 5 mm) (ROUABAH, 2010).

L’activité protéolytique fut détectée chez les quatre champignons endophytes testés.
Cette activité trés importante voir primordiale pour les endophytes, est reflétée par la
production ou I’induction des enzymes protéolytiques telles que les protéases et les
polypeptidases (BURGUM & PRESCOTT, 1965; GABRIEL, 1968 In KUCERA, 1980; LEGER et
al., 1987 In SAMUELS & PATERSON, 1995; JALGAONWALA & MAHAJAN, 2011; SUNITHA et
al., 2013; PATEL et al., 2013; RASHMI et al., 2014; BEZERRA et al., 2015; BUDIARTO et al.,
2015; ORLANDELLI et al., 2015; RAJU et al., 2015). Ainsi, il a été démontré que les activités
enzymatiques et la virulence des champignons sont deux caractéres intimement liés (FERRON
1978, ROBERTS 1981 In ROBERT & MESSING-ALAIDROOS, 1985; MONOD et al., 2002;
SHAKERI & FOSTER, 2006; SANCHEZ-PEREZ et al., 2014).

Les propriétés protéolytiques ont été signalées a partir des filtrats de champignons
Deutéromycétes; Beauveria bassiana (BIDOCHKA & KHACHATOURIANS 1987 In LOPEz-
LLORCA et al., 2002), Metarhizium anisopliae (LEGER, COOPER & CHARNLEY 1987 In
LOPEZ-LLORCA et al., 2002), Paecilomyces spp., P. farinosus (LOPEZ-LLORCA et al., 2002),
Verticillium lecanii, Nomuraea releyi et Aschersonia aleyrodris ayant des enzymes qui
déterminent la pathogénicité en matiere de dégradation de la cuticule des insectes pour
permettre la pénétration des hyphes au niveau des points vulnérables du tégument (BIDOCHKA
& KHACHATOURIANS 1994; GABRIEL 1968, LEGER et al., 1989, GOETTEL et al., 1989 In
SAMUELS & PATERSON, 1995).

L’¢évaluation de I’efficacité du champignon entomopathogéne Metarhizium anisopliae
dans un programme de lutte biologique contre la fausse teigne de la cire, Galleria mellonella
(Lepidoptera, Pyralidae) et les asticots de Culex pipiens, été basée sur 1’évaluation de la
production des protéases et des lipases (KUCERA, 1980; ROBERT & MESSING-AL-AIDROOS
1985). De la méme maniere, 1’évaluation de I’efficacité du champignon Paecilomyces
lilacinus parasite des ceufs du nématode Meloidogyne hapla (BONANTS et al., 1995 In LOPEZ-
LLORCA et al., 2002) et le champignon entomopathogéne P. farinosus pour combattre la
fausse teigne de la cire G. mellonella, été basé sur 1’évaluation de la synthese des protéases
(LOPEZ-LLORCA et al., 2002).
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Nous avons essay¢ d’étudier les capacités protéolytiques des champignons testés
contre les deux especes aphidiennes A. fabae et A. pomi pour vérifier I’éventualité d’un lien
entre cette activité et I’efficacité démontrée par les extraits fongiques (filtrats). Les enzymes
fongiques sont caractéristiques par le fait qu’elles sont toujours expulsées vers le milieu
externe du champignon, et les filtrats sont forcément riches en ces substances. En effet, la
production des protéases a été considérable chez les deux mycotaxons Chaetomium sp. et

Trichoderma sp. ayant une activité insecticide importante.

Cependant, on ne peut pas expliquer cette activité biologique seulement en s’appuyant
sur la production des protéases, car d’autres facteurs enzymatiques peuvent jouer un role
déterminant dans D’activité aphicide, telles que les lipases et les chitinases du sous groupe
BChil ou BChi2 (TIKHONOV et al., 2002; DA-SILVA et al., 2005; BARATTO et al., 2006),
ainsi, des neurotoxines telles que les alcaloides de type lolines et péramine chez
Neotyphodium et Epichloe testés contre les aphides Rhopalosiphum padi et Schizapus
graminis (Hemiptera, Aphididae) (RAKOCEVIC, 2005).

Le champignon endophyte Trichoderma harzianum a produit des substances non-
volatiles inhibitrices telles que la viridiofungine A (AL-HASSAN et al., 2009 In TING et al.,
2010). Cependant, des souches d’Alternaria alternata a été signalée récemment comme
entomopathogénes par CHRISTIAS et al., (2001) et HATZIPAPAS et al., (2002).

D’autres substances ont pu étre isolées a partir des formes entomopathogenes
d’Alternaria (PODOVA et al., 1977 In CHRISTIAS et al., 2001) dont la «destruxine B» isolée
d’A. brassicae. Cette méme substance est également impliquée dans la pathogénese vis-a-vis
de Brassicae napus (BUCHWALDT & GREEN, 1992). Jusque 13, les travaux conduits en la
matiére ont été basés sur I’inoculation directe des spores par injection ou par pulvérisation sur
des espéces aphidiennes, telles que Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae,
Rhopalosiphum padi, et Aphis nerii (Hemiptera, Aphididae) (CHRISTIAS et al., 2001,
HATZIPAPAS et al., 2002) et des coléoptéres (VEGA et al., 2008) ou I’action était relativement

plus prolongée par rapport de notre étude, lors de laquelle nous avons utilisé le filtrat.
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L’activité biologique de Cladosporium echinulatum et Fusarium sp. furent 1’objet
pour diverses études. Certains Cladosporium causent des épizooties dans les populations du
puceron tropical de 1’oranger: Toxoptera citricidus (Hemiptera, Aphididae), le puceron du
cotonnier: Aphis gossypii, la cochenille rouge de 1’oranger: Aonidiella aurantii (Hemiptera,
Diaspididae), le pou rouge de Floride: Chrysomphalus aonidum (Hemiptera, Diaspididae), la
cochenille du citronnier: Planococcus citri (Hemiptera, Pseudococcidae), la cochenille
farineuse: Pseudococcus longispinus (Hemiptera, Pseudococcidae), et Coccus aethiopicus
(SAMWAY’S & GRECH, 1986). Le genre Fusarium est réputé pour ses activités
antimicrobiennes, antifongiques et surtout phytotoxiques (GOGoI et al., 2007) mais également
insecticides avec implication de ’acide fusarique (MICZULSKI & MACHOWICZ-STEFANIAL,
1977; LYNCH & LEWIS, 1978).

.11 Relation entre la croissance radiale des colonies fongiques et I’activité

protéolytique des mycotaxons endophytes

La croissance radiale des colonies fongiques, est un indice de biomasse, cette derniére
est considérée comme un élément essentiel de I’allure végétative des champignons
sélectionnés, car elle témoigne la translocation des éléments nutritifs puisés a partir du milieu

approprie.

En revanche, cette croissance est accompagnée par une activité enzymatique paralléle,
et qui peut varier quantitativement et qualitativement. Nous avons essayé de déceler un
éventuel lien entre la croissance radiale des champignons endophytes testés et ’activité

protéolytique accompagnante.

Les figures 42, 43, 44 et 45 nous donnent une image générale sur 1’évolution de la

croissance radiale et 1’activité protéolytique des mycotaxons endophytes testés.
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Figure 42: Courbes évolutives de la croissance radiale des colonies fongiques et de I’activité
protéolytique accompagnante, chez Alternaria sp.

D’aprés la figure 42, D’activité protéolytique de I’endophyte Alternaria sp. est

proportionnelle avec celle de la croissance radiale. L’induction de cette activité commence

dés le 2°™ jour de la phase exponentielle de la croissance fongique, pour connaitre ensuite

une stabilité a partir de la phase stationnaire.
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Figure 43: Courbes évolutives de la croissance radiale des colonies fongiques et de ’activité
protéolytique accompagnante, chez F. oxysporum.
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En observant la figure 43, chez F. oxysporum, I’activité protéolytique commence des
la phase exponentielle de la croissance radiale fongique, pour connaitre ensuite un déclin
relatif jusqu’au 4°™ jour, ensuite une augmentation avec la phase exponentielle et enfin une

stabilité a partir de la phase stationnaire.
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Figure 44: Courbes évolutives de la croissance radiale des colonies fongiques et de
’activité protéolytique accompagnante, chez Chaetomium sp.

D’apres la figure 44, chez Chaetomium sp., I’activité protéolytique débute trés
rapidement dés la phase exponentielle de croissance radiale fongique pour connaitre ensuite

une stabilité a la fin de la phase exponentielle.
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Figure 45: Courbes évolutives de la croissance radiale des colonies fongiques et de I’activité
protéolytique accompagnante, chez Trichoderma sp.

La figure 45 nous montre que Dactivité protéolytique est plus importante chez

Trichoderma sp. malgré que la croissance radiale fongique est trés lente et insignifiante.

Cependant, de méme que pour les deux mycotaxons endophytes; F. oxysporum et

Chaetomium sp. I’induction protéolytique est plus marquante dés la phase exponentielle.

Pour connaitre la nature de la relation entre la croissance radiale fongique (biomasse)
et Dlactivité protéolytique des endophytes testés, nous avons effectué une analyse de
régression en juxtaposant les deux parameétres précités. Les droites de régression, montrées
dans les figures 46, 47, 48 et 49, représentent la corrélation entre la biomasse fongique et
I’activité protéolytique chez les champignons endophytes; Alternaria sp., F. oxysporum,

Chaetomium sp. et Trichoderma sp. respectivement.
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Figure 46: Droite de régression linéaire montrant la relation entre la croissance radiale des
colonies fongiques et I’activité protéolytique chez Alternaria sp.
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Figure 47: Droite de régression linéaire montrant la relation entre la croissance radiale des
colonies fongiques et I’activité protéolytique chez F. oxysporum.

76



Chapitre -III- Résultats et discussion

12 y =8,670x - 0,073
R>=0,679

0.8 A

Index protéolytique
o
o

02 A

0 \ 4 T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12

Croissance radiale des colonies (mm)

Figure 48: Droite de régression linéaire montrant la relation entre la croissance radiale des
colonies fongiques et I’activité protéolytique chez Chaetomium sp.
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Figure 49: Droite de régression linéaire montrant la relation entre la croissance radiale des
colonies fongiques et I’activité protéolytique chez Trichoderma sp.

L’analyse effectuée résultante révéla une corrélation négative entre 1’évolution de la
croissance radiale et I’induction de I’activité protéolytique chez les quatre mycotaxons

endophytes sélectionnés.
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Dans le cas des endophytes Alternaria sp. et F. oxysporum, cette relation négative
pour r= -0,862 (r: coefficient de corrélation de Pearson) et r= -0,654 pour les deux
mycotaxons endophytes respectivement, est illustrée par le fait que 1’activité protéolytique est

largement dépassée par la biomasse fongique.

Chez Chaetomium sp., cette relation négative pour r=-0,824 est illustrée par le fait que
I’activité protéolytique exprimée par la formation du halo est importante comparativement au

diamétre moyen des colonies fongiques.

Par contre, dans le cas de ’endophyte Trichoderma sp., cette relation négative pour
r=-0,952 est illustrée par le fait que le diamétre moyen des colonies fongiques est insignifiant

(valeur maximale est de 5 mm) alors que le halo protéolytique formé est considérable.

Chez Trichoderma sp. et Chaetomium sp., nous avons également remarqué que
quelques heures apres ’apparition du halo, il y a une formation d’une substance muqueuse

blanchétre occupant sa place (figure 50).

Trichoderma sp. Chaetomium sp.
Figure 50: Formation de la substance blanchatre aprés quelques heures de 1’apparition du
halo chez Trichoderma sp. et Chaetomium sp. respectivement.
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11.12 Discussion

Nous avons remarqué que le diamétre de la colonie et ’activité protéolytique sont
deux parameétres corrélés négativement, cette relation n’est plus exprimée de la méme maniere
pour les quatre taxons fongiques dont on a recordé une activité protéolytique. En effet,
I’activité protéolytique chez Chaetomium sp. est importante par rapport a une production de
biomasse, alors que chez Trichoderma sp., cette biomasse faible est divergente par rapport a

I’activité protéolytique trés importante.

Les enzymes fongiques gagnent une place trés importante dans 1’agriculture,
I’industrie et la santé humaine (MARIA et al., 2005). Les enzymes de type protéases ont une
importance commerciale (RAO et al., 1998 In ORLANDELLI et al., 2015). Ces enzymes sont
considérées comme agents insecticides via leur réle tres important dans la digestion complete
de la cuticule complexe des insectes (ANWAR & SALEEMUDDIN, 1998 In ORLANDELLI et al.,
2015).

Les protéases d’une variété de sources, dans notre cas, source de champignons ont une
toxicité envers les insectes. Quelques-unes de ces protéases ayant une activite insecticide sont
évoluées comme composants de venin, facteurs de résistance aux herbivores ou facteurs de
pathogénicité microbienne. Cependant, d’autres protéases jouent un rdle dans le
développement de I’insecte ou digestion, mais exercent un effet insecticide quand elles
surexprimeées de plantes génetiquement modifiées ou des pathogenes microbiens (HARRISON
& BONNING, 2010).

Pozo et al., (2004) In ZHENG et al., (2011) ont trouvé que le géne (tsvp 1) codant la
protéase de la sérine extracellulaire de Trichoderma virens joue un réle dans le processus de

biocontréle contre les champignons pathogénes.

L’induction des protéases est un signe d’activité biologique plus ou moins importante,
mais les répercussions peuvent étre réparties entre les performances morphologiques et
physiologiques du champignon. En effet, en 1987, MOSC0OSO & ROSATO ont démontré une
corrélation négative entre I’induction des protéases et la croissance radiale chez Aspergillus
nidulans. Les mémes observations ont été énoncées pour les deux champignons endophytes
Cladosporium echinulatum et Fusarium sp. isolés a partir du faux-poivrier, d’ou une
corrélation négative entre I’induction protéolytique et la croissance radiale des colonies

fongiques (ROUABAH, 2010).
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D’autres conditions physiques, chimiques, des mutations, des hétérocaryoses ou des
haploidisations (MURAYAMA & ISHIKAWA, 1973; MISHRA, 1977; M0OSCOSO & ROSATO,
1987) peuvent étre a 1’origine de cette divergence, mais ’activité physiologique marquée par
I’induction des protéases est un processus €énergétique qui peut parfois épuiser les ressources
destinées a 1’établissement de la biomasse fongique. Les mémes constatations ont été

énoncées par ZNIDARSIC & PAVKO, (2001).

La dégradation des protéines qui se trouvent dans les milieux nutritifs de base
gélatineuse est parfois accompagneée par une hyper-diffusion de certaines enzymes de type o-
amylase, gluco-amylase et tréhalase, qui peuvent altérer certains processus anaboliques de
Neurospora crassa (GRATZNER, 1972) ou lors de la biodégradation des phthalates chez
Pleurotus ostreatus (KIM & SONG, 2009) ou bien la Manganese peroxydase (MnP) (BERMEK
et al., 2004). Mais, il est prématuré de retenir définitivement et d’affirmer ces constatations
par rapport a nos résultats. En effet, les filtrats des quatre mycotaxons; Alternaria sp., F.
oxysporum, Chaetomium sp. et Trichoderma sp. sont pratiquement riches en substances

actives telles que les enzymes, toxines ou autres métabolites secondaires.

Nos résultats nous indiquent que la croissance radiale des colonies fongiques chez
Alternaria sp. est proportionnelle avec la vitesse de 1’induction protéolytique. Ceci est di au

fait que ce champignon est marqué par une activité anabolisante importante.

Cependant, la croissance des colonies fongiques de F. oxysporum dépasse la vitesse de
I’induction des protéases notamment a partir du 2°™ jour d’observation. Ceci peut étre
attribué a une activité protéolytique juvénile qui sera minimisée, voir dominée par d’autres
activités protéolytiques endogenes ou un métabolisme azoté insignifiant (formation de la

chitine des parois fongiques et accumulation du glycogene).

En revanche, la croissance radiale moyenne chez Chaetomium sp. accompagnée par
une activité protéolytique importante et la faible croissance radiale chez Trichoderma sp.
accompagnée par une forte induction des protéases sont dles probablement au fait que ces
champignons sont marqués par une activité anabolisante faible, alors que la forte activité
protéolytique peut exprimer un processus énergétique colteux sur le plan physiologique,
ainsi, on ignore si cette diffusion d’enzymes est accompagnée par la sécrétion de composés

antibiotiques ou répulsifs.
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On peut dire que ’activité protéolytique peut nous fournir des informations partielles
pour expliquer pourquoi les filtrats fongiques des quatre mycotaxons endophytes se sont
avérés efficaces contre les deux pucerons ciblés; A. fabae et A. pomi, notamment pour le
champignon Trichoderma sp.. Cependant, il est préférable de caractériser la nature chimique
des substances impliquées dans cette activité aphicide, telles que les chitinases et les
alcaloides agissant comme des facteurs d’altération de la cuticule et de neurotoxicité, en

d’autre terme, des facteurs d’entomopathogénese.
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Conclusion

Dans ce manuscrit, nous avons pu mettre en évidence des champignons endophytes
associes a la partie aérienne (feuilles et fruits) des deux espéces végétales; le faux-poivrier (S.

molle, Anacardiaceae) et pour la premiere fois pour le Harmel (P. harmala, Zygophyllaceae).

Sur le plan quantitatif, la fréquence de colonisation (FC %) des mycoendophytes est
signifiante dans les organes étudiés du faux-poivrier (feuilles 95%, fruits 88%) et du Harmel
(feuilles 98%, fruits 56%), alors que le nombre des taxons identifiés est réduit. D’ou I’intérét
de réaliser des travaux qui prendront en charge la saisonnalité comme élément déterminant du
statut qualitatif de ces micro-organismes, par le fait qu’il détermine en quelque sorte les

fluctuations physiologiques de 1’hote.

La majorité des champignons endophytes isolés est rangee au sein du groupe des
champignons mitosporiques (Deutéromycetes), en particulier la classe des Hyphomycétes, ce
groupe fongique semble le plus adapté a un mode de vie endophyte, méme si le statut
biochimique de S. molle et de P. harmala peut avoir un réle dans la restriction des espéces

colonisatrices.

Les filtrats issus des quatre mycotaxons; Alternaria sp., Fusarium oxysporum,
Chaetomium sp. et de Trichoderma sp. ont une activité aphicide variable a 1’¢gard des deux
especes aphidiennes ciblées; le puceron noir de la feve Aphis fabae et le puceron vert du
pommier Aphis pomi. Cette variabilité est dle principalement a la nature des métabolites

produits par les mycotaxons testés.

Les taux (%) moyens de mortalité enregistrés vis-a-vis d’A. pomi sont largement
déterminés par le type de filtrat et de la concentration préparée sur un spectre chronologique
(aprés 2 heures et 24 heures du traitement) dont Trichoderma sp. avait la meilleure activité
aphicide. Ainsi, 1’évolution des taux moyens de mortalit¢ enregistrés n’est plus
proportionnelle par rapport au gradient de concentration ou la mortalité maximale (91,76%)
correspond a la concentration optimale (25% et 100%) et pas forcement la concentration
maximale (c’est la loi de I’optimum). Cette variabilité de résultats peut refléter la nature des
solvants (dans notre cas c’est I’eau distillée) qui peuvent affecter la structure biochimique des
molécules des filtrats fongiques. Nous avons noté une vulnérabilité variable vis-a-vis des
deux bio-agresseurs ciblés qui est dle essentiellement aux variations intra-spécifiques et

interspécifiques.
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L’activité aphicide ne peut étre exclusivement liée a I’induction des enzymes de type
protéases. Ainsi, une corrélation négative entre la biomasse et 1’activité protéolytique a été
enregistrée chez les quatre champignons endophytes testés. Cette activité d’induction des
protéases peut refléter par conséquence une activité biologique trés importante dle aux

enzymes qui peuvent déterminées la virulence des mycotaxons choisis.

Néanmoins, nous pouvons dire que notre choix sera porté de préférence sur
I’endophyte ayant une faible production en masse fongique et une forte activité protéolytique
parallele, donc Trichoderma sp. est considéré comme un bon candidat pour de futures

expériences en la matiére.

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

auront pour objectifs:

1.  Réaliser davantage des études sur la mycoflore endophyte chez les deux especes
végétales; le faux-poivrier et le Harmel et faire identifier les mycotaxons sur le plan
morphologique et moléculaire (identification de 1’espéce et non seulement le genre par des
techniques plus approfondies telles que la PCR et le séquencage), et faire diversifier les
parties du vegétal a investiguer (écorce, bois, racines, fleur, limbe, ...etc.);

2. Etudier la variation du statut qualitatif des mycoendophytes suivant les saisons;

3. Etudier le comportement des espéces fongiques sélectionnées, a 1’égard de divers
milieux nutritifs et conditions physiques (température, lumiére, humidité);

4.  Cibler d’autres bio-agresseurs afin d’évaluer le spectre d’action des filtrats
fongiques;

5. Etude histologique des individus ravageurs testés pour connaitre le niveau de
vulnérabilité;

6.  Faire varier les solvants organiques utilisés pour les filtrats (solvants organiques
de type alcools, acides, etc.....) au lieu de se baser uniquement sur 1’eau distillée;

7.  Diversifier les formulations biologiques (formulation aqueuse, émulsion inverse,
...etc.) en diversifiant les adjuvants rajoutés aux formulations (talc, argile, ...etc.);

8. Etude des différentes activités enzymatiques chez les mycoendophytes
sélectionnes;

9. Il est conseillé de choisir les champignons qui ont une faible biomasse fongique et

une forte activité enzymatique d’ou la nécessité de faire le dépistage des activités
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enzymatiques extracellulaires des champignons endophytes (protéase, lipase, chitinase,
cellulase, xylanase, oxydase, pectines, laccase, gélatinase, tyrosinase, ...etc.);

10. Caractériser la nature chimique des métabolites secondaires (alcaloides,
flavonoides,...etc.) impliqués dans D’activité insecticide via 1’application des méthodes
perfectionnées (spectrophotométre, électrophoreése, ...etc.);

11. Elargir les traitements sur des parcelles en plein champ afin de révéler I’efficacité

des filtrats fongiques testés.
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Annexes

Figure 01: Stérilisation superficielle des feuilles et des fruits des deux especes végétales; (a):
feuilles de P. harmala, (b): graines de P. harmala, (c): feuilles de S. molle, (d): fruits de S.
molle.
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Figure 02: (a), (b), (c), (d), (e); Emergence des colonies endophytes a partir des feuilles et

des fruits au sein du faux-poivrier et du Harmel.




Annexes

Figure 03: Exemples de cultures pures des mycotaxons endophytes isolés a partir du faux-

poivrier et du Harmel; (a): Curvularia sp., (b): Trichoderma sp., (c): Alternaria sp., (d), (e):
Chaetomium sp., (f): Epicoccum sp., (g): Fusarium oxysporum, (h): Botryoderma sp., (i):
Ulocladium sp.
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Figure 04: Illlustrations microscopiques de quelques mycotaxons endophytes; (a): Curvularia
sp. (Gx 100), (b): Chaetomium sp. (Gx 100), (c): Ulocladium sp. (Gx 100), (d): Alternaria
sp. (Gx 40).
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Milieu de « WICKERHAM»:

D'aprés HASSAN (2007), le milieu est composé essentiellement de:
- L’agar: 3g;
- Extrait de malt: 3g;
- Peptone: 5¢;
- Glucose: 10g;
- Eau distillée: 1000 ml (1L);
- Le pH est compris entre 7,2 et 7,4.

Milieu de ’induction de I’activité protéolytique:

D’aprés LOPEZ-LLORCA et al., (2002), le milieu de culture utilisé est une solution

saline composée essentiellement de:

- NacCl: 0.3g;

- Ky;HPO,4: 0.3¢;

- MgSo4.7 H,0: 0.3g;

- Agar: 10g;

- Gélatine: 5¢;

- Eaudistillée: 1000 ml (1L).
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Résumé

Les mycotaxons endophytes ont eté détectés et isoles a partir de la partie aérienne (feuilles et
fruits) des deux espéces végétales; le faux-poivrier (Schinus molle L., Anacardiaceae) et pour la 1° fois
pour le Harmel (Peganum harmala L., Zygophyllaceae). Vingt trois mycotaxons furent identifiés dont onze
isolés du faux-poivrier et douze isolés de la 2°™ espéce ol la majorité des isolats fongiques est rangée au
sein du groupe Mitosporique (Deutéromycetes). Quatre isolats endophytes ont été testés pour caractériser
leurs potentialités bioinsecticide a I’égard d’Aphis fabae et A. pomi via leurs filtrats fongiques. 11 s’est
avéré que les quatre filtrats fongiques ont une activité aphicide variable a I’égard des pucerons ciblés,
mais beaucoup plus marquante vis-a-vis d’A. pomi, avec 91,76% de mortalité. D’autre part, cette activité
n’est pas proportionnelle au gradient de concentration a cause de leur nature biochimique et au type de
solvant qui peut affecter la stabilité des molécules impliquées au sein du filtrat. Alors que la croissance
radiale des colonies fongiques suit une allure exponentielle, elle est cependant corrélée négativement a
Pactivité protéolytique caractérisée chez les quatre mycotaxons testés; Alternaria sp., Fusarium
oxysporum, Chaetomium sp. et Trichoderma sp. La production des protéases ne peut plus étre le seul
élément explicatif de Pactivité aphicide des champignons endophytes sélectionnés pour cette étude. Le
choix des candidats rentables pour un processus de production en masse de bioaphicide doit prendre en
compte des données biologiques et techniques liées a chaque endophyte, dont le moins exigeant et le plus
actif sera le mieux adapté pour une production a grande échelle; ¢’est le cas de Trichoderma sp.

Mots clés: Schinus molle, Peganum harmala, champignons endophytes, filtrats fongiques, bioaphicide,
activité protéolytique, lutte biologique.
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O e L) g Qi) Jildl) (e Ul pdie gaa) JJ & Cua Wia (g pde g A6 e G ail) &3 ) «(Peganum harmala L.)
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Trichoderma sp. s Alternaria sp., Fusarium oxysporum, Chaetomium sp &zl < shill ga JSt pa 35Y) BLEL g
SR ) el ) pia auda il sl 03¢ (g gaad) B eadl (8 Labaad Sale i g sl Lalgd) ey 35 18 el (Sa Y
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Aoa gl g dadl<a o 93 (s ) bl (G S e Autaal) ey el (o all cdlsl) Jatdl) s falifal) il alsl)

Abstract Bioprospection of the potentialities aphicids of endophytes fungi against two aphids; Aphis
fabae and Aphis pomi (Hemiptera, Aphididae)

Endophytes fungi were isolated from aerial part (leaves and fruits) of Brazilian pepper tree
(Schinus molle L., Anacardiaceae) and for the first time of the Harmel (Peganum harmala L.,
Zygophyllaceae). Twenty three mycotaxa were identified whose eleven isolated from S. molle and twelve
isolated from the second plant. The vast majority are included in Mitosporic group (Deuteromycota).
Four fungi isolates were tested for their aphicid activity against black bean aphid (Aphis fabae) and green
apple aphid (A. pomi) through their filtrates. All filtrates were variable aphicid activity against targeted
aphids, but more efficiency against A. pomi with a mortality rate of 91,76%. In the other hand, this
activity is not proportionally expressed regarding to concentration gradient because of the biochemical
nature and type of solvent which can affect molecular stability of filtrate compounds. While colony’s
radial growth follows an exponential rate, however, it have a negative correlation to proteolytic activity
detected in all isolates tested; Alternaria sp., Fusarium oxysporum, Chaetomium sp. and Trichoderma sp.
Protease synthesis can not be the only factor explaining the insecticid activity of the selected endophytic
fungi. The choice of best rentable candidates for a bioaphicid mass production process must take in
account biological and technical data related to each endophyte species, among them the less demanding
and more active is the better suited for mass production (Trichoderma sp. case).

Keywords: Schinus molle, Peganum harmala, endophytic fungi, filtrates, bioaphicid, proteolytic activity,
biologicol control.
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