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Abstract

Résumé :

Cette ¢étude vise a isoler, identifier et examiner ’activité antioxydante et antifongique des
champignons endophytes d’Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris (Oléastre ) contre
Rhizoctonia solani de la pomme de terre. Trois especes de champignons isolées ont été
identifiées : Soridaria humana, Alternaria alternata et Didymosphaeria rubi-ulmifolii. Une
analyse chimique par UPLC-ESI-MS-MS des metabolites secondaires extraits de ces
champignons a révélé une variété de composés, y compris la riboflavine, 1’acide folique et
I’épicatéchine, soulignant la richesse et la diversit¢ des métabolites fongiques. En ce qui
concerne I’activité antioxydante, les trois isolats ont montré une grande efficacité. En utilisant
la méthode DPPH, des valeurs de 1C50 de 0,13 mg/ml + 0,005 ; 0,11 mg/ml £ 0 ; 0,11 mg/ml
+ 0 ont été obtenues. Avec la méthode ABTS, les valeurs de IC50 étaient de 0,11 mg/ml £ 0 ;
0,12 mg/ml £ 0 ; 0,11 mg/ml £ 0,01 pour Soridaria humana, Didymosphaeria rubi-ulmifolii et
Alternaria alternata respectivement. L’activité antifongique de ces isolats contre Rhizoctonia
solani a été évaluée par deux méthodes : la technique de la double culture et par extrait. Les
résultats ont montré des pourcentages d’inhibition maximaux de 100 % pour Soridaria humana,
85 % pour Didymosphaeria rubi-ulmifolii et 50% pour Alternaria alternata. De plus, les extraits
de Sordaria humana ont montré des taux d’inhibition compléte de R. solani.

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

antioxydante, Rhizoctonia solani



Abstract

Abstract:

This study aims to isolate, identify, and examine the antioxidant and antifungal activity of
endophytic fungi from Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris (Wild Olive) against
Rhizoctonia solani in potatoes. Three isolated fungal species were identified: Soridaria
humana, Alternaria alternata, and Didymosphaeria rubi-ulmifolii. Chemical analysis by
UPLC-ESI-MS-MS of the secondary metabolites extracted from these fungi revealed a variety
of compounds, including riboflavin, folic acid, and epicatechin, highlighting the richness and
diversity of fungal metabolites. Regarding antioxidant activity, all three isolates showed high
efficacy. Using the DPPH method, 1C50 values of 0.13 mg/ml + 0.005; 0.11 mg/ml + 0; and
0.11 mg/ml + 0 were obtained. With the ABTS method, IC50 values were 0.11 mg/ml £ 0; 0.12
mg/ml £ 0; and 0.11 mg/ml £ 0.01 for Soridaria humana, Didymosphaeria rubi-ulmifolii, and
Alternaria alternata, respectively. The antifungal activity of these isolates against Rhizoctonia
solani was evaluated by two methods: dual culture technique and extract method. The results
showed maximum inhibition percentages of 100% for Soridaria humana, 85% for
Didymosphaeria rubi-ulmifolii, and 50% for Alternaria alternata. Furthermore, extracts of
Sordaria humana showed complete inhibition rates of R. solani.

Keywords: endophytic fungi, secondary metabolites, antifungal activity, antioxidant activity,

Rhizoctonia solani
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Introduction

La pomme de terre est une denrée alimentaire majeure en Algérie et a I'échelle mondiale,
jouant un rdle crucial dans le systéme alimentaire mondial (FAO, 2008). Elle se classe au
quatriéme rang parmi les cultures agricoles mondiales, aprés le blé, le mais et le riz (FAO, 2018),
offrant des avantages significatifs tels que sa facilité de culture, son potentiel éleve de rendement
et sa valeur nutritive énergétique élevée. En Algérie, la production annuelle de pommes de terre
atteint 41 millions de quintaux sur 130 000 hectares, avec sept wilayas concentrant prés de 70%
de cette production, EI-Oued étant le principal producteur avec 28% (Bessaoud et Lefki, 2018).

La culture de la pomme de terre est sérieusement menacée par diverses maladies,
notamment la Rhizoctone brune, causée par Rhizoctonia solani Kithn, un champignon répandu
qui affecte les tubercules, les tiges et les stolons, entrainant des pertes de rendement significatives
et une baisse de la qualité et de la valeur nutritive des récoltes (Demirci et al., 2011). En Algérie,
la compréhension de cette maladie reste limitée, en particulier ses implications pour les variétés
cultivées dans le Sahara.

Le controle traditionnel de la Rhizoctone brune repose principalement sur I'utilisation de
fongicides, une méthode économique mais associée a des problémes croissants tels que la
résistance des pathogeénes, la pollution et des risques pour la santé et I'environnement (Ali et al.,
2012). Pour surmonter ces défis, des alternatives comme le biocontrdle par des champignons
endophytes émergent comme des solutions prometteuses. Les endophytes, vivant a lI'intérieur des
plantes sans causer de dommages visibles, produisent des métabolites secondaires aux propriétés
antifongiques potentielles, offrant ainsi une méthode durable et respectueuse de I'environnement

pour contréler les pathogénes telluriqgues comme Rhizoctonia solani (Li et al., 2022).

Des études récentes montrent que certains endophytes peuvent inhiber efficacement la
croissance de Rhizoctonia solani (Osman et al., 2011 ; Kaddes et al., 2020 ; Komeil et Saad ,
2021 ; Msairi et al .,2022), tandis que d'autres ont exploreé le potentiel des métabolites secondaires
des endophytes dans la lutte contre d'autres maladies fongiques (Esslmani et Lahlou, 2003 ;
Fadhela, 2017 ;Salmi, 2022 ;Chihat, 2022 ;Guedider,2022). Ces approches soulignent
I'importance de développer des stratégies de lutte biologique basées sur des mécanismes naturels

pour améliorer la résistance des cultures de pomme de terre

Dans ce contexte, cette recherche vise a evaluer I'efficacité des extraits de champignons
endophytes isolés des feuilles d'olivier sauvage contre Rhizoctonia solani en conditions in vitro.
En isolant, purifiant et identifiant ces champignons, suivis de la fermentation et de I'extraction

de leurs métabolites, I'étude cherche & démontrer leur potentiel antifongique et antioxydant,
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visant a renforcer les pratiques de gestion contre cette maladie dévastatrice pour la culture de la

pomme de terre.
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Synthése bibliographique Chapitre 01: Olea europaea

1. Origine :

L’olivier est une espéce qui a toujours été présente dans le bassin méditerranéen, en
particulier au Moyen-Orient, depuis des milliers d’années, bien avant qu’il ne soit domestiqué
(Rugini etal. 2011). Les preuves archéologiques suggérent que la culture de I’olivier a commencé
dans le bassin méditerranéen oriental il y a environ 6000 ans (Zohary & Spiegel-Roy, 1975 ;
Kaniewski et al. 2012). Des preuves palynologiques, anthropologiques et archéologiques
indiquent la présence de certaines formes d’oliviers lors de la derniére glaciation dans les régions
méditerranéennes occidentales et orientales (Carrion & Dupré, 1996 ; Watts et al. 1996).
2.Evolution :

L’Oléastre mediterranéen (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris (Mill.) Leh.)
a persisté et diversifié depuis le pléistocene. La crise de salinité messénienne a conduit a la
disparition des especes subtropicales a ’ouest du bassin méditerranéen archaique et au
développement d’espéces méditerranéennes thermophiles et xérophiles. Cela explique
I’établissement du genre Olea en Afrique du Nord, en Europe du Sud et finalement dans les iles
de la Macaronésie. L’expansion progressive du paysage méditerranéen pendant le Pliocéne a
favorisé I’apparition de plantes thermophiles et xérophiles (Suc et al. 1984). Les olives sauvages
font partie du complexe oléicole dans lequel six sous-especes sont reconnues (Médail et al. 2001
; Green, 2002). Ces taxons sont naturellement distribués de 1’ Afrique du Sud au sud de I’Asie,
dans les montagnes sahariennes, en Macaronesie, et le bassin méditerranéen. Les explorations
phylogénétiques ont démontré 1’existence d’un ancétre commun des six sous-especes d’oliviers
datant de la fin du Miocene et du début du Pliocene, il y a environ 4 a 8 millions d’années
(Besnard et al. 2009). Les flux génétiques limités entre 1’ Afrique du Nord et I’ Afrique tropicale,
résultant du processus historique d’aridification des conditions climatiques du Sahara a la fin du
Miocene (Schuster et al. 2006), ont éventuellement contribué a la divergence de la sous-espece
cuspidata des autres sous-espéces (Besnard et al. 2009). Dans le paysage méditerranéen, les
arbustes Olea europaea var. sylvestris ont évolué a partir de plantations historiques abandonneées
ou brilées (Gianguzzi & Bazan, 2019). Ainsi, le vieux porte-greffe, dont le tronc est un Oleaster,
est une preuve de I’ancienne culture méditerranéenne (Zohary & Spiegel-Roy, 1975 ; Marcuzzi,
1996).
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3. Définition :
D’un point de vue botanique, 1’olivier sauvage est défini comme une sous-espece ou un cultivar
d’olivier qui ne produirait jamais un descendant par autofécondation capable de produire de gros

fruits ou des fruits a forte teneur en huile (Kostelenos & Kiritsakis, 2017) ( Figurel).
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Figure.1: Arbre de I’Oléastre (Achouri, 2018).
4. Taxonomie :

L’olivier sauvage méditerranéen, également appelé Oleaster ou Silvestris (O. europaea
subsp. europaea var. sylvestris (Mill.) Lehr.), appartient a la famille des Oleaceae et a la sous-
famille des Oleideae, le genre Olea, qui comprend trois sous-genres : Olea, Tetrapilus et
Paniculatae. Le sous-genre Olea est divisé en deux sections : Olea et Ligustroides. Suite & une
révision approfondie de Green (2002), le genre Olea comprend 33 espéces et neuf sous-especes.
Six sous-espéces forment la sous-section Olea qui s’étend a travers les régions de la Méditerranée
(O. europaea), asiatique (O. cuspidata), du massif saharien (O. laperrinei), africaine (O.
maroccana), Macronesienne (O. cerasiformis et O. guanchica). La sous-espece Europaea (var.
sativa et var. sylvestris) est diploide (2x) (Bitonti et al., 1999). Tandis que les sous-espéces
cerasiformis et maroccana sont tétraploides (4x) et hexaploides (6x), respectivement (Brito et al.
2008; Besnard et al., 2008). Alors que la sous-espéce laperrinei connait la coexistence de deux
types diploide et triploide (Besnard & BaaliCherif, 2009; Besnard & De Casas, 2016).

5. Descriptions et morphologie :
5.1 Description :

L'Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris est un arbre caractéristique des régions
méditerranéennes, souvent considéré comme un arbre forestier par de nombreux chercheurs. Il
est l'une des espéces végétales les plus anciennes, avec de nombreux spécimens encore vivants
dans tous les pays méditerranéens européens (Baldoni et al., 2006). Cependant, la variété

4
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sylvestris est en déclin en raison des incendies de forét et de Il'urbanisation intensive qui
caractérisent la cote méditerranéenne (Chiappetta & Muzzalupo, 2012). L'olivier est un arbre a
croissance lente, dont la production de fruits commence cing a six ans aprés la plantation. Avec
une bonne gestion, ces arbres peuvent continuer a produire des fruits pendant des centaines
d'années (Zohary et al., 2012). L'olivier sauvage, ou Oleaster (Olea europaea L. var. sylvestris
(Mill.) Lehr.), est une espéce ligneuse qui caractérise le paysage méditerranéen. Il est une
composante emblématique de la forét naturelle et de la végétation du maquis. C'est un arbre a
croissance lente qui peut atteindre 15-20 meétres de haut. Bien que cet arbre soit connu pour vivre
depuis des milliers d'années, il forme rarement des foréts. Les communautés d'Oléastre s
naturelles ont été soumises & une déforestation extensive, entrainant des pertes significatives en
termes de superficie et de biomasse (Gianguzzi & Bazan, 2019). Il est réparti sur I'ensemble du
bassin méditerranéen (Meusel et al., 1978). Les Oléastre s forment des communautés forestiéres
adaptées a la zone xérophile de la région méditerranéenne - haut maquis, bois ou micro-bois - et
représentent des stades plus évolués de la végeétation actuelle (Gehu & Rivas-Martinez, 1981).
Ces formations sont reliées a des stations rupestres et semi-rupestres, avec des sols pauvres, plus
ou moins érodés, situés sur différents types de substrats de différents degrés de compactage
(Gianguzzi & Perrino, 2016).

5.2 Morphologie de I'olivier sauvage :

L'Olea europaea var. sylvestris se distingue de la Var. europaea par ses jeunes branches
durcies et épineuses, ses feuilles plus ou moins lancéolées mais toujours obtuses, ses petits fruits
et son port rustique et arbustif (Gianguzzi & Bazan, 2020). L'espéce O. oleaster a des pousses
épineuses, de petites feuilles ovales a sphériques et de petits fruits noirs, a faible teneur en huile.
Les Oléastre s se distinguent des oliviers cultivés par la présence de pousses juveéniles
spinescentes, de fruits plus petits avec moins de mésocarpe, de plus faible teneur en huile et par
un stade juvénile long, de longue durée chez certaines plantations (Therios, 2009) ; dans de

nombreux cas, ce stade peut dépasser 1000 ans (Chiappetta & Muzzalupo, 2012).(figure2).
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Fruits d'Oléastre —==

Figure 2 : fruits d’Oléastre (Achouri, 2018).

Le tronc est souvent torsadé et cablé, et il peut atteindre une taille considérable, jusqu'a 15 m
chez les spécimens monumentaux (Baldoni et al., 2000). Il a une grande capacité de former de
nouvelles branches latérales a partir de nombreuses zones méristématiques ou de bourgeons
axillaires formés au moment de l'initiation des feuilles, et les drageons poussent fréquemment
autour du collet a la base du tronc (Rapoport et al., 2016). Les branches sont nombreuses, elles
ont des épines chez les jeunes plants, et peuvent avoir un aspect dressé, étalé ou retombant
(Chiappetta & Muzzalupo, 2012). L'écorce est grise - cendrée - colorée, plus ou moins lisse chez
les jeunes arbres, devenant rugueuse chez les adultes.

Les feuilles sont opposées, coriaces, avec une marge lisse. Le limbe est elliptique-lancéolé,
la surface adaxiale est verte et glabre, la surface abaxiale a de petites écailles argentées en forme
de bouclier (Chiappetta & Muzzalupo, 2012). (Figure 3)

N

Figure 3: Feuilles d’olivier (Achouri, 2018).

Les fleurs sont blanches, pédonculées, trés nombreuses et regroupées en racemes axillaires
(Chiappetta & Muzzalupo, 2012). La fleur de I'olivier sauvage est hermaphrodite et se caractérise
par un petit périanthe blanchatre recouvrant I'androcée et le gynécée. De nombreux oliviers sont
andromonoiques car les individus isolés portent a la fois des fleurs hermaphrodites et staminées

(Cuevas & Polito, 2004). Parfois, des individus portant des fleurs hermaphrodites et les deux
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unisexuées sont également observés. Cependant, les fleurs staminées sont plus fréquentes que les
carpellées (Breton & Bervillé, 2013). (Figure 4))
Le calice a quatre feuilles ovoides, tandis que la corolle, blanche, est formée de quatre pétales de

2 -4 mm. Il y a deux étamines par fleur, le stigmate est bifide et I'ovaire a quatre niches. Le fruit

Fleurs d’Oléastre

FIGURE 04 : Fleurs D’oléastre (Achouri ,2018)

est une drupe ovoide-globuleuse, de 5 a 7 mm de diametre et de 10 a 15 mm de longueur. La
pulpe est initialement verte puis brun-noir & maturité (Chiappetta & Muzzalupo, 2012).
L'endocarpe est dur et ligneux avec une seule graine, rarement deux (Camarda et al., 1983 ).

6. Place de I'olivier dans le monde :

6.1 Réparation géographique d'olivier sauvage et écologie :

L'olivier sauvage est une espece thermophile bien adaptée au climat méditerranéen. Selon
Carrion et al.(2010), Olea aurait subsisté dans des zones refuges thermophiles situées dans les
régions suddu nord du bassin méditerranéen, au sud du Levant et au nord de I'Afrique.

Olea europaea L. var. sylvestris (/’Oléastre , 1’olivier sauvage ou spontané) est
considérée comme un bioindicateur thermosensible pour la définition du niveau de thermo-
méditerranéebioclimatique et sa répartition naturelle a été confiné aux zones cotieres du bassin
méditerranéen L’émergence de 1’olivier est due principalement a sa plasticité écologique et la
valeur nutritionnelle de son fruit dont on extrait de I’huile riche en Omega 3n.

Actuellement, la culture de I'olivier s'étend au-dela du bassin méditerranéen, touchant des zones

En Australie, en Amérique du Sud et du Nord (Argentine, Chili, Etats-Unis) ainsi qu'en
Afrique du Sud, comme I'ont souligné Rugini et Fedeli (1990) ; Loussert et Brousse (1977) ont
identifié troisgroupes de répartition du genre Olea dans le monde : le groupe afro-méditerranéen,

le groupe indo-sino-malésien et le groupe natalo-malgache. (Figure 5).
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W subsp. ce.

subsp. gnanchica
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Figure .5: Répartition géographique naturelle du complexe Olea europaea (Polivier :
Méditerranéen; Subsp. europaea). ( Rubio de casas, et al., 2006)

7-Utilisation de I'Oléastre

Selon Mulas (1998), les populations d'olivier sauvage jouent un réle crucial dans la lutte
contre la désertification en raison de leur résistance au vent et a la sécheresse, de leur capacité a
repousser apres des incidents tels que les incendies ou les gelées, et de leur longévité
exceptionnelle, pouvant atteindre plusieurs milliers d'années. Guerin et al. (2003) ainsi que
Breton et al. (2006) soulignent que I'Oléastre  peut servir de barriére naturelle contre les
incendies, tout en présentant des avantages économiques et esthétiques, et en contribuant a la
préservation des sols en limitant I'érosion. De plus, selon Breton (2006), I'Oléastre est souvent
utilisé comme porte-greffe pour les oliviers, en raison de sa capacité a s'adapter aux conditions

difficiles. Son huile est également traditionnellement utilisée comme hydratant cutané.

8. Activités biologiques de I'Oléastre

Les feuilles, en décoction, sont diurétiques et agissent contre le refroidissement et sont
efficaces contre I'hypertension artérielle (Kahouadji, 1995), elles ont été largement utilisées dans
les remedes traditionnels dans les pays européens et mediterranéens comme des extraits des
tisanes, et des poudres. lls contiennent plusieurs composés potentiellement bioactif (Wainstein et

al., 2013). 32 L'extrait de feuilles est utilisé comme adjuvant dans les formes Iégeres de diabéte
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(au cours de la grossesse ou en cas d'obésité) (Ghedira, 2008). Elles sont aussi largement utilisées
en tant que remede pour le traitement de la fiévre et d'autres maladies comme le paludisme. Les
feuilles possedent également des propriétés antimicrobiennes contre certains micro- organismes
tels que des bactéries, des champignons et mycoplasmes (Ghanbari et al., 2012). Elles
contiennent du cinchonidine, une quinoléine alcaloide aux propriétés antipaludiques. Les feuilles,
I'écorce et les fruits contiennent aussi l'oleuropéine, possédant des activités antioxydantes,
hypotensive, hypoglycémiante, hypocholestérolémiante et antiseptique (Ghedira, 2008). Elles
ont également une activité astringente et sont capables de limiter I'érysipéle (infections cutanées

streptococciques), I'herpés, tumeurs malignes, ulcération gangreneuse (Goodyer, 2000)
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1. Définition :

Les champignons sont souvent identifiées comme les endophytes les plus couramment
isolés (Strobel et al., 2004). Le concept d'endophyte a été introduit pour la premiére fois par De
Bary en 1866 pour caractériser les champignons qui colonisent I'intérieur des tissus veégétaux, y
compris les tiges et les feuilles (Moricca et Ragazzi, 2008).

La définition la plus répandue des champignons endophytes est celle proposée par Petrini (1991),
qui les décrit comme tous les microorganismes qui vivent a l'intérieur et/ou entre les cellules
(Pimentel et al., 2011) des organes végétaux a un certain stade de leur existence. Ils peuvent
coloniser les tissus internes des plantes sans provoquer de dommages visibles a I'néte (Hyde et
Soytong, 2008). Pendant longtemps, on a cru que ces champignons n'avaient aucune fonction ou
intérét particulier. Cependant, au cours des derniéres années, les endophytes ont été exploités
(Moricca et Ragazzi, 2008) comme une source potentielle de composés aux propriétés

antimicrobiennes, antioxydantes, anticancéreuses, insecticides, etc. (Maheshwari, 2006).

2. Biodiversité des champignons endophytes :

Les champignons endophytes sont omniprésents, et il est généralement admis que la
plupart, sinon toutes, les especes végétales dans les écosystemes naturels abritent des
champignons endophytes (Rodriguez et al., 2009). Les hotes les plus étudiés comprennent les
plantes cultivées, les arbres forestiers, les arbustes et les membres de la famille des Ericaceae.
De plus, certaines familles de plantes, comme les Orchidaceae, montrent une relation étroite avec
leurs endophytes associés (Bayman et Otero, 2006).

La diversité des espéeces, la fréquence et I'abondance des endophytes sont influencées par
les conditions climatiques et édaphiques, ainsi que par I'nétérogénéité des habitats et des niches
occupées par leurs hétes (Sieber, 2002). De nombreux endophytes colonisent des organes
spécifiques, tandis que d'autres sont uniguement trouvés dans les racines ou les organes de
surface. Cependant, chaque organe de I'hdte peut potentiellement étre colonisé (Schulz et Boyle,
2005).

L'étude des champignons endophytes a commencé avec les travaux de Petrini (1986), et
depuis lors, plusieurs aspects de leur biologie ont été explorés, y compris la diversité
taxonomique, la reproduction, I'écologie et les effets sur leurs hotes (Saikkonen et al., 1998). Les
recherches en laboratoire sur de petits échantillons ne révélent pas nécessairement la veritable
diversite des champignons endophytes. Si ces estimations sont extrapolées aux données de
terrain, le nombre d'endophytes potentiellement associés a une espéce végétale est souvent estimé

a plusieurs centaines (Sanchez Méarquez et al., 2007).
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De nombreuses especes vegetales, a la fois herbacées et ligneuses, hébergent des
endophytes fongiques. Une diversité et une spécificité ont été observées a la fois chez les especes
ligneuses et herbacées Cohen (2006) a suggéré que les champignons endophytes ne seraient pas
specifiques a I'hote, tandis que Hoffman et Arnold (2008) ont démontré que les communautés
endophytes varient significativement entre les especes d'hotes et méme entre les hotes
étroitement apparentés.Les variations géographiques sont souvent les facteurs les plus
contributifs a la diversité des champignons endophytes.

Ces derniers, lorsqu'ils sont isolés d'un méme hote, ont tendance a varier d'une région
géographique a une autre (Collado et al., 1999). Dans un contexte géoclimatique, les endophytes
semblent étre plus diversifiés dans les zones tropicales que dans les zones tempérées ou froides
du monde (Fisher et al., 1995 et Arnold et Lutzoni, 2007). L'a4ge de la plante hote influence
également la diversité des champignons endophytes ; il semble que les plantes plus agées
hébergent plus d'endophytes dans leurs tissus que les plantes plus jeunes (Arnold et al., 2003).
3. Taxonomie des champignons endophytes :

Les endophytes sont généralement présents dans les tissus aériens des plantes, mais ils
peuvent également étre trouvés dans leurs racines. La maniére dont les endophytes colonisent les
plantes varie d'une espéce a l'autre, d'un cultivar a l'autre, et méme d'un organe a l'autre au sein
d'une méme plante (Rosenblueth et Martinez-Romero, 2006). Les champignons endophytes
colonisent systématiquement les plantes, en cohabitant avec les colonies bactériennes et les
biofilms, résidant soit dans les espaces intercellulaires des tissus vasculaires, soit a l'intérieur des
cellules (Kusari et Spiteller, 2012). L'environnement interne des tissus végétaux, qui est
relativement stable, rend les endophytes plus bioactifs (He et al., 2009).Sur le plan taxonomique,
les endophytes fongiques sont, a quelques exceptions pres,

Des Ascomyceétes ou leurs formes anamorphes (Carroll, 1988 et Sridhar et Raviraja,
1995). Selon Rodriguez et al. (2009), les champignons endophytes peuvent étre divisés en deux
groupes : les Clavicipitaceae et les Non Clavicipitaceae. La classification de ces
microorganismes repose principalement sur la colonisation des tissus, leur diversité in planta, les
avantages qu'ils procurent a leurs plantes hotes et le mode de transmission du champignon

(transmission verticale par la graine ou transmission horizontale par dissémination) (tableaul).
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Tableau 1: Critéres de classification des champignons endophytes (Rodriguez et al.,2009).

Clavicipitaceae NON Clavicipitaceae
Critére Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Gamme ) o )
Large Etroite étroite Etroite
d“hotes
Tissus tige et ) ) ) ) )
. _ tige, racine et rhizome tige Racine
colonisés rhizome
Colonisation, étendue Etendue
in planta limitée Etendue
Biodiversite, o _
_ basse Basse élevée inconnue
in planta
o verticale et verticale et _ )
Transmission ) ) horizontale horizontale
horizontale horizontale
Bénéfiques
pour la
A NHA* NHA* et HA NHA* NHA*
plante héte

HA : Habitat-adapted NHA : Non Habitat-Adapted
4. Interaction plante-endophytes :

Les endophytes établissent une relation intime avec leurs hotes et sont ainsi mieux
protégés contre divers stress biotiques et abiotiques, ce qui leur permet d'interagir plus
longuement avec la plante (Hallmann et al. 1997). Les conséquences de cette interaction peuvent
se traduire par une stimulation de la croissance, une protection par l'induction de la Résistance
Systémique Induite (ISR) ou une action antagoniste directe sur les pathogénes (He et al.,
2009).Toute interaction entre une plante et un champignon endophyte commence par un contact
physique, suivi du franchissement de plusieurs barrieres physiques et chimiques pour établir une
association réussie (Kusari et Spiteller, 2012). Selon Kusari et al. (2014), l'interaction entre le
champignon et la plante héte est caractérisée par un équilibre entre la virulence du champignon

et les défenses de I'hdte (figureb).
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Classe 3

Mychiium . des endophytes

intercellulaire

5, ™ wc'Cellule végétale
LI
y . Mycéiiurn

_ intracellulaire
S Mycélium inter
- et intracellulaire

Classe 1 et 2
des endophytes

Figure. 6 : Représentation schématique de I'association endophyte fongique avec son hote
(Kusari et Spiteller, 2012).

A) Modes de vie possibles des champignons endophytes avant et aprés 1“endophytisme.

B) Différents modeéles de localisation des endophytes fongiques dans les tissus veégétaux.

C) Emplacement des différentes classes d“endophytes selon Rodriguez et al., (2009) .
5. Mode de transmission :

Les champignons endophytes sont universellement présents, ayant été découverts dans presque
toutes les espéces de plantes (Saikkonen et al., 1998) et a toutes les latitudes (Arnold AE, 2007).
Une seule espéce de champignon endophyte peut coloniser de nombreux hétes différents.

Il existe deux modes de transmission observés chez les champignons endophytes, qui déterminent
comment un champignon endophyte peut coloniser un autre individu végétal a partir de I'hote
initial:

- La transmission verticale : Ce mode est caractérisé par la colonisation d'un nouvel héte,
descendant de I'néte initial. Cela se produit lorsque une hyphe de champignon endophyte pénétre
une graine, un grain de pollen (Hodgson et al., 2014) ou une propagule de la plante héte. Cela
permet la contamination de la progéniture de I'hGte initial. Le champignon endophyte reste
génetiquement identique (propagation par reproduction asexuée), mais peut s'implanter soit dans
un clone (colonisation d'une propagule), soit dans un hote génétiquement différent, issu d'une
nouvelle génération (colonisation d'un grain de pollen ou d'une graine). La transmission verticale
par la graine a principalement été observee chez certaines espéces de champignons endophytes
de la famille des Clavicipitaceae qui colonisent les Poaceae, les Cyperaceae et les Juncaceae.

Cependant, elle a également été observée chez d'autres espéces d'endophytes capables de
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coloniser plusieurs especes non graminoides (Pinus spp., Vigna unguiculata, Theobroma cacao,
Castanea spp., Colophospermum mopane) (Currie et al.,2014).

- La transmission horizontale : Ce mode est caractérisé par la colonisation d'un nouvel hote qui
n'a généralement pas de lien de parenté avec I'hote initial. Elle se fait par la dissémination de
spores par un vecteur de dispersion. Aprés germination, I'hyphe pénetre le nouvel hote soit par
les stomates, soit par pénétration directe a travers I'épiderme. La plupart des espéces
d'endophytes, qui colonisent la majorité des végétaux, présentent ce mode de transmission. Les

spores peuvent provenir de la reproduction sexuée ou asexuée du champignon. (figure 7) .

é

Transmission

()
horizontale
o

Transmission
verticale

/ par les semences
A .
— y o

(ii) viales spores
sexuées

(1i1) via tes spores
asexuees

Figure 07 : cycle de vie et mode de transmission (verticale et horizontale) des champignons
endophytes (Saikkonen et al.,2004).

6. Les métabolites secondaires des champignons endophytes :

Un métabolite secondaire est défini en contraste avec un métabolite primaire, qui est
essentiel au fonctionnement vital d’un organisme, comme les acides nucléiques et les acides
aminés. Les métabolites secondaires, bien qu’ils n’interviennent pas directement dans le
développement ou la reproduction de I’organisme, confeérent généralement un avantage
écologique a I’organisme.

Ces molécules peuvent avoir un intérét thérapeutique pour I’homme, mais chez le
champignon endophyte, le réle des métabolites secondaires est diversifié, incluant par exemple
des toxines et des phytohormones.

Les champignons endophytes produisent une variété de métabolites secondaires. Les
classes chimiques les plus courantes sont les alcaloides, les peptides non ribosomiques, les
polycétides et les terpenes (Spatafora et al.,2015.,Spiteller .,2015). Les terpénes sont synthétisés
a partir du mévalonate, les polycétides proviennent du malonylCoA (malonyl Coenzyme A), et
les alcaloides et les peptides utilisent des acides aminés.
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Les principaux systemes enzymatiques producteurs de métabolites secondaires des champignons
endophytes sont les polycétides synthases (PKS), les non ribosomal peptid synthases (NRPS), et
les enzymes responsables de la synthése d’alcaloides indoliques (Spatafora et al.,2015) (Keller
et al.,2005).

En raison de la fréquence élevée d’isolement des endophytes fongiques (Zhang et al.,
2006), ces derniers produisent un nombre de metabolites secondaires qui depasse celui de toutes
les autres classes de microorganismes endophytes. Les produits naturels issus des endophytes
fongiques présentent un large éventail d’activités biologiques et peuvent étre classés en plusieurs
catégories : alcaloides, stéroides, terpénoides, isocoumarines, quinones, phénylpropanoides et
lignanes, phénols et acides phénoliques, métabolites aliphatiques et lactones (Zhang et al., 2006
; Elfitaetal., 2012 ; Lee et al., 2014 et Shukla et al., 2014).

7. Roles des champignons endophytes :
7.1. Roles écologiques des endophytes :

Les endophytes jouent un réle écologique essentiel dans la vie des plantes. L'interaction
entre I'endophyte et la plante hote est généralement mutuellement bénéfique. L'endophyte est
protégé par la plante contre les concurrents du sol et a un acces direct aux ressources nutritives.
En retour, I'endophyte peut protéger la plante héte contre d'autres organismes concurrents et
soutenir la croissance et le développement de la plante, I'absorption des nutriments du sol et la
résistance a des conditions abiotiques défavorables (Sikora, 1992; Schardl et al., 2004; Miller et
Krauss, 2005; Trillas et Segarra, 2009; Weyens et al., 2009; Aly et al., 2011; Bakker et al., 2013;
Ludwig-Mdller, 2015).

7.2. Roles des endophytes dans la tolérance aux stress abiotiques :

Les plantes sont exposees a des conditions environnementales fluctuantes, les obligeant
a s'adapter a des températures extrémes, des insuffisances d'eau et des produits chimiques.
Plusieurs études ont démontré que les plantes associées a des champignons endophytes ont été
plus tolérantes a la sécheresse, la chaleur, la toxicité des métaux et a une salinité élevée (Waller
et al.,, 2005). Les champignons endophytes des graminées fourrageres (Fétuque élevée)
augmentent de maniere significative la tolérance a la sécheresse de cette espece (Clay et Schardl,
2002). La teneur en eau des graminées associées a des endophytes était plus élevée que celle des
graminées dépourvues d'endophytes (Buck et al., 1997). Redman et al.(2002) ont démontré que
les champignons endophytes pourraient aussi augmenter la tolérance a la chaleur chez leurs hotes.
Il a été suggéré que I'endophyte agirait comme un déclencheur biologique pour activer la réponse
au stress plus rapidement et plus fortement que dans les plantes non symbiotiques. Cette

résistance a la température peut étre trés avantageuse pour ces plantes qui pourraient croitre dans
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des chaleurs ou tous les agents pathogenes, les ravageurs et les mauvaises herbes ne résisteraient
pas.
7.3. Roles physiologiques des champignons endophytes :

Les plantes sont constamment menaceées par une variété d'agents tels que les
microorganismes (champignons, bacteéries et virus), les herbivores et les insectes. Cependant, les
plantes possedent des mécanismes de défense contre ces agents, dont les obstacles structurels qui
se renforcent rapidement lors du processus d'infection (cire, lignine, cellulose, composes
phénoliques et des protéines de la paroi cellulaire) sont le type le plus performant de défense.
Parmi les roles joués par les champignons endophytes, on peut mentionner :

- Protection contre les microorganismes pathogeénes :plusieurs mécanismes peuvent étre utilisés
par les endophytes pour inhiber les microorganismes phytopathogénes : la production
d'antibiotiques, la stimulation des mécanismes de deéfense de I'hdte, la concurrence pour la
nourriture ou les sites de decolonisation, et le mycoparasitisme (Cao et al.,2009). De nombreuses
especes de champignons endophytes produisent plusieurs métabolites secondaires dont des
substances antibiotiques (Strobel, 2002 ; Wang et al., 2007). Plusieurs extraits liquides des
cultures des endophytes ont déemontré une inhibition de la croissance de plusieurs espéces de

champignons phytopathogénes (Kim et al., 2003).

7.4. Role antifongique des champignons endophytes :

Avec I’augmentation de la population mondiale, il est crucial de développer de nouvelles
méthodes pour augmenter la production alimentaire. Toutefois, les champignons
phytopathogenes sont une source majeure de pertes. L’usage de fongicides synthétiques est
souvent envisagé comme une solution courante pour combattre ces maladies. Cependant, des
études ont révélé que 52,3% des métabolites produits par les champignons endophytes inhibent
la croissance d’un ou plusieurs microbes pathogénes (Gond et al., 2010). L’efficacité
antifongique des champignons endophytes varie selon les isolats. Certains ont montré un large
spectre antifongique sur la croissance du mycélium de la plupart des champignons
phytopathogénes testés (Chang Hong et al., 2001). Par conséquent, en raison de leur richesse en
métabolites antifongiques, les mycoendophytes représentent une source importante de
métabolites bioactifs (Karaoui, 2017). Par exemple, une étude basée sur 1’isolement des
champignons endophytes a partir des feuilles de citronnier a révélé que trois d’entre eux, a savoir
: Colletotrichum, Alternaria et Nigrospora, ont un effet antifongique variable contre Penicillium

digitatum, avec un taux d’inhibition supérieur a 60% (Guerbouz et Khoudour, 2020).
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7.5. Role antioxydants des champignons endophytes :

Les antioxydants, qui sont des molécules essentielles pour la protection des cellules contre
les dommages causés par les radicaux libres, peuvent aider a prévenir diverses maladies
dégénératives (Kaul et al., 2012). Traditionnellement, ces antioxydants naturels sont extraits de
plantes médicinales, de fruits et de légumes. Cependant, les recherches récentes ont identifié les
champignons endophytes comme une nouvelle source puissante d’antioxydants (Sharma et al.,
2019).

Les champignons endophytes produisent une variété de composés antioxydants qui
peuvent améliorer la tolérance au stress des plantes hotes (Malinowski et Belesky 2006, Schulz
et al. 2002, Yuan et al. 2009). Par exemple, I’endophyte Pestalotiopsis microspora produit les
antioxydants puissants pestacine et isopestacine, qui éliminent les radicaux libres superoxyde et
hydroxyle (Strobel et Daisy 2003). De plus, le mannitol, un alcool de sucre fongique couramment
produit par les champignons endophytes, a une activité antioxydante (Jennings et al. 1998,
Richardson et al. 1992). Il est également produit par 1’état endophytique Alternaria alternata, ou
il a été suggéré qu’il supprime les réponses de défense des plantes médiées par ROS dans son
hote de tabac (Jennings et al. 1998).

Les champignons endophytes, grice a leur production d’antioxydants, peuvent
contribuer a améliorer la tolérance globale au stress oxydatif chez les plantes hotes. Cela
renforce I’idée que les plantes et les champignons endophytes sont des sources précieuses
d’antioxydants naturels, soulignant le role potentiellement important des champignons
endophytes dans ce domaine (Srinivasan et al., 2010). Cette découverte ouvre de nouvelles
perspectives pour I’utilisation des champignons endophytes dans la lutte contre les maladies

dégénératives liées aux radicaux libres.
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1. Genéralité :

Rhizoctonia Solani a été décrit pour la premiére fois par Julius Kiihn en 1858

Ce champignon constitue un ensemble d’espéces comprenant des groupe génétiquement
distincts, appelés groupe d’anastomose. Rhizoctonia est un champignon Basidiomycota, qui ne
produit pas de spores asexuees (appelées conidies) et ne produira qu'occasionnellement des spores
sexuées (basidiospores)

Rhizoctonia posséde une large gamme d’hotes (Sneh, 1996). Elle affecte les organes
souterrains, provoque la pourriture des racines, infecte les stolons et forme des sclérotes sur les
tubercules

2. Maladies de la Rhizoctonie de la pomme de terre :

Les maladies les plus destructrices de la production de pommes de terre sont le charbon noir
et le chancre de la tige causés par le champignon du sol Rhizoctonia solani Kihn (Téléomorphe :
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk) (Kara et Arici, 2019). Les sclérotes (structures de repos
fongiques asexuées denses), le mycélium (forme de croissance hyphale) ou les basidiospores sont
les formes de R. solani utilisées pour survivre car elle ne produit pas de spores asexuées (Ajayi-
Oyetunde et Bradley, 2018). La maladie est bien connue dans les régions de culture de la pomme
de terre. Cependant, son incidence est plus élevée dans les climats tempérés que dans les tropiques.
La maladie provoque des pertes économiques tant quantitatives que qualitatives. Quantitativement,
les pertes surviennent en raison de l'infection des tiges, stolons et racines, ce qui diminue la taille et
le nombre de tubercules, tandis que les pertes qualitatives surviennent car la maladie est
fréguemment associée a des tubercules malformés et a des décolorations du charbon noir.
Rhizoctonia solani n'attaque pas seulement les pommes de terre mais également d'autres plantes,
notamment le riz, le mais, le blé, la laitue, la betterave sucriére, le coton, la luzerne, l'arachide, le
soja (Ajayi-Oyetunde et Bradley, 2018), et le niébé (Kankam et al., 2018). Le chancre de la tige est
favorisé par des températures fraiches car il retarde I'émergence apres la plantation.

3. Cycle et symptomes des maladies de la Rhizoctonie de la pomme de terre :

Les maladies de la Rhizoctonie de la pomme de terre peuvent étre divisées en deux étapes :
les chancres de Rhizoctonia, qui sont des Iésions souterraines des organes végétaux pouvant survenir
pendant la croissance de la plante ; et le dépdt de sclérotes a la surface des tubercules (Kara et Arici,
2019). La source d'inoculum lance le cycle de vie de R. solani. Les mycéliums ou les sclérotes,
présents dans le sol ou la matiere végétale en décomposition dans le champ, ou a la surface des
tubercules de semence, peuvent étre la source d'inoculum (Johnson et Leach 2020). Le pathogéne
peut se développer de maniere saprophyte pendant le développement du mycélium, ou peut pénétrer

dans les racines de la pomme de terre, y compris les tiges, les stolons et les tubercules en
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développement. Des Iésions enfoncées brun a noir sont observées sur les pousses, les stolons ou les
racines peu de temps apres I'émergence de la plante. Ces lésions peuvent provoquer un étranglement
de la tige, entrainant un flétrissement et la mort (Wharton et al., 2007). Des coussinets causés par
I'infection des agents pathogenes sur les surfaces des pousses et des racines de la plante hote sont
créés par le pathogéne, et la pénétration ne se produit que dans des conditions favorables dans ces
zones. Les bourgeons d'infection pénetrent ensuite dans les faisceaux vasculaires sous les coussinets
d'infection, ou ils se développent en symptémes du ‘chancre’. Le chancre de la tige se caractérise par
des lésions enfoncées brun et noir sur la tige et une tige gravement étranglée, ce qui peut entrainer
une croissance réduite des plantes, un flétrissement ou une mort précoce (Atkinson et al., 2010). De
plus, un phénomeéne d'ébourgeonnement des pousses, ou les lésions étranglent et tuent les jeunes
pousses, peut se produireO et entrainer une mauvaise émergence des plantes et un enracinement
clairsemé dans les cultures affectées (Johnson et Leach, 2020). Le processus d'infection peut se
produire, détruire ou causer des malformations et des 'fissures' des tubercules sur les stolons
nouvellement formés. Des sclérotes de couleur foncée se développent sur les tubercules filles, ce
qui est appelé le charbon noir seulement a la fin du cycle de croissance, ce qui est le symptéme le
plus visible (Woodhall et al., 2008).

L'effet des maladies de la Rhizoctonie sur la pomme de terre dépend de la souche de R. solani
impliquée, de la variété de pomme de terre et des facteurs environnementaux. 1l a été démontré que
R. solani AG-3 réduisait de maniére significative les rendements globaux, ainsi que les rendements
commercialisables, et augmentait I'incidence du charbon noir de la pomme de terre (Otrysko et
Banville, 1992). Il a également été constaté par Hartill (1989) que l'infection par R. solani entrainait
une augmentation du nombre de tubercules attaqués par le champignon et une augmentation du
nombre de tubercules poussant sur les aisselles des feuilles. Cela suggere que les chancres des
stolons obstruent le transfert des produits photosynthétiques. L'infection des tubercules par R. Solani
AG-3 était détecté comme étant la source de taches sombres sur la peau des tubercules stockés avant
le durcissement de la peau, en raison du dépdt de matiere cireuse imperméabilisante dans la réaction

du tubercule. (figure 8)
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Figure 08 : Plantes de pomme de terre naturellement infectées par le chancre de la tige et la
maladie du charbon noir de la pomme de terre. (A : Les bourgeons de pomme de terre
montrent des croltes apres le semis ; B : Les racines de pomme de terre présentent des
ulcérations brunes ; C : Les stolons de pomme de terre montrent des crodtes/chancres ; D :
Sclérotes de Rhizoctonia solani (charbon noir) a la surface du tubercule)(Kankam et al.; 2021).
4. Les groupes d’anastomose de R. solani

De nombreux critéres ont été utilisés pour délimiter les sous-groupes de Rhizoctonia
solani, la méthode la plus largement utilisé pour le diviser en groupes plus petits et plus
homogeénes était exclusivement sur la base de criteres tels que I'anastomose hyphale
(Parmeter Junior et al., 1969; Ogoshi, 1976; Anderson, 1982; Carling et al., 1987; Sneh
et al., 1991; Gonzélez Garcia et al., 2006), les groupes d'anastomose que 1’on désigne par
I’abréviation AG (Anastomosis Groups=) sont reconnus sur le base de la capacité de leurs
hyphes a fusionner avec ceux d’une autre souche (Carling et al., 1994; Brown et Ogle,
1997).

Ce jour, treize groupes anastomotiques (AG) désignés sous les noms AG1 a AG13 et AGBI
ont été assignés sur la base de I'interaction des anastomoses hyphales. Parmi ces AG, AG-3, AG-5,

AG-8, AG-4 et AG-2 ont été signalés comme infectant la pomme de terre (Nejad et al., 2007). Des
20



Synthése bibliographique Chapitre 03 : Rhizoctonia Solani

tests de pathogénicite de ces isolats réalisés sur la pomme de terre ont montré que les isolats de AG-
3 etaient plus virulents que les autres (Woodhall et al., 2007). Ils ont travaillé sur la modification
d'amorces précédemment publiées pour étudier les groupes d'anastomoses de R. solani. Les groupes
d'anastomoses ont été attribués aux isolats par des analyses PCR conventionnelles et des
observations hyphales. Vingt isolats de R. solani AG-3 ont été isolés a partir de pommes de terre
malades produites dans les zones inférieures d'Egypte. La pathogénicité de ces isolats a été testée
sur neuf variétés de pommes de terre en conditions de serre. Les symptdmes de la crodte noire et du
chancre du collet ont confirmé la pathogénicité de R. solani AG-3.

5.Phytotoxines de R. solani et mécanisme d’action :

Rhizoctonia solani peut pénétrer dans I’h6te par des moyens mécaniques ou a l’aide
d’enzymes ou de toxines (Hu et al., 2018). Les effets néfastes des phytotoxines produites par R.
solani sur les plantes ne peuvent étre surestimés. Par exemple, Lai et al. (1968) ont constaté dans
leurs études que R. solani produit des phytotoxines qui peuvent entrainer des modifications de la
perméabilité des membranes cellulaires et la dégradation de la paroi cellulaire de Phaseolus aureus.
Yoder (1980) a rapporté que 1’'un des principaux facteurs impliqués dans la croissance du chancre
causeé par R. solani chez les plants de haricots est la production de phytotoxines. De méme, Wyllie
(1962) a postulé que le développement de symptomes dans les tissus hotes avant la colonisation
hyphale pourrait étre dd a la production de substances phytotoxiques par R. solani. L’acide
phénylacétique (PAA), trois dérivés hydroxy (OH-) et un dérivé méthoxy (MeO-) de (PAA),
produits par R. solani, sont essentiels dans le processus de parasitisme et d’infection des plantes (Hu
et al., 2018). Le rdle du PAA et de ses dérives dans les activités de régulation de la croissance des
plantes et la phytotoxicité sur d’autres especes végétales a été rapporte (Hu et al., 2018). Cependant,
dans les études précedentes, les résultats contradictoires et les limitations méthodologiques sur le
role fondamental du PAA dans le développement de la maladie de Rhizoctonia et les concentrations
optimales nécessaires pour induire la maladie chez leur h6te ne sont pas clairs (Betancourt et
Ciampi, 2000). Les informations sur le réle des dérivés OH- et MeO- du PAA dans la croissance et
le développement des plantes ou la maladie de Rhizoctonia font defaut. Le PAA a également montré
des propriétés antimicrobiennes et inhibe la croissance de R. solani (Hu et al., 2018). Cependant,
cela contredit les observations de Ding et al. (2008) selon lesquelles le champignon développe et
métabolise le PAA. Lakshman et al., (2006) ont rapporté que les dérivés OH- et MeO- du PAA sont
absorbés par R. solani a partir de Les phytotoxines produites par Rhizoctonia solani jouent un réle
crucial dans le processus de parasitisme et d’infection des plantes (Hu et al., 2018). Le r6le de I’acide
phénylacétique (PAA) et de ses dérivés dans les activités de régulation de la croissance des plantes

et la phytotoxicité sur d’autres espéces végétales a été rapporté (Hu et al., 2018). Cependant, dans
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les études précedentes, les résultats contradictoires et les limitations méthodologiques sur le réle
fondamental du PAA dans le développement de la maladie de Rhizoctonia et les concentrations
optimales nécessaires pour induire la maladie chez leur h6te ne sont pas clairs (Betancourt et
Ciampi, 2000). Les informations sur le r6le des dérivés OH- et MeO- du PAA dans la croissance et
le développement des plantes ou la maladie de Rhizoctonia font défaut. Le PAA a également montré
des propriétés antimicrobiennes et inhibe la croissance de R. solani (Hu et al., 2018). Cependant,
cela contredit les observations de Ding et al. (2008) selon lesquelles le champignon développe et
métabolise le PAA. Lakshman et al. (2006) ont rapporté que les dérivés OH- et MeO- du PAA sont
absorbés par R. solani a partir de la phénylalanine via la voie du shikimate. Hermann et Weaver
(1999) ont indiqué que cette voie comprend deux intermédiaires métaboliques avec la voie du
métabolisme du carbone de 1’acideC quinique (QA), qui est causée par la présence de QA dans le
substrat de croissance lorsqu’il est libéré de la lignine dans le matériau végétal en décomposition.
La transition entre les phases parasitaire et saprophyte du cycle de vie de ce champignon peut étre
régulée par I’interaction de ces voies métaboliques. L’activation de la voie du QA a récemment été
démontrée pour contribuer a la séquestration des intermédiaires de la voie du shikimate, ce qui réduit
le développement du précurseur du PAA, la phénylalanine, chez R. solani et d’autres filaments
fongiques (Liu et al., 2003a). Liu et al. (2003b) ont déclaré que cela réduit la pathogénicité de R.
solani lorsque les processus métaboliques au sein du champignon sont perturbés par 1’ajout de
substrats contenant du QA provenant des cultures hétes. : Elucidating the role of the phenylacetic
acid metabolic complex in the pathogenic activity of Rhizoctonia solani anastomosis group 3
6- Management de la maladie de Rhizoctonia Solani :

La stratégie de management de la maladie de R. solani vise a modifier le métabolisme
fongique, offrant ainsi une idée novatrice par rapport aux pratiques de contréle existantes, telles que
I'utilisation de fongicides, qui sont essentiellement basées sur la réduction des populations de
champignons (Sweetingham, 1996). Une prise de conscience élargie du métabolisme de R. solani
aboutira a la formulation de méthodes de suppression de la maladie plus réussies et avanceées.

Les differentes mesures de contrdle de la maladie de la pomme de terre causée par Rhizoctonia
comprennent les éléments suivants :
Lutte biologique :
L’utilisation de microorganismes antagonistes a été proposé comme une composante de la
lutte biologique pour controler Rhizoctonia solani comme les champignons Gliocladium sp, qui
assurent le meilleur potentiel inhibiteur sur Rhizoctonia solani (Alaya Ben Salem et al.), et Cing
isolats de Trichoderma harzianum qui se sont avérés antagonistes contre Rhizoctonia solani

(Demirci et al., 2011; Ibrahim, 2017). Ou encore des isolats bactériens Pseudomonas sp ont un
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excellent potentiel d'utilisation comme agents de lutte biologique efficaces favorisant la croissance
des plantes avec une incidence réduite de la maladie (Tariq et al., 2010), méme trois souches de
bactéries Pseudomonas fluorescens B1, Pseudomonas fluorescens B2, et Serratia plymuthica B4,
ont un potentiel élevé des endophytes dans le controle biologique de Rhizoctonia solani dans des
conditions de champs (Grosch et al., 2005). Plusieurs plantes ont été étudiées contre Rhizoctonia
solani, comme Dodonaea viscosa qui a pu étre utilisé pour la gestion de la maladie (Aslam et al.,
2010).

A un titre d’exemple La croissance moyenne des isolats de R. solani en I'absence et en
présence d'isolats fongiques antagonistes dans la méthode des métabolites volatils. L'analyse
statistique a révélé des différences significatives entre les champignons étudiés dans leur efficacité
a inhiber la croissance des pathogénes. Le pourcentage d'inhibition de croissance le plus élevé a
été trouve avec A. fumigatus et T. virens (62,50 a 68,75 %). En revanche, le pourcentage
d'inhibition le plus faible a été rapporté avec C. lunata (38,46 %), qui différait significativement
de tous les autres traitements.

Lutte chimique :

Le contrdle chimique utilise des composés synthétiques pour tuer ou inhiber les organismes
nuisibles (Oudejans, 1991). Des fongicides comme captan, fludioxonil et mancozébe sont efficaces
contre les maladies de Rhizoctonia sur les pommes de terre (Bains et al., 2002). Cependant, aucun
produit chimique n'est homologué spécifiquement pour R. solani, et leur usage est colteux et parfois
inefficace (Isakeit, 2011).

Bien que les fongicides puissent augmenter la résistance des plants, leur surutilisation pose
des problémes de codt, de toxicité et de résistance microbienne (Seong et al., 2017). 1l est donc
nécessaire de développer des méthodes alternatives, comme les biofertilisants organiques, pour une
gestion durable des maladies (Diallo et al., 2011).

Lutte culturale :

,Les pratiques culturelles sont largement recommandées pour gérer les maladies des plantes
(Katan, 2010). Dans les champs de pommes de terre, ces méthodes incluent la rotation des cultures,
I'inondation, le contr6le des mauvaises herbes, les cultures antagonistes et les amendements
organiques (Arici et Sanli, 2014). La rotation des cultures est une méthode efficace et peu codteuse,
particulierement bénéfique pour gérer la maladie de Rhizoctonia solani en réduisant les niveaux
d'inoculum (Larkin et Brewer, 2020). Selon Adesiyan et al. (1990), les cultures sensibles sont
alternées avec des cultures résistantes ou immunes. Par exemple, au Canada, un systéme de rotation
biennal avec du tréfle rouge réduit la gale noire comparé a I'orge ou au ray-grass italien (Larkin et

al., 2010). Isakeit (2011) recommande d'utiliser des tubercules non infectés et de faire une rotation
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des pommes de terre pendant 1-2 ans pour prévenir le chancre de la tige. Les cultures antagonistes
produisent des composés toxiques pour les pathogénes fongiques, ce qui peut les détruire apres
I'invasion des plantes (Grainge et Almed, 1988; Karban, 2011). Ces plantes, appelées cultures

piéges, empéchent les champignons de compléter leur cycle de vie.
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1. Matériel végétal :

Pour I’isolement des souches de champignons endophytes, un échantillon de feuilles d’un
Olea europaea (olivier sauvage) sain et sans signes de maladie a été prélevé. Cet arbre est situé
dans les champs de la commune de Sallah Bouchour, wilaya de Skikda (36.706900,6.852600).

Le prélevement a ete effectué en Mars 2024 (figure 9).

Figure 9: Feuilles d’Olea europaea (olivier sauvage)

2. Méthodes :
2.1. Isolement :

Les champignons endophytes ont été isolés a partir des feuilles d’Olea europea, en adoptant
la méthodologie établie par Petrini et al. (1993), avec quelques modifications mineures. Les
¢chantillons végétaux ont d’abord été rincés a I’eau du robinet pendant 10 minutes afin d’¢liminer
les débris et les particules de sol adhérentes, puis ils ont été lavés a 1’eau distillée. Le traitement
de surface a été réalisé¢ en immergeant les échantillons de tissus séchés a 1’air (2 cm) dans de
I’éthanol a 70%, suivi d’un ringage a I’eau distillée stérile. Les échantillons de tissus ainsi traités

ont ensuite été laissés a sécher a I’air libre (figure 10).
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Figure 10: Feuilles d'olivier sauvage séchées apres ringcage
Les tissus ont ensuite été coupés en petits morceaux de 5 x 5 mm?, qui ont ensuite été placés
sur des boites de Pétri de gélose de pomme de terre dextrose (PDA) amendées a la streptomycine
(150 mg .ml%) (figure 11).

Figure 11 : Isolement des souches fongiques des feuilles d’olivier sauvage

Les boites ont ensuite été incubées a une température de 28 + 2 °C et observées pour
I'émergence de mycélium fongique a intervalles réguliers de 2 -7.
La purification des souches est effectuée par prélévement d’un hyphe terminal aprés culture en
boite de Pétri sur un milieu neuf. La souche est ensemencée au centre de la boite. Le prélévement
a lieu lorsque le développement de la souche est suffisant. L’¢tude approfondie d’une souche est

effectuée a partir d’une culture issue d’une seule spore.
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2.2. ldentification morphologique des champignons endophytes :

Les champignons isolés d’Olea europea ont été identifiés sur la base de ses
caractéristiques morphologiques et microscopiques en utilisant le manuel de laboratoire de
Barnett et Hunter(1998).

e Identification macroscopique

L'étude macroscopique a été réalisée par 1'observation a 1'eeil nu, des caractéres culturaux
(Aspect de la colonie, couleur des colonies et variation des couleurs en fonction du temps, couleur
de I’envers des colonies).

e Identification microscopique

Toutes les moisissures isolées ont été soumises a une identification microscopique réalisée
par une observation au grossissement X40. Cette identification étant fondée essentiellement sur
I'étude morphologique de mycelium (absence ou présence de cloisons, couleur, différentiation)
et des spores (forme, couleur, texture de parois).
2.3. ldentification moléculaire :

L’ADN a été extrait d’une culture fongique fraichement cultivée sur un mileuPDA.
L’isolement de I’ADN génomique total a été effectué par la méthode décrite par Sim et al. (2010)
avec guelques modifications mineures. Les genes ribosomaux ITS et 5.8 s ont été amplifiés avec
I’amorce universelle pour les champignons : ITS 1F (5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3) et
ITS 4R (5 TCC GCT TAT TGA TAT GC 3) dans un thermocycleur (Prima- 96, HIME-DIA).
Tous les fragments ont été amplifiés dans un mélange de réaction total de 25 ml comprenant 2,5
ml de tampon PCR 10X, 0,5 ml de dNTPs, 1ml de chaque amorce (ITS1 et ITS 4), 0,25ml de
Taq lunit, 18,750ml d’eau milli Q (ultra pure) et 1ml d’échantillon d’ADN. La PCR a été réalis¢e
avec un démarrage a chaud a 95 °C pendant 5 min (pré-dénaturation) suivi de 35 cycles a 94 °C
pendant 1 min, 52 °C pendant 1 min (anéaling), 72 °C pendant 1 min (extension) et une extension
finale a 72 °C pendant 5 min. Le produit amplifié a ensuite été purifié et éluté par le kit mini
ADN Gel/PCR Hi Yield de Real Genomics. Le produit d’ADN amplifié pur a été. La séquence
de la souche correspondait aux séquences de reférence disponibles dans la base de données du
Centre national d’information biotechnologique (NCBI) en utilisant 1’outil de recherche
d’alignement local de base (nBLAST) pour sa correspondance la plus proche. Pour construire
I’arbre phylogénétique, Molecular Evolutionary Genetics Analytics 7 a été utilisé. L’arbre
optimal avec la somme des longueurs de branche = 14.13467475 est montre. Le pourcentage
d’arbres répliqués dans lesquels les taxons associés se regroupent ensemble dans le test de
bootstrap (1000 répliques) est indiqué a coté des branches (Saitou et Nei, 1987 ; Kumar et al.,
2016).
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2.4. Fermentation et extraction de métabolites secondaires a partir de champignons
endophytes :

Chaque champignon endophyte isolé a été mis en culture dans 300 ml de bouillon de
pomme de terre dextrose (PDB), répartis dans deux flacons de 500 ml. Ces cultures ont été
incubées a une température de 28 + 2 °C pendant une durée de 21 jours. Par la suite, les bouillons
de culture ont été extraits avec un volume équivalent d’acétate d’éthyle (EtOAc). L’extrait EtOAc
a été concentré a 1’aide d’un évaporateur rotatif réglé a une température de 60 °C et une vitesse

de rotation de 65 tr/min. Enfin, I’extrait a été¢ séché (figure 12).

I P I

Figure 12 : Incubation des souches sous agitation pendant 21 jours

2.5 Analyse par UPLC-ESI-MS-MS

L'analyse a été réalisée a l'aide d'un instrument Shimadzu 8040 UPLC-ESI-MS-MS,
équipé d'une pompe binaire Nexera XR LC-20AD et amélioré avec la technologie UFMS pour
une sensibilité accrue. L'optimisation des standards polyphoniques a été réalisée par injection
directe, éliminant ainsi le besoin d'une colonne. Les conditions ESI ont été définies comme suit
: gaz CID a 230 KPs ; dynode de conversion a — 6,00 kV ; température de l'interface a 350 °C ;
température du DL a 250 °C ; débit du gaz nébulisant a 3,00 L/min ; bloc thermique a 400 °C ;
et debit du gaz de séchage a 15,00 L/min. La phase mobile était composée de solvant A (eau avec
0,1 % d'acide formique) et de solvant B (méthanol). Le débit était maintenu a 0,4 mL/min et le
volume d'injection était de 5 pL. L'analyse a utilisé une colonne Restek Ultra C18 3 um 150 x
4,6 mm, la température du four étant maintenue constante a 35 °C. Le gradient a été programmeé
commesuit:de0,1a2min Aa95%,de2al5min Aa95 %,del5a18 min Aab5%,de 18 a
20 min A a5 %, et de 25 a 25 min A a 95 %. Dans cette étude, I'identification et la quantification

de 27 composés au total ont été réalisées dans des extraits fongiques.
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2.6. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits fongiques :

2.6.1. Méthode DPPH

L'activité antioxydante des extraits fongiques a été déterminée en évaluant la capacité de
piégeage des radicaux libres sur le radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH), selon la
méthode décrite par Villafio et al. (2007), avec quelques modifications mineures. Une aliquote
de 0,5 mL d'extraits éthanoliques a été ajoutée a 1,95 mL de solution DPPH (60 uM dans de
I'éthanol), puis vortexée. L'absorbance a ensuite été mesurée a 515 nm en utilisant un
spectrophotometre UV/Vis. L'activité antioxydante (AA) a été calculée en utilisant la formule

suivante :

(40— A4)
I%—Txloo

D’ou : AO : I’absorbance de la solution de DPPH
A : absorbance de I’échantillon

Par la suite, la valeur IC50 a été déterminée, qui correspond a la concentration provoquant
I'inhibition de 50% du radical libre DPPH.

2.6.2. Méthode ABTS

Pour la préparation de la solution mere d’ABTS, 5 ml d’eau, 19,2 mg d’ABTS et 3,3 mg
de K2S20g sont mélangés. Le mélange réactionnel est ensuite laissé a incuber a 1’obscurité
pendant 16 heures a température ambiante. La solution de travail d’ABTS™ est obtenue en diluant
la solution mére d’ABTS avec de 1’eau jusqu’a ce qu’une absorbance d’environ 0,7 a 734 nm
soit atteinte (Re et al., 1999).

Dans chaque tube, 1 ml des différentes concentrations (0-1mg/ml) des extraits de la
plante, encapsulés et non encapsulés, et 160 pl de la solution d’ABTS sont ajoutés. Ces tubes
sont incubés a 1’obscurité pendant 30 minutes. La lecture des absorbances est ensuite effectuée a
734 nm.

L’activité antioxydante est calculée en utilisant la formule suivante :

_ (40 - 4)
I%—Txloo

D’ou:
ADO : I’absorbance de la solution d’ABTS

A : absorbance de I’échantillon
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Les pourcentages d’inhibition du radical ABTS sont tracés en fonction des concentrations

d’extrait pour déterminer 1’index IC50.

2.7. Evaluation de I’activité antifongique des souches fongiques contre Rhizoctonia solani
2.7.1. Isolement et identification moléculaire

Isolation de R. solani et conditions de culture Afin d’isoler les champignons associés aux
tubercules de pomme de terre, des échantillons de tubercules de pomme de terre présentant des
symptdémes typiques (noirceur) et atypiques (déformation du tubercule) de la maladie de
Rhizoctonia ont été collectés (figure 13 ). Les tubercules ont été lavés a 1’eau du robinet, coupés
en petits morceaux, stérilisés avec une solution de NaOCl (1%) pendant 2 minutes, lavés a I’eau
distillée stérile pour éliminer tout résidu de matériau stérile. Les morceaux de tubercule ont été
stérilisés en surface dans de I’hypochlorite de sodium (1% NaOCl) pendant deux minutes, rincés
a deux reprises dans de I’eau distillée stérile et séchés avec des papiers filtres pour éliminer tout
exces d’eau. Les morceaux de pomme de terre ont été transférés dans des boites de Pétri
contenant de I’Agar Dextrose de Pomme de Terre (PDA), complété avec un antibiotique de
Chloramphénicol a une concentration de 200 mg / L. Les boites de Pétri ont été incubées a une

température de 2+25 pendant quatre jours. Une colonie de R. solani apparue a été purifiée sur le

méme milieu (PDA) et identifiée sur la base des caractéres morphologiques décrits par Parmeter
et Whitney (1970).

Figure 13 : Isolement de Rhizoctonia solani a partir de la pomme terre
Les isolats de R. solani ont également été déja identifiés en utilisant la technologie de
réaction en chaine de la polymérase (PCR) et en déterminant les séquences nucléotidiques. La
région ITS partielle de chaque isolat de R. solani a été amplifiée par PCR en utilisant les amorces
universelles ITS1 (TCCGTTGGTGAACCAGCGQG) et ITS4 (TCCTCCGC TTATGATATGC)
(White et al., (1990). Pour le séquengage de I’ADN, les produits amplifiés par PCR ont été
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purifiés sur gel en utilisant le kit de purification PCR FavorPrep et la paire d’amorces (ITS1 et
ITS4) ont éte utilisée pour identifier la souche. Les séquences nucléotidiques obtenues ont ensuite
été alignées et comparées avec les séquences appartenant aux autres isolats fongiques et
précédemment publiées dans la base de données NCBI en utilisant 1’outil de recherche
d’alignement local de base (BLAST) (Zhang et al. ,2012). Un alignement de séquences multiples
des séquences nucléotidiques a été effectué et des arbres phylogénétiques ont été construits en

utilisant le logiciel MEGAG, en utilisant la méthode du voisinage.

2.7.2. Evaluation de I’activité antifongique par antagoniste :

Le test d'antagonisme sur boite de petri de culture double a été utilisé pour évaluer
I’influence des champignons endophytes contre Rhizoctonia (Elsherbiny et al. 2021). Les
champignons ont été cultivés pendant sept jours a 28°C sur un milieu PDA. Rhizoctonia a été

inoculée comme témoin (figure 14).

Figure 14 : Evaluation de I’activité antifongique par antagoniste contre R. Solani

Pour évaluer I’impact inhibiteur des champignons endophytes sur la prolifération du pathogene,
le pourcentage d’inhibition de la croissance radiale de Rhizoctonia a été déterminée.
(R1—-R2)

1% = TxlOO

ou R1 et R2 sont les valeurs de croissance radiale des champignons dans les boites « témoins
positifs et les boites de culture double, respectivement (Sumaiya et al ., 2023).

2.7.3 Evaluation de P’activité antifongique par extraits fongiques :
L'activité antifongique des extraits a été évaluée in vitro. Les extraits ont été ajoutés a des
mileux PDA a 50, 100, 150, et 200 mg /L-1. Les milieux de culture ont été inoculés d'une culture
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de Rhizoctonia en croissance active. Les cultures ont été incubées dans l'obscurité a 28 °C
pendant trois jours. Le diametre du mycélium a été mesuré quotidiennement dans deux directions

perpendiculaires. Les pourcentages d'inhibition ont été calculés aprés 72 h d'incubation.

Le pourcentage d’inhibition de la croissance radiale de Rhizoctonia est calculé en utilisant la

formule suivante

(R1— R2)
oy = =/
1(%) ——— 100

R1:représente la valeur de la croissance radiale du champignon dans les boites « témoins
positifs »

R2:représente la valeur de la croissance radiale du champignon les boites contenant 1’extrait
fongique

Ces expériences ont été réalisées en triple (Choma et al. 2011 ; Dissanayak et al., 2015).

2.8. Analyse statistique :

Les moyennes, accompagnées de leurs écarts types, ont été calculées a partir de trois répétitions
et représentées graphiquement a I’aide de Microsoft Excel 2013. Pour comparer les moyennes
obtenues, un test ANOVA a un facteur a été effectué, suivi d’un test Post hoc - Tukey, en utilisant
le logiciel Minitab® LLC (version 19.1.1.0, 2019). Les lettres en exposant (a, b, ¢, d) indiquent
une différence significative au seuil de 0,05.
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1-Resultat d’isolement :

L’exploration de la diversité fongique dans les feuilles d’Oléastre  a conduit a
I’identification de quatre souches distinctes. Suite a une identification morphologique et
moléculaire (tableau 2 figure 15), trois espéces ont été déterminées : Soridaria humana,
Alternaria alternata et Didymosphaeria rubi-ulmifolii. Ces résultats contrastent avec ceux
obtenus par d’autres chercheurs. Par exemple, Chliyeh et al. (2014) ont identifié une gamme
d’espéces différentes sur les feuilles d’oliviers, y compris Alternaria alternata, Pestalotia fici,
Penicillium sp, Cladosporium sp, entre autres, en utilisant la méthode modifiée du Blotter. De
plus, ils ont signalé pour la premiere fois la présence de plusieurs champignons dans les oliviers,
dont Sclerotinia sp., Trichothecium roseum, Drechslera australiensis, Circinella sp. et Pestalotia
fici. D’autres études, comme celle de Landuma et al. (2016), ont révélé un large éventail de 14
isolats fongiques différents a partir de feuilles désinfectées et non désinfectées, comprenant
diverses especes telles que Alternaria SP, Aspergillus niger, Epicoccum nigrum, Fusarium sp.,
Anthrinium sp., et d’autres. Malhadas et al. (2017) ont également signalé la présence de P.
commune, A. alternata et P. canescens. D’autres auteurs, tels que Benzina-Tihar et al. (2020),
ont trouvé T. harzianum et plusieurs isolats de T. atroviride. De méme, Nicoletti et al. (2020) ont
identifié Alternaria sp., Chaetomium sp., Diaporthe sp., Fusarium sp., E. nigrum et Nigrospora
oryzae. Plus récemment, Asia Nzir et al. (2022) ont découvert la présence de Fusarium redolens.
Ces ¢tudes témoignent de la diversité fongique présente dans les feuilles d’oliviers, avec des
variations dans les especes isolées en fonction des méthodes et des conditions spécifiques de
chaque étude. En ce qui concerne I’olivier sauvage, la diversité des champignons endophytes
présents dans ses différents organes (aériens et racinaires) a été largement étudiée par diverses
approches (Nicoletti et al., 2020). Les résultats jusqu’a présent ont montré que la communauté
fongique endophyte associée a l’olivier est diverse et est influencée par le cultivar hote
(Fernandez-Gonzalez et al., 2019), la saison et la localisation géographique (Martins et al., 2016),
et ’organe de la plante (Abdelfattah et al., 2015).”

2. Identification macroscopique et microscopique des souches isolées
L’identification macroscopique, associée aux observations microscopiques des champignons

endophytes de I’Oléastre, est illustrée de maniere détaillée dans le tableau 2
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Tableau (2) : identifications macroscopique et microscopiques des souches isolées

La souche endophyte

MACROSCOPIQUE

Observation microscopique (x 40)

Aspect Macroscopique et

fongique Microscopique
Les colonies de SK1 sont caractérisées
par leur teinte distincte de brun clair.
Elles arborent une surface lisse qui,
Souche 1 (SK1) dévoile une structure ascospores forme

ovales.
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Souche 2(SK2)

Souche 3(SK4)

Les colonies de cette souche sont de
couleur noire et présentent une texture
duveteuse, caractérisée par la présence

de ascospores forme ovales.

Les colonies sont légerement veloutées,
de couleur initialement blanche qui
devient ensuite vert olivelé. Les conidies
sont  genéralement allongées et

polycellulaires
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Souche 4(SK5)

Les colonies de cette souche ont
initialement de couleur blanche verdatre
et présentent une texture cotonneuse.
Avec le temps, la couleur des colonies
peut s’intensifier et devenir plus sombre
en raison de la production de spores. Les
macroconidies  sont  typiquement
formées, avec multi septa (formant un
mycelium cloisonné). Les conidies sont
généralement produites en chaines

caractéristiques.
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3. Identification moléculaire :

Dans le cadre de notre étude, nous avons procedé a une identification moléculaire
pour confirmer les résultats de la pré-identification.

Pour ce faire, un arbre phylogénétique a été construit en utilisant le logiciel MEGA7.0.26. Nous
avons comparé quatre séquences a dix-sept séquences d’ascomycetes proches de celles
obtenues par BLAST. Ces séquences ont été alignées avec Clustal W avant d’utiliser la méthode
d’inférence phylogénétique Neighbor-Joining (NJ). La robustesse de 1’arbre a été testée avec
le test du Bootstrap, en générant 1000 arbres artificiels. La souche Fonsecaea nubica CBS
269.64 a été utilisée comme groupe externe.

L’interprétation des résultats de cette analyse phylogénétique a permis de tirer plusieurs
conclusions.

Les souches SK1 et SK2 seraient attribuées a 1’espéce Sordaria humana. La souche
SK4 serait attribuée a 1’espece Didymosphaeria rubi-ulmifolii. Enfin, la souche SK5 serait
attribuée a D’espéce Alternaria alternata. Ces résultats soulignent I’importance de
I’identification moléculaire dans la confirmation des résultats de la pré-identification.

L’analyse phylogénétique moléculaire par la méthode de Neighbor-Joining (NJ) est
illustrée dans la figure (15).L'arbre optimal avec la somme de la longueur des branches =
0,63680960 est présenté. Le pourcentage d'arbres de réplicats dans lesquels les taxons associés
sont regroupés ensemble dans le test de bootstrap (1000 réplicats) est indiqué a coté des
branches (Felsenstein , 1985).

L'arbre est dessiné a I'échelle, avec les longueurs des branches dans les mémes unités
que celles des distances évolutives utilisées pour déduire I'arbre phylogénétique. Les distances
évolutives ont été calculées en utilisant la méthode du Maximum Composite Likelihood
(Tamura et al., 2004). Elles sont exprimées en unités du nombre de substitutions de bases par
site. L'analyse a impliqué 22 séquences nucléotidiques.

Toutes les positions contenant des lacunes et des données manquantes ont été
éliminées. Il y avait un total de 476 positions dans I'ensemble de donnees final (Kumar et al.,
2016).
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Figure 15 . Analyse phylogénétique moléculaire par la méthode de Neighbor-Joining (NJ)
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4. Analyses UPLC ESI MS MS:
Le tableau (3) montre les analyses LC-MS/MS pour chaque extraits des souche fongique .

Tableau (3) : Analyses UPLC ESI MS M d extrait d Alternaria alternate , Didymosphaeria rubi —ulmifolii et Sordaria humana .

Quantification (ug|Quantification |[Quantification
ESI Analyte/ of Analyte/g of Analyte/
Molecular Molecular Ret. Ve (o ytelg of | (Hg Vil
ID# Name ) Charge [m/z _ Extract of | Extract of |of Extract of
Formula Weight Time _ ) ) o
(+/-) Alternaria Didymosphaeria | Soridria
alternatea rubi -ulmifolii | Humana)
1 Kojic acid CsH6O4 142.11 (+) 143.0000>69.0500 |14.689 12174 26701 18913
2 Folic Acid C19H1sN70s |441 (+) 442.9000>323.4500 |18.553 110980 160682 108446
3 beta carotene CaoHse 536.87 (+) 537.2000>23.1000  (15.477 35311 185160 51698
_ No peak is found in|0.000 0 4491 0
4 Curcumin C21H2006 368.4 (+) ]
Window/Band range.
5 Cinnamic acid CoHsO2 148.16 (+) 149.0500>117.0000 |12.147 56617 28803 12689
6 Epicatechin Ci15H1406 290.27 (+) 290.9000>123.1000 (7.542 190875 14558 422451
7 thymol C10H140 150.22 (+) 151.1000>109.0500 |11.519 16570 0 10781
8 Luteolin Ci15H1006 286.24 (+) 286.7500>153.0000 (11.081 4736 25025 0
_ No peak is found in|0.000 0 10441 34346
9 chrysin C15H1004 254.24 (+) )
Window/Band range.
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10 Oleanolic Acid CsoH1803 456.7 (+) 457.3000>411.5000 |17.099 20314 189930 1075
] ) No peak is found in|0.000 0 0 0
11 acide maleic C4HeOs 134.09 ]
Window/Band range.
12 Oleauropin C25H32013 540.5 ) 541.3000>524.5500 |20.259 7572 3640 12408
_ No peak is found in|0.000 0 3495 0
13 Quercetin Ci15sH1007 302.23 (+) ]
Window/Band range.
No peak is found in|0.000 0 27859 11160
14 Resveratrol C14H1203 228.24 (+) )
Window/Band range.
15 Riboflavin Ci17H20N4Os | 376.4 (+) 377.9000>361.3500 |[14.704 24578324 27567957 34782090
) No peak is found in|0.000 0 59617 1735
16 Rutin C27H30016 610.5 (+) ]
Window/Band range.
17 Sinapic Acid C11H120s 224.21 (+) 225.0000>91.1000 (10.600 8642 17563 27500
18 Syrinjic Acid CoH100s5 198.17 (+) 199.0000>155.1500 |20.680 43170 63820 0
19 ferulic acid Ci10H1004 194.18 (+) 194.8000>177.0500 |3.027 161510 15553 0
20 naringenin C15H120s 272.25 (+) 273.0500>153.0000 (10.790 26468 28909 22178
o No peak is found in{0.000 0 0 0
21 acide picrique - CeH3N3O7 229.1 ) )
Window/Band range.
) _ No peak is found in|0.000 0 0 0
22 Chlorogenic Acid C16H1809 354.31 ) )
Window/Band range.
23 Kampferol C15H1006 286.24 (+) No peak is detected. [0.000 0 0 0
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3.5.dihydroxybenzoic No peak is found in|0.000 0 5569 0
24 ) C7H604 154.12 ) )
Acid Window/Band range.
4-mythoxybenzoic 151.0500>107.0500 |7.486 3550 0 618433
25 ) CsHsO3 152.15 (+)
Acid
) _ No peak is found in|0.000 0 0 0
26 Caffeic Acid CoHsO4 180.16 ) )
Window/Band range.
. _ No peak is found in|0.000 0 0 0
27 Vanillic Acid CsHsOu4 168.15 ) _
Window/Band range.
28 gallic acid C4H404 170.12 (-) 169.0000>124.9000 [10.839 3008 5941 7851
29 p-Coumaric Acid CoHsOs 164.16 (-) 163.0500>118.9500 |8.684 2461 0 0
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Les résultats obtenus par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
(LC-MS) ont permis d'identifier la composition chimique de différentes souches fongiques.
Pour la souche Alternaria alternata, un total de 17 composants a été détecté, avec une emphase
particuliére sur des majeurs tels que la riboflavine, I'acide férulique, I'épicatéchine et I'acide
folique. La souche Didymosphaeria rubi-ulmifolii, quant a elle, affiche une composition plus
riche de 20 composants, incluant des majeurs comme la riboflavine, le béta-carotene, I'acide
oléanolique et l'acide folique. Enfin, la souche Sordaria humana présente 16 composants,
parmi lesquels se distinguent des majeurs tels que l'acide folique, la riboflavine, l'acide
mythoxybenzoique et I'épicatéchine.

Les recherches menées par Wang et al. (2021) ont mis en évidence la présence des
composés Paeonia et lactiflora dans la souche d'Alternaria alternata. Cette découverte s'ajoute
aux resultats de I'analyse PAR UPLC ESI MS Mréalisée par Deshidi et al. (2017), qui ont
identifié les principaux composants de cette souche, incluant I'alternariol, I'éther méthyle 9-
alternariol, ainsi qu'un nouvel isomere structurel de l'alternariol. Par ailleurs, les travaux de Li
et al. (2016) ont révélé la présence des composés 12-méthoxy sordariol, Bisordariols A,
Bisordariols B, Bisordariols C et Bisordariols D dans la souche Sordaria macrospora. Cette
découverte est appuyée par les résultats de Bouillant et al. (1989), qui ont identifié les composés
Cyclosordariolone, Heptacyclosordariolone et cis-Sondariol pour la méme souche. Ces études
soulignent la diversité des composes présents dans ces souches fongiques, ainsi que
I'importance de lI'analyse PAR UPLC ESI MS Mdans leur caractérisation chimique.

5. Activité antioxydante :

Le tableau 04 illustre les valeurs 1C50, exprimées en ug/ml, pour chaque extrait de
souche fongique. Ces valeurs sont comparées a celles du Trolox, un antioxydant de référence,
dans le cadre des tests de piégeage des radicaux libres DPPH et ABTS.

Tableau (04) : Les valeurs IC50 en pg/ml d DPPH et ABTS

Les souches fongiques IC50 (mg/ml) DPPH IC50 (mg/ml) ABTS
Didymosphaeria rubi- 0,11+ 0,00? 0,12 + 0,00
ulmifolii
Soridaria humana 0,13 + 0,005? 0,12 £ 0,002
Alternaria alternita 0,11 £ 0,007 0,11+0,012
Trolox 0.09+0.572 0.10+0.58%
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Les résultats obtenus pour les deux méthodes DPPH et ABTS montrent une forte
activité antioxydante Les IC50 obtenues pour la méthode DPPH sont de 0.13+0.005 mg/ml
pour Sordaria humana, 0,11+00 mg/ml pour Didymosphaeria rubi —ulmifolii et Alternaria
alternita, respectivement. Tandis que pour la méthode ABTs sont 0,12+0.00mg/ml pour
Soridaria humana et Didymosphaeria rubi —ulmifolii ,0 ,11+0.01mg/ml pour Alternaria
alternita .

Il n’existe pas une différence significative (p>0.05) entre less IC50 des 3 souches
isolées . Cette activité est trés puissante en comparant les IC50 des souches avec TROLOX.
Pour la méthode ABTS, aucune différence significative (p > 0,05) n'a été observée entre les
valeurs d'IC50 des trois souches isolées. Cependant, l'activité antioxydante s'avére trés
puissante lorsque les valeurs d'IC50 des souches sont comparées a celle du TROLOX. En
revanche, les résultats de I'évaluation de I'AA différent de maniére notable de ceux rapportés
par Ouzid et al. (2018), qui ont noté une concentration d'1C50 de 6,14 + 0,07 mg/mL. De méme,
Braz et al. (2009) ont documenté des valeurs variant de 86,7 pg/mL a 687,2 ng/mL, démontrant
une grande diversité d'activités antioxydantes au sein de cette souche. Plus récemment,
Chatterjee et al. (2019) ont identifié une valeur d'IC50 significativement plus faible, a 38,0 +
1,7 ug/mL pour la fraction d'Alternaria alternata, soulignant une amélioration notable de
I'efficacité antioxydante

Les études sur les activités antioxydantes des extraits de champignons, tels que
Sordaria sp. et Alternaria sp., ont révélé des valeurs significatives d'IC50 dans divers tests,
mettant en lumiere leur potentiel en tant que sources de composés bénéfiques. Par exemple, les
travaux de Maduranga (2018) ont montré que Sordaria sp. isolée a partir de différents lichens
présente une forte activité de piégeage des radicaux, avec des valeurs d'IC50 allant de 24,6 a
31,19 pg/mL. D'autres recherches, comme celles d’Ouzid et al. (2018) et de Fernandes et al.
(2009), ont également confirmé les capacités antioxydantes de certains extraits fongiques, avec
des valeurs d'IC50 variées allant de 6,14 mg/mL a 86,7 pg/mL.

Cette activité antioxydante peut étre attribuée a la présence de composés phénoliques,
comme le confirme l'analyse phytochimique PAR UPLC ESI MS M(Elghaffar et al., 2022).
Les flavan-3-ols, tels que les catéchines (CT) et les épicatéchines (ECT), ont été identifies
comme des contributeurs majeurs a cette activite (Rockenbach et al., 2011; Makris et al., 2007).
Des études ont également montré que la structure moléculaire de ces composés, ainsi que des
facteurs tels que la géométrie plane et la présence de liaisons hydrogéne, influencent leur

efficacité antioxydante (Leopoldini et al., 2007; Vaganek et al., 2014).
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De plus, des champignons endophytes, comme ceux isolés a partir de lichens, ont été
identifiés comme des sources prometteuses de métabolites antioxydants (Khiralla et al., 2015).
Ces métabolites, tels que I'acide oléanolique et l'acide férulique, ont démontré une activité
antioxydante significative dans diverses études (Xin Wang et al., 2010; Choe, 2020). Par
exemple, I'acide oléanolique a montré une activité antioxydante supérieure a celle de l'alpha-
tocophérol et de I'acide ursolique dans certaines conditions expérimentales (Mei-Chin Yin et
al., 2007).

En outre, certains métabolites, tels que la riboflavine, ont été identifiés comme des
nutriments antioxydants essentiels, jouant un réle critique dans divers processus biologiques
(Lykstad et Sharma, 2021). Des études ont mis en évidence les effets antioxydants de la
riboflavine et ont souligné son importance pour la santé humaine (Ashoori et al., 2014; Ertas et
al., 2018).
6-Activité antifongique :

6.1. Test d’antagonisme
Les résultats du test d’antagonisme, qui a été réalisé en placant les souches en opposition

avec R. solani dans la méme boite de Pétri, sont présentés dans les figures (16, 17)

(=

Didymosphaeria rubi —ulmifolii

20 40 60 80 100 120
Pourcentage d'inhibition de la croissance fongique de R.solani

o

Figure 16 : Pourcentage d’inhibition (%) de R. solani par les différentes souches
endophytes
Les résultats présentés dans les figures (16, 17) ont montré une différence significative
(p <0.05) entre les champignons étudiés dans leur efficacité, toutes ayant montré une forte
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efficacité dans I'inhibition de la croissance de agent pathogene (R.solani ). Le pourcentage
d'inhibition de croissance le plus éleve a été avec Soridaria humana (100£0.00 %) suivi par
avec Didymosphaeria-rubi-ulmifolii ( 85 £ 0.35% ) , et Alternaria alternata (50 +0.10%) cette

derniere était égal avec I'agent pathogene.

Figure 17 : Test d’antagonisme contre R. solani : A : Alternaria alternata, B :

Didymosphaeria-rubi-ulmifolii, C : Soridaria humana, D : Témoin :R. solani

Nos résultats sont en accord avec les études précédentes qui ont démontré une activité
antifongique significative des genres isolés contre les maladies fongiques des plantes.

Les recherches sur l'activité antagoniste des isolats de S. fimicola contre le pathogéne
F. graminearum montrent des résultats prometteurs. A une concentration de 1 x 10° spores/ml,
ces isolats ont montré des taux d'inhibition de la croissance mycélienne de F. graminearum de
84%, 88% et 91% respectivement (Dubey et al. 2014). En augmentant les concentrations, une
diminution encore plus marquée de la croissance du pathogéne a été observée.
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En particulier, l'activité antagoniste de S. fimicola a été bien documentée. A la méme
concentration de 1 x 10° spores/ml, S. fimicola a montré des taux d'inhibition éleveés : plus de
78% pour le traitement du sol, et plus de 83% pour les traitements foliaires et des semences
chez deux cultivars de blé. Le traitement combiné des semences et du sol a méme montré un
taux d'inhibition supérieur @ 90% (Abdallah et al. 2018).S. fimicola avait déja été identifié pour
son activité antagoniste contre F. graminearum dans le mais, en conditions de serre. Abdallah
et al. (2018) ont observé non seulement une inhibition de la croissance de F. graminearum,
mais aussi une réduction de la production de zéaralénone, une mycotoxine. Dewan et al. (1994)
avaient attribué cette activité a la libération de composés bioactifs, notamment le triacontanol
et l'indole-3-carboxaldéhyde, qui agissent comme stimulateurs de croissance naturels. Ces
composés contribuent a la croissance des plantes et réduisent I'incidence des maladies, comme
celle causée par Gaeumannomyces graminis var. tritici.

Les études actuelles corroborent ces résultats, indiquant que l'effet antagoniste de S.
fimicola contre F. graminearum et son soutien au développement des plantes sont probablement
dus a la production de ces composés bioactifs. Ces recherches mettent en lumiere le potentiel
des isolats microbiens comme agents de biocontréle efficaces pour la gestion des maladies
fongiques dans les cultures, offrant ainsi une alternative écologique et durable aux traitements
chimiques traditionnels.

La co-culture de R. solani vs la Sordaria humana, une zone de confrontation a été
observée lors de la co-culture.Cette zone sombre était située dans la zone ou les deux micro-
organismes interagissent (zone d’interaction), comme décrit par Bertrand et al. (2014) .Cela
suggeére que les deux micro-organismes sont engagés dans une “guerre chimique” par la
production de métabolites secondaires. Ces métabolites peuvent agir comme des régulateurs
transcriptionnels ou des modificateurs des voies biosynthétiques des micro-organismes
concurrents (Bolivar-Anillo et al., 2024).

Les mécanismes de controle principaux, traditionnellement supposés étre le
mycoparasitisme, 1’antibiose et la concurrence pour les ressources et 1’espace, ont évolué pour
inclure des effets significatifs sur les plantes, notamment 1’induction de résistance systémique
ou localisée. Ces champignons sont maintenant utilisés en quantités significatives en
agriculture, tant pour le contrdle des maladies que pour I’augmentation des rendements (Melo
et Faull, 2000 ; Harman, 2006 ; Paul et Masih, 2006).

Les endophytes fongiques sont connus pour inhiber le développement de Rhizoctonia
solani par la production d'enzymes hydrolytiques de la paroi cellulaire, telles que la -

glucosidase (Melo et Faull, 2000). Ces champignons ont la capacité de coloniser toutes les
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parties du systéme racinaire et de persister longtemps lorsqu'ils sont appliqués en traitement des
semences (Paulitz et Belanger, 2001). Leur mode d'action comprend également la compétition
pour les nutriments par la production d'enzymes lytiques, empéchant ainsi la germination des
conidies du pathogéne (Paulitz et Belanger, 2001). En outre, les endophytes fongiques
possedent une résistance innée a la plupart des produits chimiques agricoles, bien que certaines
souches montrent des susceptibilités ou des résistances a une gamme de pesticides (Harman,
2006).

Ces organismes ont été utilisés contre un large spectre de pathogenes, aussi bien
telluriques que foliaires (Camporota 1985; Davet 1986; Ouazzani-Touhami et al., 1994,
Hmouni et al., 1999; Mouria et al., 1997). Des recherches ont également montré que certaines
souches fongiques peuvent stimuler la croissance de certaines plantes, comme la laitue, en
I'absence de tout agent pathogene (Lynch et al., 1991a). En particulier, les endophytes
fongiques induisent des changements structuraux et chimiques dans les parois cellulaires des
plantes, augmentant ainsi leur résistance aux infections par les phytopathogénes (Brimner et
Boland, 2003).

Des études récentes ont exploré des interactions spécifiques entre les endophytes
fongiques et d'autres champignons pathogenes. Par exemple, les hyphes des endophytes et du
pathogene R. solani ne se rencontrent pas directement; cependant, les hyphes des endophytes
fongiques interagissent directement avec les hyphes pathogenes, les connectant et les coupant,
ce qui entraine la déformation et I'effondrement des hyphes de R. solani (Motlagh et al., 2022).
Les spores des endophytes fongiques entourent et déforment également les hyphes de R. solani,
provoquant une accumulation de mélanine, un rétrécissement cytoplasmique, une coagulation
et une malformation du mycélium (Hishar et al., 2023).

Certaines souches fongiques démontrent un mécanisme de parasitisme/
hyperparasitisme contre R. solani, ou le mycélium des souches fongiques s'enroule en spirale
et pénetre le mycelium de R. solani, entrainant un rétrécissement cytoplasmique, une
coagulation et une malformation des hyphes pathogénes (Hishar et al., 2023). De plus, I'étude
des interactions entre le filtrat de C. lunata et R. solani a révélé que les hyphes traités avec le
filtrat accumulaient de la mélanine et montraient des déformations notables, des gonflements et
un amincissement des parois cellulaires, tandis que les hyphes non traités montraient une

croissance normale et équilibrée (Komeil et al., 2019).
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6.2. Activité antifongique des extraits des souches endophytes d’olivier sauvage
Les taux d’inhibition de la croissance de R. solani par les extraits fongiques sont montrés
dans le tableau(5):

Tableau (05) : Taux d’inhibition de R.solani parles extraits fongiques

Concentration (mg/ml)

0,005 0,010 0,015 0,02
I(%)d’Aleternaria  44,4+0,9%? 50+0,9%" 54,4%20,9° 55,5+0,9%
alternata
I(%)Soridaria 48,8+1,1%? 65+1,1%" 85,5+1,1%° 100+0.00%¢
humana
1(%)Didymosphaeri  58,8+0,9%? 61,1+0,9%" 62,2+0,9%° 86,60,9%°

a rubi —ulmifolii

Les résultats ont révélé que les quatre extraits de souches fongiques influencent la
croissance du pathogéne R. solani a des concentrations allant de 0,005 a 0,02, bien que les
niveaux d'efficacité different par rapport au témoin(figurel8) . Dans la souches Alternaria
alternata les pourcentages d'inhibition de la croissance du R .solani étaient de 44.4%,50% |,
54,4% , 55 ,5% aux concentrations de 0.005, 0.010, 0,015, 0.02 mg/ml , respectivement. Et en
Sordaria Humana , une forte activité antifongique a été enregistréé avec une inhibition totale a
un e concentration de 0.02 mg/ml d’extrait . Les pourcentages d'inhibition enregistrés pour cette
souche sont :48,8%, 65%, 85,5% 100% aux concentrations de 0.005, 0.010, 0,015, 0.02mg/ml
, respectivement. Cependant les taux d’inhibition de R. solani par les extraits de
Didymosphaeria rubi ulmifoli étaient de : 58,8%, 61.1%, 62, 2%, 86,6%aux concentrations de
0.005, 0.010, 0,015, 0.02 mg/ml, respectivement (tableau 5).
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Figure 18: Inhibition de la croissance de R. solani par les différentes
concentrations des extraits fongiques : (1) : Alternria alternata, (2) : Sordaria humana (3)
Didymosphaeria rubi-ulmifolii , A : concentration 0.05mg/ml ; B : concentration ;
0.01lmg/ml ; C : concentration 0.015 mg/ml ; D : concentration 0.02 mg/ml

Les résultats indigquent que Sordaria sui par Didymosphaeria rubi-ulmifolii sont les
souches les plus efficaces en termes de pourcentage d'inhibition a cause de la riboflavine, le
béta-caroténe et I'acide oléanolique , particulierement a des concentrations plus élevees. Les
données sont coherentes et précises, confirmant une relation directe entre la concentration et
I'efficacité d'inhibition des souches fongiques étudiées

Musetii et al. (2006) ont signalé que tant le champignon endophyte Alternaria alternata
(Fr.) Keissl que trois métabolites secondaires, utilisés en solutions mixtes a deux concentrations
différentes, ont inhibé la sporulation de P. viticola sur les feuilles de vigne, que celles-ci soient

conservées dans des chambres d'humidité ou sur des plantes maintenues en serre. Cependant,
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le mécanisme d'inhibition de la sporulation de ces molécules chez les feuilles de vigne infectées
par P. viticola est inconnu (Musetii et al., 2006).

Li et al. (2016) ont isolé les champignons endophytes Sordaria macrospora de I'écorce
de la plante llex cornuta. Ces champignons ont produit du sordariol et des dérivés du sordariol
: 12-méthoxy sordariol, bisordariols A-D, xyralinol A et deux dérivés isobenzofuranyl. Le
sordarin, un diterpéne antifongique qui inhibe la synthese des protéines chez les champignons,
a été isolé de Sordaria arenosa. Ce composé agit sur le facteur d'élongation 2, qui promeut la
translocation du ribosome sur 'ARNm. Cette translocation est inhibée par le sordarin, qui
stabilise le complexe ribosome-facteur d'élongation 2, empéchant ainsi la formation de chaines
peptidiques (Liang et al., 2008). Cela montre que le genre Sordaria est une source de molécules
bioactives avec des applications potentiellement bénéfiques en médecine et en agriculture,
comme récemment rapporté par Charria-Girdn et al. (2022). Les métabolites secondaires de
Sordaria ont réussi a inhiber a la fois la croissance du mycélium et la germination des conidies
de B. cinerea, mais leurs mécanismes d'action sont encore inconnus. En fait, il a été signalé que
51 % des molécules isolées des champignons endophytes étaient inconnues (Bolivar-Anillo et
al., 2024).

Les mécanismes d'action des métabolites secondaires des endophytes sont divers. Il a
été suggéré que ces composés peuvent affecter la perméabilité de la membrane cellulaire,
entrainant la fuite de composants protéiques et électrolytiques intracellulaires (Khalil et al.,
2014). De plus, certains métabolites secondaires peuvent se lier a I'ergostérol dans la membrane
cellulaire, perturbant ainsi les fonctions cellulaires ou inhibant la biosynthése de I'ergostérol
(Cowen et al., 2014; Khallil et Youcef, 2020). Les composés volatils produits par les souches
endophytes peuvent également jouer un rdle dans la suppression du métabolisme fongique, tant
localement par diffusion aqueuse que plus largement par diffusion aérienne (Morath et al.,
2012). Ces composes volatils ont été associés a des changements morphologiques dans les
hyphes fongiques, et certains ont démontré la capacité de modifier la perméabilité de la
membrane plasmique de B. cinerea (Li et al., 2012).
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Conclusion

Les champignons endophytes sont une source prometteuse de nouveaux produits
naturels bioactifs, avec un potentiel d’application dans divers domaines, notamment la
médecine, I’agriculture et I’industrie. Bien que 1’exploration de cette ressource microbienne
riche soit encore a ses débuts, le potentiel considérable de ces organismes est déja évident.
Dans cette étude, des champignons endophytes ont été isolés a partir d’Olea europaea subsp.
europaea var. sylvestris (Oléastre). Trois isolats fongiques, Sordaria humana, Alternaria
alternata et Didymosphaeria rubi-ulmifolii, ont été identifiés a partir des feuilles d’Olea
europaea. Ces champignons endophytes ont montré une activité antifongique variable contre
Rhizoctonia solani, évaluée par deux méthodes : la culture double et I’effet des extraits
fongiques. Les résultats ont révélé que I’isolat Sordaria humana était le plus efficace pour
inhiber R. solani de la pomme de terre, avec une inhibition totale de 100 % pour les deux
méthodes, suivi par Didymosphaeria rubi-ulmifolii et Alternaria alternata.

En ce qui concerne I’activité antioxydante, les trois isolats ont démontré une forte efficacité. En
utilisant la méthode DPPH, des valeurs de 1C50 de 0,13 mg/ml £+ 0,005, 0,11 mg/ml £ 0 et 0,11
mg/ml + 0 ont été obtenues. Avec la méthode ABTS, les valeurs de IC50 étaient respectivement
de 0,11 mg/ml = 0, 0,12 mg/ml £ 0 et 0,11 mg/ml + 0,01 pour Sordaria humana,
Didymosphaeria rubi-ulmifolii et Alternaria alternata.

Pour les recherches futures, il est recommandé de :

* Poursuivre I’étude de la mycoflore endophyte d’Olea europaea et d’élargir les parties de la
plante étudiées (racines, fruits, fleurs).

* Cibler d’autres champignons phytopathogénes afin d’évaluer le spectre d’action des
champignons endophytes d’Olea europaea.

En outre, il serait intéressant d’explorer davantage les applications potentielles de ces
champignons endophytes dans le traitement sur le terrain et la formulation de biopesticides.
L’utilisation de champignons endophytes et de leurs métabolites secondaires pourrait offrir une
alternative écologique et durable aux méthodes de lutte contre les maladies des plantes
actuellement utilisées. Cette perspective pourrait ouvrir de nouvelles voies pour la gestion
intégrée des maladies des plantes et contribuer a une agriculture plus durable et respectueuse

de ’environnement.
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