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ATTESTATION DE CORRECTION

Nous soussignés, membres du jury, attestons que monsieur SONTSA-
‘DONHOUNG Alain-Martial, Matricule 10R0702 a effectué les corrections
conformément aux exigences du jury de sa thése de Doctorat/Ph.D en
Microbiologie, option Microbiologie du Sol et de I’Environnement, soutenue le
mardi 15 février 2022 a 09 heures dans la salle Multimédia de la Faculté des
Stiences de 1I’Université de Yaoundé I sur le théme «Potentiel des endophytes
locaux pour la production de rhizomes, de curcumine et la stimulation des

activités antioxydantes et antimicrobiennes chez Curcuma longa».

En foi de quoi la présente attestation lui est établie pour servir et valoir ce que de
droit.
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ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA : ATCHADE Alex de Théodore, Maitre de Conférences
VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, Professeur, HDR
VICE-DOYEN /DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de
Conférences

Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR :
AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur

| 1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (38) |

N° | NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 | BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste
2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | FOKOU Elie Professeur En poste
4 | KANSCI Germain Professeur En poste
5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
6 | MOUNDIPA FEWOQOU Paul Professeur Chef de Département
7 | NINTCHOM PENLAP V. épse BENG Professeur En poste
8 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
9 | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En poste
10 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
11 | AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maitre de Conférences En poste
12 | BELINGA née NDOYE FOE M. C. F. Maitre de Conférences Chef DAF / FS
13 | BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences En poste
14 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Maitre de Conférences En poste
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15 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
16 | EWANE Cécile Anne Maitre de Conférences En poste
) . - . Inspecteur de Service
17 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences MINESUP
18 | NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences En poste
19 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
20 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste
21 | NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences En poste
22 | TCHANA KOUATCHOUA Angéle Maitre de Conférences En poste
23 | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
24 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
25 | BEBOY EDJENGUELE Sara Nathalie Chargé de Cours En poste
26 | DAKOLE DABQY Charles Chargé de Cours En poste
27 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste
28 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste
29 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
30 | KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
31 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
32 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
33 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
34 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
35 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
36 | MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle Assistant En poste
37 | OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
38 | WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (46)

1 | AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur DAARS/FS
2 | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département
3 | DIMO Théophile Professeur En Poste
4 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
5 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur En Poste
6 | ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur Vice Doyen/FMSB/UYI
7 | FOMENA Abraham Professeur En Poste
8 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste
9 | KEKEUNOU Sévilor Professeur En poste
10 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
11 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
12 | NOLA Moise Professeur En poste
13 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de service
14 | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord.Progr /MINSANTE
15 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
16 | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences En poste
17 | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences En poste
18 f\ﬁggﬁpﬁ%ﬂéENG Hermine epse Maitre de Conférences En Poste
19 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Maitre de Conférences En poste
20 | MEGNEKOQOU Rosette Maitre de Conférences En poste
21 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste
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22 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste
23 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste
24 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
25 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
26 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
27 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
28 | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
29 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste
30 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
31 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
32 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
33 | MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste
34 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
35 | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste
36 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
37 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA
38 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
39 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
40 | TAMSA ARFAO Antoine Chargé de Cours En poste
41 | YEDE Chargé de Cours En poste
42 | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Assistant En poste
43 | ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Assistant En poste
44 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
45 | LEME BANOCK Lucie Assistant En poste
46 | YOUNOUSSA LAME Assistant En poste

3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (33)

1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 | DJOCGOUE Pierre Francois Professeur En poste
4 | MBOLO Marie Professeur En poste
5 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
6 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
7 | ZAPFACK Louis Professeur En poste
8 | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste
9 | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste
10 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de Conférences En poste
11 | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste
12 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences CT/ MINESUP
13 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI
14 | NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maitre de Conférences En poste
15 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences En poste
16 | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences En poste
17 | TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste
18 | DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste
19 | GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste
20 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
21 | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Chargé de Cours En poste
22 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
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23 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
24 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste
25 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
26 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
27 | GODSWILL NTSOMBAH NTSEFONG Assistant En poste
28 | KABELONG BANAHO Louis-Paul- Assistant

En poste

Roger

29 | KONO Léon Dieudonné Assistant En poste
30 | LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste
31 | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste
32 | TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste
33 | TEMEGNE NONO Carine Assistant En poste

4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (Cl) (33)

1 | AGWARA ONDOH Moise Professeur Chef de Département
2 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Professeur En poste
Florence UFI CHINJE épouse MELO Professeur . Recteur
Univ.Ngaoundere
Ministre Chargé
4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur deMiss PR
5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste
6 | NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI
. Vice-Doyen Univ.
7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Bamenda
8 | NENWA Justin Professeur En poste
9 | NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs
10 | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
11 | ACAYANKA Elie Maitre de Conférences En poste
12 | BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Conférences | Chargée Mission P.R.
13 | EMADACK Alphonse Maitre de Conférences En poste
14 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste
15 | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences En poste
16 | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste
17 | NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences En poste
18 | NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences En poste
19 | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste
20 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Maitre de Conférences En poste
21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua
22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste
23 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste
24 | KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste
25 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
26 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste
27 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste
28 | NEBA née NDOSIRI Bridget NDOYE Chargée de Cours CT/ MINFEM
29 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste
30 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste
31 | NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste
32 | PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste
33 | SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste
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5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (34)

1 | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UYI
2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDA
3 NGOUELA Silvere Augustin Professeur Chef de ngsartement
4 | NYASSE Barthélemy Professeur En poste
. . Directeur/ MINESUP/
5 PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Chef de Département
6 | WANDJI Jean Professeur En poste
7 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences | Vice-Doyen / DPSAA
8 | AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences En poste
9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences En poste
10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste
11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences En poste
12 | KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En poste
13 | KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste
14 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
15 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste
16 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste
17 | MVOT AKAK CARINE Maitre de Conférences En poste
18 | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences | Sous/Direct. MINERESI
19 | NGONO BIKOBO Dominique Serge Maitre de Conférences C.E/ MINESUP
20 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences C.S/ MINESUP
21 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste
22 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste
23 | TAGATSING FOTSING Maurice Maitre de Conférences En poste
24 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen /FS/ UYI
25 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences En poste
26 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
27 | ZONDEGOUMBA Ernestine Maitre de Conférences En poste
28 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
29 | NGNINTEDO Dominigue Chargé de Cours En poste
30 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
31 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
32 | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste
33 | MESSI Angélique Nicolas Assistant En poste
34 | TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste
6- DEPARTEMENT D’ INFORMATIQUE (IN) (25)
1 | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
Chef Dpt ENS/Chef
2 FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur IGA MINESUP
3 | NDOUNDAM Réné | Maitre de Conférences | En poste
4 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
5 | AMINOU Halidou Chargé de Cours Chef de Département
6 | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste
7 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Chargé de Cours En poste
8 | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
e —
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9 | KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste
10 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
11 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
12 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste
13 OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours Directeur adjoint Enset.

Ebolowa
14 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
15 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
16 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
17 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste

18 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste

19 | EKODECK Stéphane Gaél Raymond Assistant En poste

20 | HAMZA Adamou Assistant En poste

21 | JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste

22 | MAKEMBE. S. Oswald Assistant En poste

23 | MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste

24 | MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistant En poste

25 | NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste

7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (30)

1 | AYISSI Raoult Domingo Professeur Chef de Département
2 | EMVUDU WONO Yves S. Professeur Inspecteur MINESUP
3 | KIANPI Maurice Maitre de Conférences En poste
4 | MBANG Joseph Maitre de Conférences En poste
5 | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences En poste
6 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Maitre de Conférences En poste
7 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste
Chef service des
NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences programmes &
8 Diplémes/FS/UYI
9 | TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences | Directeur/AIMS Rwanda
10 | TCHOUNDJA Edgar Landry Maitre de Conférences En poste
11 AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Chargé de Cours hﬁﬁ;fﬁ:\%ﬁr
12 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
13 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
14 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste
15 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
16 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
17 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
18 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
19 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
20 | NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste
21 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
22 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
23 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
24 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargé de Cours En poste
25 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
26 | BITYE MVONDO Esther Claudine Assistant En poste
27 | MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste
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28 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
29 | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
30 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste

8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18)

1 | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département
2 | NYEGUE Maximilienne Ascension Professeur VICE-DOYEN / DSSE
3 | NWAGA Dieudonné Professeur En poste
4 | ASSAM ASSAM Jean Paul Maitre de Conférences En poste
5 | BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste
6 | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste
7 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste
8 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
9 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
10 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
11 | NJIKI BIKOI Jacky Chargée de Cours En poste
12 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
13 | ESSONO Damien Marie Assistant En poste
14 | LAMYE Glory MOH Assistant En poste
15 | MEYIN A EBONG Solange Assistant En poste
16 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste
17 | SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistant En poste
18 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste
9. DEPARTEMENT DE PHYSIQUE(PHY) (40)
1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2 | DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM Professeur En poste
3 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Vice-Recteur. UN
4 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
5 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
6 | NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
7 | NANA NBENDJO Blaise Professeur En poste
8 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
9 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur En poste
10 | NOUAYOU Robert Professeur En poste
11 | PEMHA Elkana Professeur En poste
12 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen FS Univ/Bda
13 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
14 | WOAFO Paul Professeur En poste
15 | ZEKENG Serge Sylvain Professeur En poste
16 | BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences DG/HYDRO Mekin
17 | BODO Bertrand Maitre de Conférences En poste
18 | ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Maitre de Conférences En poste
19 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences En poste
20 | FEWO Serge lbraid Maitre de Conférences En poste
21 | HONA Jacques Maitre de Conférences En poste
22 | MBANE BIOUELE César Maitre de Conférences En poste
—
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23 | MBINACK Clément Maitre de Conférences En poste

24 | NDOP Joseph Maitre de Conférences En poste

25 | SAIDOU Maitre de Conférences MINRESI

26 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste

27 | SIMO Elie Maitre de Conférences En poste

28 | VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de Conférences En poste

29 | WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences Directeur/ENS/UYI

30 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste

31 | CHAMANI Roméo Chargé de Cours En poste

32 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste

33 | FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER

34 | MBONO SAMBA Yves Christian U, Chargé de Cours En poste

35 | MELTI’I Joelle Larissa Chargée de Cours En poste

36 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste

37 OBOUNOU Marcel Chargé de Cours DA/Univ Inter
Etat/Sangmalima

38 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste

39 | AYISSI EYEBE Guy Francois Valérie Assistant En poste

40 | TEYOU NGOUPOU Ariel Assistant En poste

10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)

1 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
2 | FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En poste
4 | NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département
5 | NGOS |1l Simon Professeur En poste
6 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste
7 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste

ABOSSOLO née ANGUE Monique

Maitre de Conférences

Vice-Doyen / DRC

Directeur/Projet

9 | BISSO Dieudonné Maitre de Conférences ,
Barrage Memve ele

10 | EKOMANE Emile Maitre de Conférences En poste

11 | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En poste

12 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/Uma

13 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/ MINIMDT

14 | NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences CEA/MINRESI

15 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste

16 | NYECK Bruno Maitre de Conférences En poste

Chef service

ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences Maintenance & du

17 Matériel/UYII

18 | TCHAKOUNTE J. épse NOUMBEM Maitre de Conférences Chef.cell / MINRESI

19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste

20 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste

21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. /IMINTP

22 | ZO’O ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART

23 | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste

24 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste

25 | ELISE SABABA Chargé de Cours En poste

26 | ESSONO Jean Chargé de Cours En poste

e —
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27 | EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste
28 | FUH Calistus Gentry Chargé de Cours Sec. D Etat/MINMIDT
29 | LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste
30 | MBESSE CECILE OLIVE Chargée de Cours En poste
31 | MBIDA YEM Chargé de Cours En poste
32 | METANG Victor Chargé de Cours En poste
33 | MINYEM Dieudonneé-Lucien Chargé de Cours CD/Uma
34 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste
35 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste
36 | NOMO NEGUE Emmanuel Chargé de Cours En poste
37 | NTSAMA ATANGANA Jacqueline Chargé de Cours En poste
38 | TCHAPTCHET TCHATO De P. Chargé de Cours En poste
39 | TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste
40 | TEMGA Jean Pierre Chargé de Cours En poste
41 | FEUMBA Roger Assistant En poste
42 | MBANGA NYOBE Jules Assistant En poste
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Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de Yaoundé
|

NOMBRE D’ENSEIGNANTS
DEPARTEMENT Professeurs  Maitres de Chargés de  Assistants Total

Conférences Cours
BCH 8 (01) 14 (10) 13 (05) 3(02)  38(18)
BPA 15 (01) 8 (06) 18 (05) 05(02) 46 (14)
BPV 07 (01) 10 (01) 9 (06) 07(01)  33(9)
Cl 10 (01) 10 (02) 10 (02) 03 (0) 33 (5)
cO 6 (0) 21 (05) 05 (02) 02 (0) 34(7)
IN 2 (0) 1(0) 14 (01) 08(01)  25(2)
MAT 2 (0) 8 (0) 15 (01) 05(02)  30(3)
MIB 3(0) 4 (02) 05 (01) 06(02)  18(5)
PHY 15 (0) 14 (02) 09 (03) 02 (0) 40 (5)
ST 7(1) 15 (01) 18 (05) 02 (0) 42(7)
Total 75 (5) 105 (29) 116 (31) 43 (10) 339 (75)
Soit un total de 339 (75) dont :
- Professeurs 75 (5)
- Maitres de Conférences 105 (29)
- Chargés de Cours 116 (31)
- Assistants 43 (10)
() = Nombre de Femmes 75
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[ RESUME

Le Curcuma possede d’énormes propriétés médicinales dues a la présence de curcumine

d’ou sa forte demande sur le marché international. Cependant, la production de Curcuma et de
curcumine demeure faible et peu connue au Cameroun. L’une des pistes pour maximiser cette
production est d’évaluer I’association Curcuma-endophytes. Ce travail a pour objectif de
déterminer 1’effet produit par les endophytes locaux sur la production de rhizomes, de curcumine
et sur la stimulation des activités antioxydantes et antimicrobiennes du Curcuma longa. Pour cela,
une culture de Curcuma a été réalisée sur 8 substrats différents. Au 3*™ mois de culture, les
endophytes piégés des racines de Curcuma ont été isolés sur différents milieux de culture.
L’isolement a été réalisé par la méthode des fragments aprés stérilisation de surface. Les
endophytes ont par la suite été caractérisés puis, les plus efficients ont été appliqués sur une autre
culture de Curcuma suivant un dispositif en blocs non randomises. Ceux-ci ont été confronter in
vitro a 4 pathogénes majeures des plantes ; les teneurs en curcumine et les marqueurs de
I’oxydation du Curcuma biofertilisé ont été déterminés par spectrophotométrie. Aprés 7 mois de
culture en pots sur 8 substrats (issus de 5 zones agroécologiques du Cameroun), la biomasse des
rhizomes obtenue varie de 5,0 a 11,44 g/plante respectivement pour les substrats de Douala et
Dschang. Les substrats les mieux adaptés a la production de rhizomes correspondent a ceux qui
ont une texture argileuse a limono-argilo-sableuse, moyennement a faiblement acide (pH 5,6 - 6,5)
et proche de la neutralité (pH 6,6). Biologiquement, ils montrent une sporulation de Champignons
Mycorhiziens Arbusculaires (CMA) moyenne a élevée (28-41spores/g) et une colonisation
racinaire des CMA moyenne a élevée (55%-78%). Prés de 105 isolats d’endophytes différents sont
obtenus dont 83 types de bactéries et 22 types de champignons. Ces endophytes tolérent le stress.
Sur la base de leur capacité a tolérer niveaux élevés de stress (15 % de NaCl ; 100 mM d’AI** et
pH 3) et de renfermer des propriétés favorisant la croissance des plantes, 23 endophytes ont été
sélectionneés. Ceux-ci améliorent la croissance du Curcuma et la production de rhizomes en
raccourcissant le cycle de 12 mois. En outre, 74% des isolats favorisent I’augmentation de la teneur
en curcumine comparés au témoin ; 84% présentent des effets antagonistes sur 4 agents pathogenes
majeurs des plantes : Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum, Pythium myriotylum et
Phytophthora megakarya. Egalement, on observe une stimulation significative de la production
des composés du métabolisme du soufre (glutathion, thiols totaux de 22% et 26%) et des
précurseurs de la vitamine A (caroténoides de 91%) par ces endophytes comparés au témoin. En
général, 1’association endophytes-Curcuma stimule fortement les activités antimicrobiennes et
antioxydantes ; et donc les propriétés fonctionnelles de cette épice.

Mots clés : Curcuma (Curcuma longa) ; curcumine ; endophytes ; antimicrobiens ; antioxydants

These rédigée par SONTSA-DONHOUNG Alain-Martial XV




[ ABSTRACT

Turmeric has enormous medicinal properties due to the presence of curcumin, hence its

high demand on the international market. However, the production of turmeric and curcumin in
Cameroon remains low and not well known. One of the ways to maximise this production is to
evaluate the association between turmeric and endophytes. The objective of this work is to
determine the effect of local endophytes on the production of rhizomes and curcumin and on the
stimulation of the antioxidant and antimicrobial activities of Curcuma longa. For this purpose,
turmeric was grown on 8 different substrates. At the 3" month of culture, endophytes trapped in
turmeric roots were isolated on different culture media. Isolation was performed by the fragment
method after surface sterilisation. Endophytes were then characterised, and the most efficient ones
were applied to another turmeric culture in a non-randomised block design. Endophytes were
tested in vitro against 4 major plant pathogens and the curcumin content and oxidation markers of
the biofertilised turmeric were determined by spectrophotometry. After 7 months of cultivation in
pots on 8 substrates (from 5 agro-ecological zones of Cameroon), the rhizome biomass obtained
ranged from 5.0 to 11.44 g/plant for the Douala and Dschang substrates respectively. The most
suitable substrates for rhizome production are those with a clayey to silty-sandy texture,
moderately to slightly acidic (pH 5.6 - 6.5) and close to neutral (pH 6.6). Biologically, they show
medium to high sporulation of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) (28-41 spores/g) and medium
to high root colonisation of AMF (55%-78%). About 105 different endophyte isolates were
obtained, including 83 types of bacteria and 22 types of fungi. These endophytes are stress tolerant.
Based on their ability to tolerate high levels of stress (15% NaCl; 100 mM AI** and pH 3) and to
contain plant growth promoting properties, 23 endophytes were selected. These improve turmeric
growth and rhizome production by shortening the cycle by 12 months. In addition, 74% of the
isolates increased curcumin content compared to the control; 84% showed antagonistic effects on
4 major plant pathogens: Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum, Pythium myriotylum and
Phytophthora megakarya. Also, a significant stimulation of the production of sulphur metabolism
compounds (glutathione, total thiols by 22% and 26%) and vitamin A precursors (carotenoids by
91%) was observed by these endophytes compared to the control. In general, the endophyte-
turmeric association strongly stimulates the antimicrobial and antioxidant activities; and thus the

functional properties of this spice.

Keywords: Turmeric (Curcuma longa); curcumin; endophytes; antimicrobials; antioxidants
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INTRODUCTION GENERALE

Pour la période 2020-2030, le Cameroun se donne pour objectif d’accroitre en quantité et
en qualité la production de produits agricoles afin d’assurer son autosuffisance alimentaire,
d’approvisionner la demande croissante des agro-industries nationales en matiéres premieres
agricoles et de conquérir les marchés internationaux (MINEPAT, 2020). En effet, I’agriculture
occupe une place de choix au Cameroun. C’est un secteur clé de 1’économie camerounaise qui lui
assure son autosuffisance alimentaire et des devises. Elle contribue pour 22,9% au PIB et
représente en 2013 environ 23 % des exportations totales du pays. Le secteur agricole est le premier
employeur avec 62% de la population active. La gamme des produits cultivés est trés diversifiée
et s’étend des cultures vivrieres (mil, sorgho, manioc, ignames) aux cultures d’exportation
(banane, ananas, café, cacao, huile de palme, coton) (Ministére de 1’agriculture, de
I’agroalimentaire et de La forét, 2015).

L’atteinte de cet objectif sus-jacent passe par une révolution agricole dont I’accent sera mis
sur les filieres prioritaires de développement agroindustriel notamment : le coton, le cacao-cafe,
I’huile de palme, le sucre, le caoutchouc, le riz, le mais, la banane-plantain, le poisson, le lait et la
viande. Elles feront I’objet de plans de développement spécifiques a moyen et longs termes, visant
a augmenter leurs productions, renforcer leurs compétitivités et développer en aval les chaines de

valeur grace notamment a I’implantation d’industries de transformation (MINEPAT, 2020).

Cependant, le Curcuma (Curcuma longa) qui est une plante économiquement rentable et
adaptée aux conditions climatiques du pays ne fait ni parti des politiques agricoles, ni des filiéres
prioritaires de développement agroindustriel choisies par le gouvernement.

Le Curcuma (Curcuma longa) est une plante vivace herbacée qui appartient a la famille
des Zingiberaceae et qui est originaire d'Asie du Sud, en particulier d'Inde et cultivée pour son
rhizome souterrain (Chirangi et al., 2004). En raison de ses activités biologiques, le Curcuma est
largement cultivé partout sous les tropiques notamment dans un climat chaud et humide sur des
sols meubles et friables, bien drainés, limoneux, argileux riches en matiéres organiques (Jansen et
al., 2005). Toutefois sa production commerciale est limitée a 1’Inde et a I’ Asie du Sud-Est (Jansen
et al., 2005). Les échanges mondiaux de Curcuma en 2010 représentent 133 millions de dollars
USD (Intracen, 2018). Selon statista (2021), le marché mondial de Curcuma devrait passer de 1,05
million de tonnes en 2017 a 1,7 million de tonnes en 2027. La poudre de rhizome du Curcuma est
constituée d’une fraction volatile (2-7% d’huiles essentielles) et une fraction non volatile (4 a 8%
de curcuminoides) qui représentent les composés actifs majeurs de la plante (Jayaprakasha et al.,

2005 ; Jansen et al., 2005 ; Aggarwal et al., 2007 ; Dohare et al., 2008 ;). Parmi les curcuminoides

e —
These rédigée par SONTSA-DONHOUNG Alain-Martial 1




on distingue principalement la curcumine (94%), la déméthoxycurcumine (6%) et la
bisdéméthoxycurcumine (0,3%) (Dohare et al., 2008 ; Harikrishna, 2013). La curcumine est tres
sollicitée sur le marché mondial qui devrait atteindre 94,3 millions de dollars d'ici a 2022 (Nabavi
et al., 2018). L'Amérique du Nord représente le plus grand marché pour la curcumine, suivie par
I'Europe et le marche de I'Asie-Pacifique (Nabavi et al., 2018). Le plus grand marché d’application
de la curcumine est celui des produits pharmaceutiques, en raison du large éventail de propriétés
biologiques associées a celle-ci (Darvesh et al., 2012). En Afrique centrale, particuliérement au
Cameroun, la production du Curcuma est encore faible et peu connue des agriculteurs. Celle-ci se
rencontre dans quelques localités du pays notamment Santchou dans la Menoua ; Melong dans le
Moungo ; Ntui dans le Mbam-et-Kim ; Bafia dans le Mbam-et-Inoubou ; Tibati dans le Djérem et
Ebolowa dans la Mvila (Enquéte socio-économique Sontsa-Donhoung, 2018-2019).

De plus, le MINADER ne dispose pas d’itinéraire technique de production de cette culture.
Sur le terrain, les producteurs ne disposent pas de méthodes culturales adaptées pour cette plante
et dés lors font face & de nombreuses difficultés dont les principales sont le temps de production ;
la pauvreté et la dégradation des sols (en majorité acides) ; mais également de nombreuses
maladies (Enquéte socio-économique Sontsa-Donhoung, 2018-2019). En effet, le Curcuma, étant
une espéce Zingiberaceae, a des problemes de maladies similaires a ceux du gingembre (Dohroo,
2005). Il'y a des maladies qui affectent les rhizomes, comme la pourriture du rhizome, qui tue la
plante, et celles qui affectent les pousses aériennes, comme la tache des feuilles et les taches
foliaires, qui entrainent une grave réduction du rendement. Ces maladies sont présentes dans toutes
les régions productrices de Curcuma, mais leur apparition et leur gravité varient beaucoup selon
la région et les conditions de culture (Dohroo, 2007). Parmi les maladies affectant le Curcuma, la
pourriture du rhizome et les maladies foliaires sont les plus graves (Dohroo, 2007).

Pour accroitre la production d’une part et d’autre part pour lutter contre ces maladies, de
nombreux producteurs utilisent les produits phytosanitaires (herbicides, fongicides, pesticides,
nématicides) a I’instar du ridomil, du carbendazim, de la bouillie bordelaise, du zineb, du
mancozeb (...) et des engrais chimiques dont les cofits ne cessent d’augmenter tels que le NPK,
I'urée, le P2Os le K20 (...) (TNAU, 2004 ; Behailu & Weyessa, 2019). L’utilisation abusive de
ces produits a des conséquences nefastes aussi bien pour les producteurs que pour les
consommateurs car ils sont cancérigenes. En outre, cette utilisation abusive favorise le
développement de résistance des plantes face a de nombreux traitements. C’est ainsi que ces
produits sont de plus en plus retirés des marchés pour des raisons de sécurité, ce qui exerce une
pression supplémentaire sur les agriculteurs qui se tournent de plus en plus vers Iusage des

biofertilisants.
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D’apres la définition retenue par I’EBIC (European Biostimulants Industry Council) un
biofertilisant est : « un matériel qui contient une (des) substance(s) et/ou microorganisme(s) dont
la fonction, quand ils sont appliqués aux plantes ou a la rhizosphere, est de stimuler les processus
naturels pour améliorer/avantager 1’absorption des nutriments, 1’efficience des nutriments, la
tolérance aux stress abiotiques et la qualité des cultures, indépendamment du contenu en
nutriments du biostimulant. » Cette approche inclut une large gamme de microorganismes comme
les endophytes. Nous pensons que les solutions établies sur 1’utilisation des endophytes comme
biofertilisant pour faire face a ces défis fourniront des approches alternatives et durables
susceptibles de contribuer a une meilleure gestion des espaces naturels.

L'utilisation des propriétés bénéfiques des microorganismes associés aux plantes est
importante pour : ’augmentation des rendements de production; la stimulation de 1’assimilation
des éléments nutritifs du sol ; agir comme agent de stress abiotique et activateur de la tolérance a
la sécheresse ; contréler les maladies des plantes ou les ravageurs ; ’adaptation des plantes aux
conditions de croissance appropriées ou pour les activités de reboisement (Nwaga et al., 2010;
Deshmukh et al., 2018). En effet, plusieurs essais ont été menés avec les champignons
mycorhiziens arbusculaires (CMA) au Cameroun sur diverses cultures tels que les céréales, les
Iégumineuses, les tubercules, les arbres fruitiers, les cultures de rente ou les cultures maraichéres
et ont montré que le rendement augmente apres inoculation de mycorhizes (Nwaga et al., 2000,
2010, 2013 ; Begoude et al., 2016 ; Hawaou, 2018).

Toutefois, les avantages des microorganismes locaux sont peu explorés et lorsque des
inoculants commerciaux sont utilisés, ils ne sont généralement pas adaptés aux conditions du
milieu et peuvent ne pas étre efficaces (Adesemoye & Egamberdieva, 2013). Dans I'ensemble, il
en résulte une faible production, ce qui souligne I'urgence de développer des pratiques de gestion
et des applications des biotechnologies qui peuvent améliorer la productivité des sols, réduire
I'érosion et améliorer la sécurité alimentaire (Adesemoye & Egamberdieva, 2013). En effet, divers
microorganismes tels que les endophytes sont utilisés par les plantes pour accroitre leurs
propriétés.

Trés peu d’études ont été réalisées, notamment sur la stimulation de la production de
curcumine par le Curcuma et la stimulation des activités biologiques de la plante a 1’aide des
endophytes. Face a la longue période d’attente nécessaire pour une production optimale (2 ans) de
curcumine rencontree par les agriculteurs et exportateurs au Cameroun, I’importance pratique et
économique de la production de Curcuma et la diversité d’endophytes dans les sols du Cameroun,
des études devraient étre intensifiées pour une meilleure compréhension.

Il'y a donc lieu de se poser la question principale suivante : les endophytes locaux peuvent-ils

stimuler la production de rhizomes, de curcumine et assurer la protection de Curcuma longa face
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aux stress ? L’hypothése qui en découle est : « les endophytes locaux stimulent la production de
rhizomes, de curcumine et les activités biologiques de Curcuma longa. »
Pour vérifier cette hypothese, nous nous sommes proposés comme objectif général de
déterminer 1’effet produit par les endophytes locaux sur la production de rhizomes, de curcumine
et sur la stimulation des activités antioxydantes et antimicrobiennes du Curcuma longa. De
maniére spécifique, ce travail consiste a :
¢+ déterminer le substrat le plus adapté a la production de Curcuma longa au Cameroun ;
¢ monter une collection d’isolats d’endophytes locaux d’aprés leurs caractérisations
physiologiques et biochimiques ;

¢ proposer un itinéraire technique pour 1’optimisation de la culture de Curcuma longa aprés
évaluation des performances des endophytes;

++ déterminer les activités antimicrobiennes des endophytes et antioxydantes (les marqueurs

de I’oxydation) des extraits de Curcuma longa.

La premiére partie de cette étude présentera une étude bibliographique sur les différents
concepts évoques. Elle résumera les connaissances sur les endophytes, le Curcuma longa et la
curcumine, les antioxydants et les antimicrobiens. La seconde partie appelée « Matériels et
Méthodes », mettra en exergue le cadre de I’étude, le matériel végétal et microbien étudié ainsi
que les méthodes suivies pour déterminer le substrat apte a la culture du Curcuma et encore les
techniques de biotechnologie qui nous permettent d’isoler et caractériser les endophytes. Nous
allons également donner un apercu sur les dispositifs expérimentaux utilisés durant ce travail de
recherche ainsi que les méthodes suivies pour réaliser les tests antimicrobiens afin de valoriser
I’activité biologique des endophytes étudiés. Une macération a froid a été réalisée pour obtenir des
extraits de Curcuma qui ont fait I’objet de dosage en utilisant le spectrophotométre afin de
déterminer leur teneur en curcumine et en marqueurs de 1’oxydation. Dans la troisiéme partie,
appelée « Résultats et Discussions », nous rapporterons les caractéristiques du substrat adapté pour
la culture du Curcuma ; la diversité des endophytes locaux isolés du Curcuma et leurs
caractéristiques ; 1’effet produit par les endophytes sur le Curcuma et encore les activites
antibactérienne et antifongique des endophytes et antioxydantes des extraits de Curcuma. Une
discussion bien détaillée de ces résultats sera établie en se basant sur la comparaison avec les

résultats cités dans la littérature.
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1.1. GENERALITES SUR LES ENDOPHYTES
1.1.1. Définition d’un organisme endophyte

Au sens littéraire, un endophyte est un organisme qui vit a I'intérieur d'une plante (du Grec
endon = dans, et phyton = plante). Des champignons et bactéries endophytes ont été retrouvés dans
pratiquement toutes les plantes étudiées rendant universelle la colonisation des plantes par les
endophytes, attestant d'un large spectre d'individus colonisés (Hyde & Soytong, 2008).

Le sens du terme « endophyte » a évolué depuis les premiéres descriptions de ces
organismes et continue encore d'évoluer. Cependant, la proposition majoritairement acceptée est
que les endophytes sont des microorganismes associés aux plantes qui colonisent et vivent une
partie de leur cycle de vie au sein (des tissus) d'une plante sans causer de dommages ni de maladies
(telles que lésions, retard de croissance, décoloration ou chlorose, etc.) chez leur hdte (Kumar et
al., 2016 ; Deshmukh et al., 2018).

Les endophytes vivant a I'intérieur des tissus végétaux sont transmis soit de génération en
génération par des graines, ce que I'on appelle la transmission verticale, soit peuvent étre obtenus
horizontalement depuis I'environnement, chaque nouvelle génération étant appelée transmission
horizontale (Frank et al., 2017). De facon spécifique, les endophytes sont, au sens large, tous les

microorganismes qui peuvent vivre a 1’intérieur des plantes (Hodkinson & Murphy, 2019).

1.1.2. Colonisation de la plante par les endophytes

La réussite des interactions endophyte-plante nécessite la colonisation d'une plante par
I’endophyte. Les champignons endophytes résident entiérement dans la plante. Ceux-Ci sont
représentés par 2 grands groupes, les Clavicipitaceae (C-endophytes) qui infectent certaines
Poaceae, et les non-Clavicipitaceae (NC-endophytes), qui peuvent étre retrouvés dans les tissus
des plantes non vasculaires, des Gymnospermes et des Angiospermes (Rodriguez et al., 2009). La
plupart des travaux a ce jour se sont concentrés sur les interactions C-endophytes-graminées, ou
ces associations d'endophyte sont limitées aux tissus végétaux et sont situées dans 1’espace
intercellulaire. En revanche, les NC-endophytes peuvent se développer autant dans les tissus
aériens que souterrains, ou ils peuvent se limiter aux tissus aériens ou aux racines (Rodriguez et
al., 2009). L'entrée des champignons endophytes dans les plantes peut se produire a travers des
plaies ou par les stomates, avec une bonne croissance dans les tissus méristématiques riches en
nutriments, mais moins dans les tissus matures (White et al., 1991).

Les infections des bactéries endophytes se produisent normalement par des plaies ouvertes
ou des cassures dans les tissus radiculaires ou par d'autres ouvertures naturelles dans les tissus

vegétaux (Bacon & Hinton, 2002). 1l a éte suggéré que I'endoglucanase et I'endopolygalacturonase
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produites par les bactéries etaient impliquées dans la dégradation localisée de la paroi cellulaire,
aidant a l'entrée bactérienne par les fissures au niveau des sites d'émergence des racines ou a
'extrémité des racines, ainsi qu’a leur mouvement a travers I'endoderme dans le xyléme (Compant
et al., 2005).

La colonisation des espaces intercellulaires par des endophytes fongiques et bactériens n'est
pas surprenante, car ces espaces sont des environnements riches en minéraux, contenant du
potassium, du calcium, du soufre, du phosphore et du chlore, de méme que de nombreux sucres et
métabolites non glucidiques, y compris divers acides aminés et acides organiques (Canny &
Huang, 1993).

1.1.3. Ecologie des endophytes

Ce n'est qu'au cours des dernieres décennies que les écologistes ont reconnu le potentiel
des endophytes, autres que les champignons mycorhiziens et les diazotrophes, a modifier la
croissance et la physiologie de 1’hdte, la biochimie interne, la reproduction et la dynamique des
populations. Dans la nature, et comme cela est également vrai pour le microbiome humain, les
endophytes existent dans des combinaisons fonctionnelles et comportementales dynamiques et
complexes. Une étude (Latz et al., 2018) a attiré I'attention sur les lacunes de nos connaissances
sur les interactions complexes entre la plante et I'endophyte et sur le rdle écologique des
endophytes dans la suppression des maladies. La présence d'un microbiome associé a des espéces
végétales particuliéres a été mise en évidence pour Brassicaceae sp. et pour la plante Brachiaria,
ce qui suggere que de nombreuses espéces d'endophytes concomitantes soient compatibles et
méme mutuellement bénéfiques dans le systeme végétal (Johnson et al., 2018).

Des espéces ou des souches d'endophytes particuliéres peuvent se comporter trés
difféeremment selon I'h6te et I'environnement environnant, ce qui inclut tout, des caractéristiques
physico-chimiques du sol aux autres organismes et microorganismes qui font partie de I'ensemble
du macro-systéme végétal étendu (Murphy et al., 2019). Diverses contributions confirment le
paradigme accepté selon lequel I'effet des endophytes sur les especes hotes est fondamentalement
corrélé avec I'environnement, le type de tissu, les génotypes et le microbiome (Deepthi & Ray,
2018).

D'autres aspects importants des effets des endophytes sur les plantes ont trait a I'absorption,
I'utilisation des nutriments et a I'activité de lutte biologique (Murphy et al., 2019).

1.1.4. Diversités des endophytes
Les microorganismes représentent la majeure partie de la diversité de la vie sur la planéte.

La biodiversité microbienne potentielle est plus élevée en comparaison a la diversité combinée des
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plantes, des vertébrés et des insectes (Yadav et al., 2020). Différents groupes de microorganismes
ont été rapportés pour leur association avec différentes plantes hotes sous forme d'épiphytes,
d'endophytes et de rhizosphériques (Yadav et al., 2020).

Rana et. al. (2020) ont signalés une grande diversité d’endophytes appartenant a 3

domaines :

- domaine des Archea ;

- domaine des Eubacteria, Régne des Bacteria. Les bactéries en qualité d'endophytes
constituent le groupe d'organismes le plus diversifié et le plus abondant sur terre. Ils
ont été signalés dans les embranchements Actinobacteria, Acidobacteria,
Bacteroidétes, Deinococcus, Firmicutes, Proteobacteria et Verrucomicrobia (Figure 1).
L’embranchement le plus dominant parmi les bactéries s'est avéré étre celui des
Protéobactéries, tandis que ceux des Acidobacteria, Bacteroidétes et Deinococcus-
thermus ont le moins de bactéries endophytes isolées (Figure 2);

- domaine des Euryarchaeota, Régne des champignons appartenant aux embranchements
Ascomycota, Basidiomycota et Mucoromycota, dans lesquels les Ascomycota sont les

plus dominants.

Bacteroidetes Mucoromycota
2.74% 0.36%
Basidiomycota
2.03%

Deinococcus-Thermus
0.36%

Actinobacteria
13.96%

Acidobacteria
0.36%

a-Proteobacteria
12.29%

B-Proteobacteria
5.97%

Proteobacteria
33%

Firmicutes
28.16%

y-Proteobacteria
13.37%

3-Proteobacteria
0.36%

Ascomycota
19.09%

Figure 1. Abondance des endophytes appartenant a divers embranchements (Rana et al., 2020)
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Figure 2. Arbre phylogenétique des bactéries (Bern & Goldberg, 2005)

1.1.5. Importance des endophytes en agriculture

Les endophytes sont importants sur le plan agricole, car ils peuvent favoriser la croissance
des plantes et améliorer la nutrition des plantes grace a la fixation de l'azote et a d'autres
mécanismes (Sun et al., 2008 ; Verma et al., 2015). Les endophytes peuvent augmenter les
rendements des cultures, éliminer les contaminants, inhiber les agents pathogenes et fixer I'azote
ou produire de nouvelles substances (Verma et al., 2015). Dans les relations endophytiques, les
microorganismes favorisant la croissance des plantes (MFCP) résident dans les espaces
apoplasmiques des plantes hotes. Il existe des preuves directes de I'existence d'endophytes dans
les espaces intercellulaires apoplasmiques du tissu parenchymateux et les vaisseaux du xyléme
(Glick, 2015).

La stimulation de la croissance par les endophytes peut étre une conséquence de : la
fixation de l'azote; la production de phytohormones; la lutte biologique contre les
phytopathogenes par la production d'agents antimicrobiens ; la production de sidérophores ; la
compétition pour les nutriments et I'induction de la résistance acquise de I'héte ; ou I'amélioration
de la biodisponibilité des minéraux (Sun et al., 2008 ; Verma et al., 2015). Plusieurs études ont

indiqué que la colonisation endophytique peut également entrainer une augmentation de la vigueur
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des plantes et conférer une tolérance aux stress biotiques et abiotiques, une meilleure tolérance a
la sécheresse et une meilleure utilisation du phosphore (Verma et al., 2015).

Les MFCP peuvent affecter la croissance des plantes directement ou indirectement. La
promotion directe de la croissance des plantes par les MFCP, pour la plupart, implique de fournir
a la plante un composé synthétisé par le microorganisme ou de faciliter I'absorption de certains
nutriments de I'environnement. La promotion indirecte de la croissance des plantes se produit
lorsque les MFCP diminuent ou préviennent les effets déléteres d'un ou plusieurs organismes
phytopathogeénes.

1.1.5.1. Activités directes de promotion de la croissance des plantes

Les endophytes exercent des effets bénéfiques sur les plantes. Ils peuvent améliorer la
croissance des plantes directement ou indirectement via plusieurs mécanismes. Les mécanismes
de croissance directe comprennent : la solubilisation de nutriments minéraux immobilisés tels que
le phosphore et le zinc ou la minéralisation de composés organiques du phosphore ; la fixation
d'azote atmosphérique ; la production de différents types de phytohormones (les auxines, les
cytokines) ; la séquestration du fer par les sidérophores ; I’oxydation du soufre ; la production

d'acide aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) désaminase (Van Loon, 2007).

+« La fixation biologique de I’azote

L'azote (N) est le nutriment le plus vital pour la croissance et la productivité des plantes.
Bien qu'il y ait environ 78 % d’N, dans I'atmospheére, il n'est pas disponible pour les plantes en
croissance. L’azote atmosphérique N, est converti en formes utilisables par les plantes par fixation
biologique (FBN). Celle-ci transforme l'azote en ammoniac (NHsz) par des rhizobia,
microorganismes fixant I'azote a I'aide d'un systéme enzymatique complexe connu sous le nom de
nitrogénase (Kim & Rees, 1994). En effet, la FBN représente approximativement les deux tiers de
I'azote fixé globalement, tandis que le reste de I'azote est synthétisé industriellement (Rubio &
Ludden, 2008). De plus, la FBN représente une alternative économiquement avantageuse et
écologiquement rationnelle face aux engrais chimiques (Verma et al., 2015).

La structure de la nitrogénase a été elucidée par Dean & Jacobson (1992) comme métallo
enzyme a deux composants consistant en (i) la dinitrogénase réductase qui est la proteine du fer et
(i1) la dinitrogénase qui a un cofacteur métallique. La dinitrogénase réductase fournit aux électrons
un pouvoir réducteur élevé tandis que la dinitrogénase utilise ces électrons pour réduire N, en
NHs. Sur la base du cofacteur métallique, trois systémes différents de fixation d’azote ont été
identifiés (a) Molybdéne-nitrogénase (b) Vanadium-nitrogénase et (c) Fer-nitrogénase (Bishop &

Jorerger, 1990). Structurellement, le systeme de fixation de N, varie selon les différents genres
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bactériens. La plus grande partie de la fixation biologique de I'azote est réalisée par I'activité de la
nitrogénase du molybdéne (Bishop & Jorerger, 1990). L’équation globale de cette fixation est la
suivante :
N, + 16ATP + 8H" + +8e~ —» 2NH; + H, + 16ADP + 16Pi
Dans les sols acides tropicaux tels que les sols ferrallitiques du Cameroun, la FBN est

fortement limitée par les oxydes d’aluminium et de fer (Ngo Nkot, 2009)

¢ Lasolubilisation du phosphore

Le phosphore (P), le deuxiéme nutriment important limitant la croissance des plantes aprés
I'azote, est abondamment disponible dans les sols sous forme organique et inorganique (Khan et
al., 2009). Malgré le grand réservoir de P, la quantité de formes disponibles pour les plantes est
généralement faible. Cette faible disponibilité du phosphore pour les plantes est due au fait que la
majorité du P du sol se trouve sous des formes insolubles. Alors que les plantes ne I'absorbent que
sous deux formes solubles, les ions monobasiques (H:POs) et dibasiques (H2PO4%)
(Bhattacharyya & Jha, 2012). Le P insoluble est présent sous forme de minéral inorganique tel que
I'apatite ou sous I'une des nombreuses formes organiques, notamment I'inositol phosphate (phytate
du sol), les phosphomonesters et les phosphotriesters (Glick, 2012).

Typiquement, la solubilisation du phosphore inorganique se produit suite a I'action d'acides
organiques de faible poids moléculaire qui sont synthétisés par divers microorganismes du sol
(Zandi et al., 2010). A l'inverse, la minéralisation du phosphore organique se produit par la
synthése d'une variété de phosphatases différentes, catalysant I'nydrolyse des esters phosphoriques
(Glick, 2012). Il est important de noter que la solubilisation et la minéralisation du phosphate
peuvent coexister dans la méme souche microbienne (Tao et al., 2008). L'utilisation des
microorganismes solubilisant le phosphore (MSP) dans les pratiques agricoles compenserait non
seulement le codt élevé de la fabrication des engrais phosphatés, mais mobiliserait également le
phosphore insoluble dans les engrais et les sols sur lesquels ils sont appliqués (Gurjot, 2016). Parmi
I'ensemble de la population microbienne du sol, les bactéries solubilisant les phosphores
représentent 1 a 50 %, tandis que les champignons solubilisant le phosphore ne représentent que
0,1 a0,5 % du potentiel de solubilisation du phosphore (Fankem et al., 2007 ; Mohammadi, 2012).

< La production de phytohormone
Les endophytes produisent des phytohormones qui améliorent la promotion de la
croissance des plantes et modifient la morphologie et la structure de la plante. lls aident a
I’amélioration de la croissance et a la protection des plantes non-légumineuses par la sécrétion
d'acide gibbeérellique, d’indole et éthylene (Babalola, 2010 ; Dutta et al., 2014).
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Les hormones végétales sont des régulateurs qui influencent la croissance et le
développement des plantes et I'acide 3-indole-3-acétique (IAA) est lI'une des auxines les plus
actives physiologiquement (Gurjot, 2016). L'IAA favorise la division, la différenciation et
I'extension des cellules végétales ; il stimule la germination des graines et des tubercules ;
augmente le taux de développement des racines et du xyleme, améliore I'initiation latérale, contréle
le taux de croissance végétative et la formation de racines adventives ; ainsi que la formation de
pigments et la biosynthése des métabolites ; il affecte la photosynthése et la résistance aux
conditions extrémes (Ahemad & Kibret, 2014).

% L’activite ACC désaminase

En général, I'éthylene est un métabolite essentiel pour la croissance et le développement
normal des plantes (Khalid et al., 2006). Cette hormone de croissance végétale est produite de
maniere endogéne par approximativement toutes les plantes et est également produite par
différents processus biotiques et abiotiques dans les sols et est importante pour induire de multiples
changements physiologiques chez les plantes. En plus d'étre un régulateur de croissance des
plantes, I'éthyléne a de plus été établi comme une hormone de stress (Saleem et al., 2007). Dans
des conditions de stress telles que celles générées par la salinité, la sécheresse, les métaux lourds
et la pathogénicité, le niveau endogene d'éthylene est considérablement augmenté, ce qui affecte
négativement la croissance globale des plantes.

Par exemple, la forte concentration d'éthyléne induit une défoliation et d'autres processus
cellulaires pouvant entrainer une baisse des performances des cultures (Saleem et al., 2007 ;
Bhattacharyya & Jha, 2012). Les endophytes qui possédent I'enzyme ACC désaminase, facilitent
la croissance et le développement des plantes en diminuant les niveaux d'éthyléne, induisant la
tolérance au sel et réduisant le stress hydrique chez les plantes (Zahir et al., 2008). Ces derniers
absorbent I’ACC, précurseur de 1’éthyléne et le convertissent en 2-oxobutanoate et NH3 (Arshad
et al., 2007).

1.1.5.2. Activités indirectes de promotion de la croissance des plantes

Le mécanisme indirect de la croissance des plantes se produit lorsque les microorganismes
atténuent ou préviennent les effets néfastes des agents pathogénes sur les plantes en produisant des
substances inhibitrices ou en induisant la résistance naturelle de I'hdte. Les mécanismes indirects
de croissance des plantes comprennent : I'antibiose ; la production de sidérophores ; la résistance
systémique induite (RSI) ; la concurrence pour des ressources limitées ; la production de cyanure

d'’hydrogéne (HCN); la production d’ammoniac (NH3), la production d'une large gamme
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d'enzymes dégradant la paroi cellulaire (3-1, 3-glucanase, chitinases, lipases, protéases...) (Glick
et al., 2007).

+ La production d’antibiotiques et d’enzymes lytiques

La production d'antibiotiques est considérée comme I'un des mécanismes de biocontréle
les plus puissants et est de mieux en mieux comprise au cours des deux derniéres décennies (Gupta
et al., 2015). Des variétés d'antibiotiques ont été identifiés, y compris des composeés tels que
I'amphisine, I'comycine A, la phénazine, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine, la tensine, la tropolone
et les lipopeptides cycliques produits par les Pseudomonas et I'oligomycine A, la kanosamine, la
zwittermicine A et le xanthobaccin produit par Bacillus, Streptomyces et Stenotrophomonas sp.
pour empécher la prolifération d'agents pathogénes des plantes.

L'amélioration de la croissance par l'activité enzymatique est un autre mécanisme utilisé
par les MFCP. Ils peuvent produire certaines enzymes telles que les chitinases, déshydrogénase,
B-glucanase, lipase, phosphatase, protéase, etc., et présenter une activité hyperparasitaire,
attaquant les agents pathogénes en produisant des hydrolases de la paroi cellulaire. Des études ont
montré que la production d'enzymes de dégradation de la paroi cellulaire telles que cellulase,
phosphatase ou pectinase par les MFCP était importante pour faciliter I'entrée des bactéries dans
les espaces intercellulaires (Etesami et al., 2013).

Gréce a ces activités enzymatiques, les MFCP jouent un role tres important dans la
promotion de la croissance de celles-ci, notamment pour les protéger des stress biotiques et

abiotiques.

% La production de sidérophore
Dans les sols anaérobies et acides, de fortes concentrations d'ions ferreux (Fe?*) générées
par la réduction d’oxydes de fer (Fe**) dans les sols inondés entrainent une toxicité ferreuse due a
une absorption excessive de fer. Il a également ét¢ démontré que ’exces de fer inhibait la
croissance des plantes et entrainait une diminution de la productivité (Gurjot, 2016).
La production des sidérophores par les microorganismes rhizosphériques stimule la croissance des
plantes soit en améliorant la nutrition en Fe des plantes, soit en rendant le Fe indisponible pour les

phytopathogénes, protégeant ainsi les plantes des agents pathogénes (Souza et al., 2013).

¢ La production de cyanure d’hydrogene (HCN) et d’ammoniac (NH3)
Le HCN est couramment utilisé comme agent de lutte biologique dans le systéeme agricole
sur le principe d'une toxicité significative contre les phytopathogénes ; il est aussi utilisé dans la
chélation des ions métalliques ainsi qu'indirectement impliqué dans la mise a disposition du

phosphate (Rijavec & Lapanje, 2016). La production et la synthése de HCN par les MFCP sont
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indépendantes de leur genre, et leur impact suggere leur possibilité d'étre utilisé comme engrais
biologique ou comme biocontrdle pour améliorer la production des plantes (Rijavec & Lapanje,
2016). De nombreux auteurs ont signalé la capacité des MFCP a produire du HCN et son utilisation
comme biofertilisant dans la promotion de la croissance et I'amélioration du rendement (Rijavec
& Lapanje, 2016 ; Kumar et al., 2016).

Outre le HCN, la production de NH; est un autre trait des MFCP qui a un role de
signalisation entre les interactions entre les plantes et les microorganismes (Ahemad & Khan,
2010). L’ammoniac produit peut-étre absorbé par les plantes comme source d'azote et favoriser
ainsi 1'élongation des racines, des pousses, I’augmentation de leur biomasse et par conséquent la
croissance des plantes ou de maniére indirecte comme agent de lutte biologique dans le systeme
agricole sur le fondement d'une toxicité contre les phytopathogénes (Deepa et al., 2010 ; Marques
et al., 2010 ; Kumar et al., 2016). Ces différentes interactions endophytes-plantes et leurs

caractéristiques sont présentées dans la figure 3 (Suman et al., 2016) ci-apres :
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Figure 3. Diagramme schematique des différentes interactions endophytes-plantes et leurs

applications (Suman et al., 2016)
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1.1.6. Diversité des endophytes associés a la famille des Zingibéraceae

Les endophytes associés a la famille des Zingiberaceae ont été isolés grace a différentes
parties (les segments de feuille et de la nervure médiane ; le méristeme ; les racines ; la tige ; le
limbe de la feuille et le pétiole). Ils sont généralement isolés par stérilisation de surface suivie
d'une culture a partir d'extrait de tissus broyés ou par culture de tissus végétaux sur des milieux
appropriés (Hata & Sone, 2008). L'identification des endophytes a été effectuée en fonction de
caractéristiques morphologiques corroborées par des essais biochimiques. Les techniques
biologiques moléculaires modernes ont également été explorées pour I'identification des
microorganismes ainsi que leurs relations phylogénétiques. Les endophytes associés aux

Zingiberaceae sont trés diversifiés (figure 4).

\ntimicrobial
compound synthesis €1
Biotransformatica
of Heavy mfal ﬂ

| F Phosphate, Nitrogen, o *U

Potassiam

_ Sucrose converted to

Hexase

Secondary metabolites mumfliis

| ROS

Fungal cell
Bacterial cell

Figure 4. Représentation schématique des impacts bénéfiques de différents endophytes associés a
la famille des Zingiberaceae (Chakraborty et al., 2019)

Le rhizome de Curcuma longa sous terre favorise la croissance de diverses communautés
microbiennes ou endophytes, qui modulent la croissance des plantes par la synthése de substances
biochimiques et de métabolites secondaires (Kumar et al., 2016).
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Les champignons endophytes dominants isolés avec succeés des Zingiberaceae proviennent
des Ascomyceétes, puis des Basidiomycétes, Zygomycetes et Deuteromycetes (Hartanti, 2015). Les
Ascomyceétes les plus souvent isolés sont Aspergillus spp. Fusarium spp. Penicillium spp.
Colletotrichum spp. Acremonium spp. Trichoderma spp. (Hapsari et al., 2014).

Diverses bactéries endophytes (Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus sp.,
Bacillus pumilis, Pseudomonas putida, Clavibacter michiganensis, Stenotrophomonas
maltophilia, Bacillus safensis, Brevibacterium halotolerans) ont été isolées du rhizome de
Curcuma longa (Kumar et al., 2016 ; Septiana et al., 2017 ; Deshmukh et al., 2018), ils hébergent
des caractéres favorisant la croissance des plantes de degré variable pour répondre aux besoins de
I'note.

1.2. GENERALITES SUR LE CURCUMA ET LA CURCUMINE
1.2.1. Etymologie et historique
1.2.1.1. Etymologie

Le terme Curcuma est d’origine irano-indienne. Il dérive du sanscrit kartouma qui a donné
kurkum en persan ancien, kourkoum en arabe et Curcuma en latin (Delaveau, 1987). C’est sous
cette dernieére forme qu’il est passé dans les langues européennes, le « ¢ » se transformant parfois
en « k » dans les langues germaniques, a I’exception de I’anglais qui le désigne sous le nom de
turmeric. C'est d’ailleurs la langue anglaise qui a conservé l'origine de son appellation en latin

médiéval, terra merita (terre mérite) par le mot "turmeric".

1.2.1.2. Historique

C’est une épice qui fait I'objet d'échanges commerciaux depuis des millénaires dont on ne
peut déterminer avec certitude son origine.

Le curcuma (Curcuma longa) est originaire du sud de I'Asie. Il est largement cultivé en
Inde mais aussi, a un moindre degré, en Chine, a Taiwan, au Japon, en Birmanie, en Indonésie et
en (Lepoivre, 2003). Cette plante est décrite et utilisée depuis au moins 4000 ans dans le systeme
médical populaire traditionnel indien ou elle se nomme Haridra en ancien Sanskrit. Elle était, et
est toujours, une des pieces centrales de la médecine Ayurvédique, considérée comme symbole de
prospérité et de bonne santé. Elle a aussi une longue tradition dans la médecine chinoise. Outre
ses propriétés médicinales, on l'utilisait (et on I'utilise toujours) a la fois pour son odeur, sa couleur
jaune orangé comme colorant alimentaire et textile, et sa flaveur en tant qu'épice alimentaire au
godt legérement apre et amer, poivré et aromatique. Des propriétés de conservation des aliments
lui sont également attribuées (Aggarwal et al., 2007). En Europe, les moines font mention de la

plante, introduite par les navigateurs, dans leurs écrits des le 6° siecle. Elle est connue en Chine
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depuis le 7¢ siécle, en Afrique de I'Est depuis le 8° siecle, en Afrique de I'Ouest depuis le 13° siécle.
C’est une plante ramenée en Europe en 1298 par Marco Polo qui le découvre en Chine et par les

arabes aul3®siécle (Delaveau, 1987)

1.2.2. Classification systématique et description du Curcuma longa
1.2.2.1. Classification systématique

La classification phylogénétique du curcuma selon Roskov et al. (2021) est la suivante :

Domaine : Eukaryota

Régne : Plantae
- Embranchement : Tracheophyta
- Classe : Liliopsida
- Ordre : Scitaminales ou Zingibérales
- Famille des Zingiberaceae
- Genre : Curcuma
- Espéce : Curcuma longa L.

Le genre Curcuma comprend une quarantaine d’espéces a 110 selon les sources,
originellement répandues dans les régions d’Asie tropicale et d’Australie septentrionale, aux
précipitations trés saisonniéres (Zakaria, 2012). Il regroupe de nombreuses especes ornementales,
tandis que d’autres se sont démarquées par 1’utilisation de leur rhizome, aux propriétés culinaires
et médicinales. Parmi ces especes, Curcuma longa est de loin la plus utilisée et par conséquent la
plus étudiée, mais on retrouve également Curcuma xanthorriza dit temoe lawak et la zédoaire,
décrite sous le nom de Curcuma zedoaria Roscoe ou Curcuma zerumbet Roxburgh (Delaveau,
1987).

1.2.2.2. Description du Curcuma longa
Le Curcuma longa est une plante herbacée touffue, haute de moins d’un metre. 1l est

représenté sur la figure 5 suivante :
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Figure 5. Aspect général du Curcuma longa. (a) Schémas (b) Photographie de la plante (c)

Rhizomes primaires et secondaires obtenus apres 8 mois (Jourdan, 2015)

Le rhizome peut étre simplement ovoide ou garni de ramifications plus ou moins longues
et nombreuses. Les feuilles sont pétiolées, de forme lancéolée, oblongue ou ovale, de couleur vert
vif a vert profond sur le dessus, généralement plus pale sur le dessous (Zakaria, 2012). Elles
naissent a partir du rhizome, sont alternes et distiques, présentent un pétiole engainant, portant un
limbe penninervé, oblong-lancéolé, long d’une cinquantaine de centimetres, glabre sur les deux
faces (Ravindran et al., 2007). Ces feuilles dépérissent majoritairement pendant la saison séche
tropicale et laissent apparaitre les tiges florales au sommet desquelles les fleurs sont arrangées en
un court épi, formé par les bractées fusionnées entre elles sur les cotés. Les bractées du bas de

I’inflorescence sont fertiles, peu colorées, souvent vertes, et plus largement soudées entre elles,
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formant de petites poches abritant les fleurs (Zakaria, 2012). Les bractées supérieures sont plus
grandes et longues, et plus vivement colorées.

Le rhizome est écailleux, charnu, comportant un tubercule primaire ellipsoide d’environ 5
cmx2,5 cm, présentant a maturité de nombreux rhizomes latéraux découpés en forme de doigts
d’un diamétre voisin du centimeétre. La surface externe est gris-jaune et porte la cicatrice des
racines. La cassure est franche et finement granuleuse, non fibreuse, variant du jaune a 1’orange
sombre (Zakaria, 2012).

Le fruit du curcuma est une capsule globuleuse, mais il n’est pas produit chez I’espéce

Curcuma longa, plante stérile répandue par division de son rhizome (Zakaria, 2012).

1.2.2.3. Production et commerce international

Actuellement, I’Inde est le plus gros producteur, avec 400 000 tonnes soit 70 a 75% de
production mondiale sur 150 000 hectares de plantations et domine le commerce international qui
est estimé a 20 000 tonnes par an (Lamouche, 2011). En 2009, la récolte de Curcuma frais indien
a été évaluée a 336 000 tonnes (Lamouche, 2011). Cette production est principalement destinée au
marché intérieur puisque la consommation nationale annuelle est estimée a 300 000 t, c'est-a-dire
environ 89 % de la production indienne. Or, la faible proportion de Curcuma indien exportée
représente tout de méme 69,7 % des exportations mondiales de Curcuma en 2009 (Intracen, 2018).

On compte parmi les autres producteurs d’Asie, le Bengladesh, le Pakistan, le Sri Lanka,
Taiwan, la Chine, le Myanmar et I’Indonésie (Hombourger, 2010). Les échanges mondiaux de
Curcuma en 2010 représentent 133 millions de dollars USD avec une évolution positive de 87%
en comparaison avec 2009 (Intracen, 2018). Ainsi, le Curcuma fait partie des épices ou la demande
sur le marché international est exponentielle. En effet, il bénéficie d’une forte demande sur les
marchés de produits naturels que ce soit comme colorant, épice ou médicament. Ces échanges sont
a destination d’une multitude de pays comme le montre la figure 6 ci-dessous ; Effectivement, la
Malaisie, premier pays importateur de Curcuma en 2010 avec 10,6% des importations mondiales,
est suivie de pres par le Japon et les USA avec respectivement une part de 10,1% et de 10% dans
les importations mondiales (Intracen, 2018).

On peut en déduire que le marché du Curcuma est internationalisé et il n’y a pas

d’accaparement de la production par un pays importateur dominant.
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Figure 6. Part des importations mondiales du Curcuma longa en 2010 (%) (Intracen, 2018)

1.2.3. Culture du Curcuma longa
1.2.3.1. Croissance, développement, récolte et rendement

Deux & quatre semaines apreés la mise en terre de la culture, la germination des plants est
achevée ; apres quoi intervient une période de croissance végétative active. La floraison et le
développement des rhizomes débutent environ cing mois apres la plantation.

La période de croissance végeétative se déroule 7 a 10 mois apres la germination des plants.
Une fois cette période passee, les feuilles jaunissent et la récolte est préte a étre arrachée. Le
rendement moyen observé en rhizome frais est de 17-23 t/ha si la culture est irriguée et de 6,5-9
t/ha en culture pluviale (Cardon, 2005). Cependant, ces rendements varient en fonction du cultivar,
des conditions pédoclimatiques, de la conduite de 1’exploitation, de la période de récolte, etc.

(Cardon, 2005).

1.2.3.2. Ecologie

Le Curcuma demande un climat humide et chaud. Il peut étre cultivé dans la plupart des
régions tropicales et subtropicales pourvu que les précipitations soient suffisantes (1000-2000 mm)
ou que I'on puisse irriguer. Des précipitations de 1200 a 1400 mm bien réparties sur 100 a 120
jours sont idéales. La culture a été étendue a des régions ou les précipitations dépassent 2000 mm
(Jansen et al., 2005). Le curcuma est cultivé jusqu'a 1200 m d'altitude sur les contreforts de
I'Himalaya mais il pousse mieux a des altitudes comprises entre 450 et 900 m (Jansen et al., 2005).
La culture se fait sans irrigation, la ou les précipitations sont bimodales et abondantes et avec
irrigation dans les plaines ou les précipitations sont faibles et unimodales (Sarma et al., 2003,
Pradhan et al., 2003). Les températures optimales sont de 30 a 35°C pendant le démarrage, de 25
a 30°C pendant le tallage, de 20 a 25°C pendant l'initiation des rhizomes et de 18 a 20°C pendant

leur développement (Jansen et al., 2005).
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Le Curcuma se developpe bien sur les sols meubles et friables, bien drainés, limoneux ou
alluviaux et argileux riches en matiéres organiques. Les sols grossiers ou lourds empéchent le
développement des rhizomes. La culture est sensible aux sols salins et a l'irrigation avec de I'eau
saline. Elle pousse dans des sols dont le pH est compris entre 5 et 7,5 (Nybe et al., 2003 ; Sarma
et al., 2003, Pradhan et al., 2003 ; Jansen et al., 2005). Il ne supporte pas l'asphyxie racinaire ou
les sols alcalins (Jansen et al., 2005). Affectionnant I'ombre, il vient bien & mi-ombre et peut étre
cultivé sous des arbres fruitiers (Jansen et al., 2005). Les rhizomes sont plantés a une profondeur
comprise entre 8 et 12 cm (Ishimine et al., 2003).

De nombreux auteurs ont montrés que le Curcuma nécessite de grands apports en
nutriments qui varient en fonction du cultivar, des conditions agroécologiques et des pratiques
culturales. TNAU (2004) en Inde recommande 1’application de 200-300 kg d’N/ha ; 125-150 kg
de P,Os/ha et 100-150 kg de K.O/ha en 3 doses. En Ethiopie Behailu & Weyessa (2019)
recommande 1’application de 115 kg d’N/ha. Sa croissance nécessite également la présence de

micronutriments tels que le Mg, le Fe, le Zn et le bore (TNAU, 2004).

1.2.3.3. Multiplication et plantation

La multiplication se fait de facon végétative par les rhizomes. On utilise généralement des
rhizomes meéres, entiers ou coupés en morceaux, et des rhizomes filles (les doigts). En qualité de
matériel de reproduction, les rhizomes méres sont meilleurs que les filles.

Néanmoins, il a aussi été établi que des rhizomes filles de grande taille germaient mieux et
avaient des rendements supérieurs aux rhizomes meres. Les doigts se stockent plus facilement,
tolerent mieux les sols humides et peuvent étre plantés a une densité inférieure (Jansen et al.,
2005).

Il faut entreposer les rhizomes deux a trois mois entre la récolte et la plantation. Pour cela,
on les étale en couche fine sous une couverture de feuilles de Curcuma ou bien on les entrepose
en tas sous une couche de paille et de terre (Jansen et al., 2005).

Le champ doit étre bien préparé par labour ou béchage, en retournant la terre jusqu'a
environ 30 cm de profondeur, afin d'obtenir une bonne couche arable. D'importantes quantités
d'engrais organique (fumier de ferme, tourteau d'oléagineux, feuilles vertes) sont généralement
appliquées. L'optimum serait d'approximativement 25 t/ha de fumier ou de compost (Jansen et al.,
2005).

Il'y a en général deux fagons de planter : & plat ou sur billons. La culture a plat est
normalement meilleure, mais aux endroits trop ou pas assez humides, la culture sur billons s'avere
supérieure, car elle facilite le drainage et I'irrigation. Les billons doivent avoir 20 a 25 cm de haut
et 45 a 50 cm de large et les rhizomes doivent étre plantés a une distance de 30 a 40 cm. Le meilleur
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espacement en culture a plat est de 25 cm x 25 cm. Toutefois, de bons résultats ont été obtenus
avec des espacements de 30 cm x 15 cm ou de 15 cm x 15 cm. S’il est en culture associée,

I'espacement est ajusté en conséquence (Jansen et al., 2005).

1.2.3.4. Maladies et ravageurs

La maladie des taches foliaires, ainsi que la pourriture du rhizome sont les principales
maladies du Curcuma rencontrées sous les tropiques et en Inde.

La maladie des taches foliaires, provoquée par le champignon Taphrina malucans, se
caractérise par I'apparition de taches sur les deux cétés des feuilles, de 1 a 2 mm de diamétre, qui
fusionnent largement ; Les feuilles infectées se tordent, prennent un aspect brun rougeétre et ne
tardent pas a jaunir (Jansen et al., 2005). On peut lutter raisonnablement contre cette maladie en
appliquant des fongicides comme la bouillie bordelaise ou le zinebe. 1l existe des cultivars résistant
a cette maladie (Jansen et al., 2005). Une autre maladie des taches foliaires est causée par le
champignon Colletotrichum capsici, qui provoque des taches de taille variable, pouvant atteindre
4 a5 cm x 3 cm, qui envahissent souvent presque toute la feuille, laquelle finit par se dessécher ;
En cas d'infestation trés grave, la plupart des feuilles se desséchent et prennent un aspect roussi,
ce qui se traduit par une perte de rendement supérieure a 50% (Jansen et al., 2005).

De nombreux auteurs ont montré que la pourriture du rhizome est principalement
provoquée par 1’oomycéte Pythium aphanidermatum (Sharma et al., 2010 ; Sarathi et al., 2014).
Celle-ci entraine un desséchement progressif des feuilles sur les plantes contaminées. La base des
pousses aériennes montre de molles Iésions imbibées d'eau. La maladie progressant, I'infection se
transmet progressivement aux rhizomes, qui commencent a pourrir et a devenir mous. D'orange
vif, les rhizomes deviennent marrons. La maladie peut se limiter a quelques plantes isolées, ou
bien s'étendre en plages dans le champ. En cas d'attaque grave, le rendement est sérieusement
limité. En outre, cette maladie est également causée par d’autres microorganismes a savoir :
Rhizoctonia, Pythium myriotylum, Fusarium oxysporum et Pseudomonas (Sharma et al., 2010).

L'une des méthodes efficaces pour en venir a bout est d'éliminer les plantes infectées et de
les brdler. Pour les cas sérieux, il est judicieux de désinfecter le sol avec un fongicide. Traiter le
matériel de plantation au fongicide permet de prévenir la maladie (Jansen et al., 2005).

Parmi les ravageurs du Curcuma, on trouve les foreurs des pousses, les insectes mangeurs
de feuilles, les insectes suceurs et les nématodes (Jansen et al., 2005). En Afrique et dans le
Pacifique du sud, la cochenille Aspidiella hartii est un insecte suceur qui détruit les rhizomes
encore au champ ; Elle se multiplie par ailleurs sur les rhizomes frais stockés pour la plantation.

Les rhizomes finissent par se dessecher. Parmi les nématodes répertoriés s‘attaquant au Curcuma
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figurent le nématode a galles (Meloidogyne incognita) et le nématode foreur des racines

(Radopholus similis) (Jansen et al., 2005).

1.2.3.5. Importance du Curcuma longa

Etant en méme temps une épice, une plante médicinale et un colorant, le Curcuma est un
produit d’intérét pour les industries agroalimentaires, textiles, cosmétiques et pharmaceutiques. Le
principal usage de celui-ci est alimentaire dans le role d’une épice ou il est utilisé sous forme de
poudre ; C’est un ingrédient largement utilisé dans différentes cuisines dans le monde telles que
les cuisines asiatiques et créoles (Lamouche, 2011). L’industrie agroalimentaire emploie
largement de la curcumine concentrée comme colorant alimentaire naturel nommé, E100 (Kamble
& Soni, 2009).

Il sert aussi de colorant pour les textiles et est reconnu comme une couleur étant captable
de teindre le coton sans mordant ; Des recettes datant ainsi des Assyriens (600 ans av. JC.) ont été
retrouvées, mentionnant l'utilisation du Curcuma comme colorant et qu’il est traditionnellement
utilisé pour confectionner les tissus de Madras (Lamouche, 2011).

Enfin, de manicre ancestrale, il fait partie d’un des principaux médicaments de la médecine
Ayurvédique, médecine traditionnelle Indienne et est utilisé de fagcon récurrente comme composant
de masque traditionnel de beauté a travers le monde (Lamouche, 2011). Le principe actif qui
confére au Curcuma de nombreuses propriétés bienfaisantes est la curcumine. Des recherches sur
cette molécule ont débuté depuis les années 1970 et se multiplient ces dernieres années dans le
monde entier. On attribue aujourd’hui au Curcuma de multiples propriétés bénéfiques pour la santé
comme étant un antioxydant, antiinflammatoire et anticancérigene (Lamouche, 2011). La
communication des résultats de ces études a induit une forte popularité auprés d’un public surtout
européen/occidental toujours en quéte de solutions pour palier a ces pathologies. Ainsi, les
industries pharmaceutiques développent de plus en plus de produits a base de Curcuma afin de

trouver des compositions de « produit miracle » satisfaisant ce public (Lamouche, 2011).

1.2.3.6. Composition nutritive

Pour 100 g de partie comestible, la poudre de Curcuma contient approximativement : 11,4
g d’eau ; 1481 kJ (354 kcal) d’énergie ; 7,8 g protéines ; 9,9 g de lipides ; 64,9 g de glucides ; 21,1
g de fibres alimentaires ; 183 mg de Ca ; 193 mg de Mg ; 268 mg de P ; 41,4 mg de Fe et 4,4 mg
de Zn (Hombourger, 2010). Le rhizome du Curcuma longa est la partie du végétal qui regroupe la
grande majorité des molécules d’intérét (Savina, 2014).

La curcumine a été isolée pour la premiére fois en 1815 et sa structure chimique a été

déterminée par Roughley et Whiting en 1973. Elle a un point de fusion de 176-177°C ; et est
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soluble dans I'éthanol, 1’acétone, l'acide acétique et le chloroforme (Kumar et al., 2011). Elle

présente différentes sources illustrées par la figure 7 ci-apres :

Curcuma zedoaria Etlingera elatior

(White turmeric,
(Torch ginger, eka,
Zedoary root) opuhi, pua vao)

Curcuma mangga Curcuma xanthorrhiza Costus speciosus Zingiber cassumunar

(Mango ginger) (Temu Lawak, Ubat Jamu, (Cane Reed, Crepe ginger, (Cassumunar ginger)
Ubat maaju) Wild ginger, Keokand)

Figure 7. Quelques especes de Curcuma sources de curcumines (Aggarwal et al., 2007)

La curcumine est d’un intérét capital, en santé publique, pour ses propriétés anti-
inflammatoires, anti-cancéreuses, antivirales, antifongiques et antibactériennes (Thangapazham et
al., 2013). En outre, de nombreuses études ont démontré que 1’action de ce composé actif met en
jeu des processus de régulation impliquant des facteurs de transcriptions, des facteurs de
croissance, des cytokines inflammatoires, des protéines kinases et autres enzymes biologiques
(Thangapazham et al., 2013).

1.2.4. Huiles essentielles du Curcuma

Par distillation a la vapeur d’eau, les rhizomes produisent 2 a 7% d'huile essentielle, qui est
rouge orangé et légérement fluorescente. Ses constituants principaux sont un sesquiterpene, le
zingibéréne (25%) et ses dérivés cétoniques : la turmérone (35%) et I'ar-turmérone
(déhydroturmérone) (12%) (Jansen et al., 2005) (Figure 8).
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L'huile essentielle de Curcuma se compose également en petites quantités de monoterpenes

0Xygénés, associés a de petites quantités de sesquiterpenes hydrocarbonés et de monoterpenes

hydrocarbonés. La contribution relative de chaque composant a I'ardme et a la flaveur est mal

connue. L'aréme de I'huile essentielle distillée a la vapeur est différent de celui de I'épice, ce qui

serait dd, pense-t-on, a la formation d'artefacts lors de la distillation (Jansen et al., 2005).

ar-iurmerone

Curlone

“CHs

“SCH,

O, =-CH,

e il “CHa

a-turmerone B-turmerone

OH

Zingibherene Curcumene

Figure 8. Structure chimique des principaux constituants de 1’huile essentielle de Curcuma

(Dohare et al., 2008)

1.2.5. La curcumine

L'extraction du rhizome de Curcuma longa a I'aide de solvants (Ethanol, méthanol, acétone,

éthyl acétate...) permet d’obtenir les curcuminoides qui sont des composés phénoliques. Ils

comprennent principalement

la curcumine (95%) (diferuloyl méthane), la déméthoxycurcumine et

la bisdéméthoxycurcumine (5%) (Amalraj et al., 2017). Le Curcuma est compose de 3 a 8% de

curcumine (Aggarwal et al.,

2007). La curcumine est I’'une des fractions les plus importantes

responsables des activités biologiques du Curcuma. La figure 9 suivante présente les structures

chimiques des curcuminoides.
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Curcumin- ITL
Figure 9. Structures chimiques des curcuminoides. Curcumin (Curcumin-1), demthoxycurcumin

(Curcumin-11) et bisdemethoxycurcumin (Curcumin-I11) (Kumar et al., 2011)

Le broyage du rhizome de Curcuma longa fournit donc une fraction volatile et une fraction
non volatile de composition chimique bien distincte (Jayaprakasha et al., 2005).
Tableau I. Composés actifs du broyat de Curcuma longa (Jayaprakasha et al., 2005 ; Dohare et
al., 2008)

Fraction volatile Fraction non volatile
Curlone Composes phénoliques
a-Turmérone Curcuminoides :
S-Turmérone -Curcumine
Ar-Turmérone - Bisdéméthoxycurcumine
Zingiberene -Démeéthoxycurcumine
curcumene

1.2.5.1. Propriétés chimiques de la curcumine

La curcumine [1,7-bis-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)  -hepta-1,6-diene-3,5-dione,
(C21H200e), est un composé polyphénolique hydrophobe isolé du rhizome de Curcuma longa
(Nabavi et al., 2014).

Selon la Nutraceutica Bioavailability Classification Scheme (NuBACS), la curcumine
présente une bioaccessibilité médiocre en raison de sa faible solubilité dans les liquides gastro-
intestinaux et de sa faible stabilité au pH alcalin et a I’oxygéne. La curcumine existe généralement
sous la forme céto dans des conditions neutres et acides et dans la phase solide, a cause de son
fragment dicétone (Nabavi et al., 2018). La solubilité de la curcumine est en réalité assez faible
dans l'eau a pH acide et posséde une faible stabilité a pH 7. En outre, la curcumine a une
biodisponibilité limitée. En effet, son absorption intestinale et son métabolisme rapide entrainent
une glucuronidation et une sulfatation importante et une elimination rapide ultérieure. Tous ces
facteurs sont responsables de la concentration a des niveaux nanomolaires dans le plasma humain,

ce qui limite les effets biologiques de ce composé (Yang et al., 2013).
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1.2.5.2. Marché international de la curcumine

Le marché mondial de la curcumine devrait atteindre 94,3 millions de dollars d'ici a 2022
(Nabavi et al., 2018). L'Amérique du Nord représente le plus grand marché pour la curcumine,
suivie par I'Europe et le marché de I'Asie-Pacifique (Nabavi et al., 2018). Le plus grand marché
d’application de la curcumine est celui des produits pharmaceutiques, en raison du large éventail
de propriétés biologiques associées a la curcumine (activités antioxydantes, antiinflammatoires,
antifongiques, antibactériennes, antivirales, anti-ischémiques, anticancéreuses,
hépatoprotectrices) (Darvesh et al., 2012). En effet, le nombre de publications sur la curcumine a
rapidement augmenté, passant de 108 en 2000 a environ 1 232 en 2015, avec environ 4 700 articles

au cours des cing dernieres années (Nabavi et al., 2018).

1.2.5.3. Méthodes de dosage de la curcumine

Differentes méthodes analytiques ont été développées ces derniéres années pour lI'analyse
de controle de qualité des curcuminoides dans I'extrait de Curcuma longa, notamment la HPLC
(High Performance Liquid Chromatography), la HPTLC (High-performance thin-layer
chromatography) et la spectrophotométrie UV-Visible.

La curcumine quant a elle peut étre déterminée par une méthode simple développée et
validée selon I'narmonisation de la conférence internationale (HCI). Cette détermination peut se
faire soit par spectrophotométrie UV-visible (A= 424 nm), soit par HPLC. Ces méthodes
conviennent a la détermination de la curcumine de I'extrait de Curcuma longa dans les conditions

prescrites (Prasad et al., 2018).

1.2.6. Propriétés pharmacologiques des composés actifs du Curcuma (curcumine et huiles
essentielles)

En raison de ses activités biologiques, un grand nombre d'études ont été présentées sur la
curcumine. Selon les études, la curcumine présente des activités antioxydante ; antiinflammatoire
; antimicrobienne ; anticarcinogéne (Aggarwal et al., 2007, 2011 ; Amalraj et al., 2017 ; Rahmani
et al., 2018). Outre ces propriétés, la curcumine possede diverses propriétés potentiellement
thérapeutiques.

¢ Propriété hépatoprotectrice

On a constaté que le Curcuma avait une caractéristique hépatoprotectrice identique a celle
de la silymarine (Akram et al., 2010). Des études sur les animaux ont mis en évidence les effets
hépatoprotecteurs du Curcuma sur une variété de lésions hépatotoxiques, notamment le
tétrachlorure de carbone (CCus), la galactosamine, I'acetaminophéne (paracétamol) et I'aflatoxine.
Son effet hépatoprotecteur résulte principalement de ses propriétés antioxydantes, ainsi que de sa

capacité a diminuer la formation de cytokines pro-inflammatoires (Akram et al., 2010). Le
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curcuminate de sodium, un sel de curcumine, exerce ainsi des effets cholérétiques en augmentant
I'excrétion biliaire des sels biliaires, du cholestérol et de la bilirubine, en augmentant la solubilité
biliaire, empéchant et traitant éventuellement la cholélithiase (Akram et al., 2010).
s Proprieté antiinflammatoire

Les études montrent que la curcumine est une molécule capable d'interagir avec de
nombreuses cibles moléculaires impliquées dans I'inflammation (Jurenka, 2009). La curcumine
module la réponse inflammatoire en régulant a la baisse I'activité des enzymes cyclooxygénase-2
(COX-2), lipoxygenase et 1’oxyde nitrique synthase inductible ; inhibe la production de cytokines
inflammatoires (TNF-a), interleukine (IL) -1, -2, -6, -8 et -12, protéine chimioattractive des
monocytes et protéine inhibitrice de la migration ; et régule a la baisse les kinases activées par les
agents mitogéenes (Goel et al., 2008). Des études in vitro indiquent que la curcumine régule
I'activation de certains facteurs de transcription tels que I'activation de la protéine-1 (AP-1) et du
NF-KB dans les monocytes et les macrophages alvéolaires stimulés, bloquant ainsi I'expression
du gene de la cytokine (Jurenka, 2009)

% Propriété anticardiovasculaire

Les maladies cardiovasculaires représentent 'une des maladies les plus dangereuses,
imprévisibles et a la source de nombreux déces dans le monde entier. Une étude in vivo antérieure
établie sur deux modéles de rats hypertendus sensibles au sel soit un modeéle d'insuffisance
cardiaque et un modéle d'infarctus du myocarde induit chirurgicalement a montré que la curcumine
inhibait la p300 HAT et empéchait finalement le développement d'une insuffisance cardiaque
(Morimoto et al., 2008). Une étude récente a rapporté que la curcumine empéchait une
hypertrophie cardiaque induite par un stress oxydatif, des événements inflammatoires, une nécrose
et une infiltration de neutrophiles et protégeait les cardiomyocytes des lésions cellulaires (1zem-
Méziane et al., 2012).

 Propriété gastroprotectrice

La curcumine présente un effet gastroprotecteur et réduit également l'ulcére peptique et ses
complications associées (Rahmani et al., 2018). Des recherches antérieures ont montré que la
curcumine augmente la sécrétion de mucine et peut donc agir comme un protecteur du tube
gastrique contre les irritants (Lee et al., 2003).

% Propriété antioxydante

Les extraits solubles aqueux et lipidiques du Curcuma et de la curcumine présentent une
forte activité antioxydante, comparable aux vitamines C et E (Akram et al., 2010). La propriété
anticancéreuse efficace de la curcumine est attribuée a son effet antioxydant qui contréle les

dommages de I'ADN et la peroxydation des lipides induite par les radicaux libres (Shukla et al.,
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2003). Il exerce également un puissant effet inhibiteur contre les lésions induites par le peroxyde
d’hydrogéne dans les kératinocytes et les fibroblastes humains (Phan et al., 2001).

La principale action de la curcumine tout comme les caroténoides, le glutathion et les
composés thiols est sa capacité a inhiber la formation d'especes oxygénées actives comme les
radicaux hydroxyles et I'anion superoxyde (Portes, 2008).

% Propriété antimicrobienne

La fréquence de la résistance aux microorganismes augmente rapidement dans le monde
entier et la résistance aux agents antimicrobiens est I'une des principales causes de la résistance
aux traitements (Rahmani et al., 2018). Une source naturelle sdre et efficace est nécessaire pour
surmonter cela. Le Curcuma inhibe la croissance de nombreuses bactéries (Gram positif et négatif)
et plusieurs champignons pathogénes. Le Curcuma, en effet exerce une activité antiprotéase
inhibant I'action du HIV ainsi qu'une activité anticancereuse (Portes, 2008). 1l a été confirmé que
la curcumine possédait des activités antibactériennes, antivirales et antifongiques (Moghadamtousi
etal., 2014).

La curcumine, composant majoritaire du Curcuma longa est un produit doté de nombreuses

propriétés telles qu’il a été représenté sur la figure 10 ci-apres :
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Figure 10. Activités pharmacologiques de la curcumine (Rahmani et al., 2018)

1.3. GENERALITES SUR LES ANTIOXYDANTS
1.3.1. Notions d’especes oxygénées actives et de radicaux libres
Un radical libre (RL) est une entité chimique (atome, molécule, fragment de molécule)

capable d’exister sous forme indépendante, contenant au moins un électron libre sur sa couche
externe (ou contenant deux électrons de méme spin dans une case quantique), ce qui augmente
considérablement sa réactivité par nécessité de se combiner avec un autre électron pour atteindre
la stabilité selon un phénoméne d’oxydation (Finaud et al. 2006 ; Mac Laren, 2007). Sa durée de
vie est trés courte (quelques millisecondes voire quelque nanosecondes) et il est symbolisé par un
point qui indique ou I’électron libre se situe ("OH) (Sayre et al., 2005 ; Mac Laren, 2007). Les
radicaux libres peuvent étre formés par trois procédes :

- Addition d’un électron libre a un non radical (NR + e—R")

- Perte d’un électron par un non radical (NR - e—R")

- Scission homolytique d’une liaison covalente (A:B—A'+B")
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La réactivité des RL dépendra des éléments en présence : si un radical rencontre un autre
radical, le produit sera un non radical (A'+B'—AB). Si un radical rencontre un non radical, un
nouveau radical sera formé (A"+B—A+B’) et donnera ’origine a une chaine qui continuera
jusqu’a ce que le radical rencontre un autre radical ou un antioxydant (Finaud et al. 2006, Mac
Laren, 2007).

Les espéces oxygenees actives (EOA ou ROS Reactive Oxygen Species) également
désignées dans la littérature de dérivés réactifs de 1’oxygene ou d’espéces réactives de 1’oxygene
peuvent étre définies comme des molécules qui contiennent de 1’oxygene et sont plus réactives
que I’oxygeéne présent dans 1’air (Mac Laren, 2007). Les EOA incluent les RL et des composés
réactifs oxydants non radicalaires (sans électrons libres dans leur couche externe) comme le
peroxyde d’hydrogéne (H20:2), I’acide hypochloreux (HOCI), le singulet d’oxygene, et 1’0zone
(Os). Plus récemment les especes azotées actives (EAA ou RNS Reactive Nitrogen Species) ont
été definies comme un sous-groupe d’oxydants dérivés de 1’oxyde nitrique ou monoxyde d’azote
(NO). Ceci a poussé certains auteurs a parler de RONS (Reactive Oxygen and Nitrogen Species)
au lieu de ROS pour désigner I’ensemble des espéces réactives oxydantes radicalaires ou non
radicalaires (Mac Laren, 2007), que nous désignons par 1’abréviation ERO (Tableau I1).

Les principales especes réactives oxydantes sont dérivées de 1’oxygene et de 1’azote, et
peuvent étre produites par le métabolisme cellulaire normal tout comme pathologique ou par
exposition environnementale (ex : tabagisme, ozone, alimentation, température corporelle...)
(Mac Laren, 2007 ; Bloomer et al., 2008).

Tableau Il. Principales espéces réactives oxydantes (ERO) organiques (Mac Laren, 2007 ;
Bloomer et al., 2008).

Espéces oxygénées actives Espéces azotées actives Espéces soufrées actives
(EOA) (EAA) (ESA)
Radical (ion, anion) superoxyde Oxyde Nitrique ou monoxyde Radical thiyl (RSe)
(«02-); d’Azote (*"NO) ;
Radical hydroperoxyle (HO2¢) ; Dioxyde d’azote (*NO2);
Peroxyde d’hydrogéne (H202) ; Peroxynitrite (ONOO-)

Radical hydroxyle (*OH) ;
Singulet oxygene (102)
Ozone (O3)
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1.3.2. Importance des formes reactives de I’oxygeéne dans la vie d’une plante

Les ERO sont depuis longtemps reconnues pour leur importance dans la réponse des
plantes aux contraintes environnementales. Certains symptomes observes en situation de stress
d’origine biotique ou abiotique (blanchiment des feuilles, nécroses) sont la conséquence d’une
forte accumulation de radicaux libres oxygénés et d’une altération de ’homéostasie cellulaire. Ces
symptomes traduisent a la fois une oxydation de la chlorophylle au niveau des feuilles, mais aussi
la mort par nécrose de cellules isolées ou de groupements de cellules dans les différents tissus
vegétaux (Figure 11) (Parent et al., 2008). Ainsi, méme si les ERO sont formées au cours du
métabolisme normal de la plante, I'augmentation de leur concentration intracellulaire est souvent
synonyme de stress.

La plupart des symptémes liés aux conditions de stress est amplifiée par I'effet des ERO.
Par exemple, une forte augmentation du taux de peroxyde d'hydrogene dans les chloroplastes et
les peroxysomes est observée en réponse a une exposition a de fortes intensités lumineuses
(Willekens et al., 1997). Lors d'un stress hydrique ou salin, I'inhibition de la photosynthese, et plus
précisement la fuite d'électrons due a la diminution de la fixation du COg, entraine une forte
accumulation de ERO (Dat et al.,, 2000). C'est cette méme inhibition de la cascade
photosynthétique qui est a I'origine de la production de formes réactives de lI'oxygéne lorsque la
plante subit des fluctuations importantes de température (Larkindale et al., 2005). De nombreuses
autres contraintes abiotiques s'accompagnent également d'un stress oxydatif. On observe ainsi, en
présence de metaux lourds, une peroxydation lipidique due a I'accumulation des ERO, les
ultraviolets entrainant la formation de radicaux superoxydes ; il en est de méme pour I'ozone ou
encore les stress mécaniques (Dat et al., 2000).

Cependant, malgré leur nature extrémement réactive, les ERO ne sont pas uniquement
impliquées dans des réponses déléteres chez les végétaux. De nombreuses études ont montré que
les ERO peuvent aussi intervenir dans les cascades de signalisation responsables de I'induction et
de la régulation de nombreux genes de défenses (protéines chaperonnes, Heat Shock Proteins ;
enzymes antioxydantes, ascorbate peroxydase (APX), glutathionne-S-transférase (GST) ; genes
liés a la pathogenese (PR) (Zago et al., 2006). Les ERO sont désormais aussi considérées comme
agents régulateurs de la mort cellulaire programmée (PCD : Programmed Cell Death) chez les
plantes (Van Breusegem & Dat, 2006). Ce processus de mort cellulaire, actif et controlé
génétiquement, se retrouve tout au long de la vie des plantes. En effet, différents types cellulaires
ou organes sont éliminés, au moment approprié, au profit de I'organisme et de la population ; ils
constituent des modeles de la PCD végétale (Parent et al., 2008). Au cours du développement, la
PCD est impliquee dans de nombreux phénoménes comme la germination (couche aleurone), la

différenciation des vaisseaux conducteurs de la séve brute et élaborée, la croissance (coiffe
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racinaire), la reproduction (tube pollinique), ou bien encore la sénescence (feuilles). Par ailleurs,
les plantes ont aussi recours a cette mort controlée pour s'adapter et résister aux conditions adverses
de leur environnement, comme durant des déficiences en alimentation minérale ou hydrique, les
extrémes de température, I'hypoxie ou encore I'attaque pathogene (Parent et al., 2008).

Lors de I'établissement de la réponse hypersensible, une des réponses les plus étudiées entre
un pathogene et une plante hote (Draper, 1997 ; Torres et al., 2006), le développement d'une lésion
nécrotique localisée autour des sites d'infection du pathogéne permet a la plante d'isoler I'agent
infectieux. Ce processus est initié par la production rapide et transitoire d’ERO autour du site
d'infection. Cette forte accumulation se déroule en deux phases distinctes. La premiére est
commune aux interactions compatibles et incompatibles ; la seconde débute environ 6 a 12 h apres
le début du stress et n'est observée que lorsque l'interaction est incompatible (Draper, 1997). Ce
second burst oxydatif est impliqué dans la cascade de signaux nécessaire a l'induction de
nombreux génes de défense (protéines de la pathogenese), dans la fortification des parois
cellulaires (lignification, subérisation...), et il joue sans doute aussi un réle antimicrobien (Draper,
1997).

Apres le premier burst d’ERO, la biosynthése de nombreuses hormones végétales est
stimulée (acide jasmonique, éthyléne...) et notamment I'acide salicylique, dont lI'accumulation
précede la seconde production d’ERO lors d'interactions incompatibles (Draper, 1997). D'ailleurs,
dans de nombreux cas étudiés a ce jour, I'accumulation de I'acide salicylique et des ERO est

nécessaire pour I'induction de la PCD durant la réponse hypersensible.

Figure 11. Feuille de chéne
montrant (a) les symptémes

d’oxydation de la chlorophylle

et (b) les nécroses liées a la
mort de cellules (Parent et al.,
2008)

1.3.3. Définition du stress oxydant
Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques de
production des ERO et ceux qui sont responsables de leur contrdle et élimination (Bloomer et al.,

2008, Power et al., 2010) (Figure 12). Ce déséquilibre peut se produire quand le systéme de
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défense antioxydant est surmené par I’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont
affaiblies par une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008).
L’équilibre ou homéostasie redox est perturbé et les cellules deviennent vulnérables aux attaques
par les ERO (Mac Laren 2007).

Conditions physiologiques Conditions de surproduction
standard ROS

AlA

Figure 12. La balance entre les systémes de défenses antioxydants et la production d’ERO
(Pincemail et al., 2013).

1.3.4. Sources des espéces réactives d’oxygene dans les plantes durant le stress

Comme indiqué précédemment, la production de formes réactives de I'oxygene est une
réponse cellulaire commune a de nombreux stress chez les végétaux qui se localise au niveau de
différentes sources, selon, notamment, qu'il s'agisse d'un stress d'origine biotique ou abiotique (Dat
et al., 2000). Chez les animaux, les mitochondries constituent la source principale d’ERO. Chez
les plantes, la production d’ERO par les mitochondries a été historiquement minimisée par rapport
a celle des chloroplastes. Cependant, avec l'identification de l'alternative oxydase (AOX), la
mitochondrie pourrait devenir un acteur important dans la régulation du stress oxydatif chez les
plantes (Vidal et al., 2007). En effet, cette enzyme agit comme une « soupape de sécurité »,
contrélant la réduction du pool d'ubiquinone, source importante d’ERO (Rhoads & Subbaiah,
2007). Pour cette raison, la mitochondrie a été proposée comme médiateur entre les changements
métaboliques, la production d’ERO et l'induction de genes. Cependant, la contribution de la
mitochondrie & la production d’ERO lors de la réponse au stress reste encore mal definie.

Dans la plupart des situations ou les conditions environnementales sont modifiees, une
forte augmentation de la production des ERO est observée au niveau des chloroplastes (Figure 12)
(Dat et al., 2000 ; Mittler, 2002). En effet, de nombreuses situations de stress abiotiques entrainent
une inhibition de la photosynthese et les électrons qui ne participent plus a la fixation du CO> vont
entrainer la production et I'accumulation d’ERO. Durant les conditions de photoinhibition, la

carboxylation du ribulose 1,5-biphosphate (RuBP) est inhibée, favorisant son oxygénation et
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entrainant la production de phosphoglycolate. Celui-ci est transporté vers le peroxysome ou il est
converti en glyoxylate par la glycolate oxydase, produisant ainsi le peroxyde d'hydrogéne (Laloi
etal., 2004). Les chloroplastes et les peroxysomes sont ainsi considérés comme « sensors/capteurs
» des changements environnementaux. Les ERO se comportent donc comme signaux « rédox »,
dérivés des chloroplastes, et sont susceptibles de réguler I'expression de genes de la réponse et de
I'adaptation au stress (Laloi et al., 2004).

Lors de la réponse a un stress d'origine biotique, la production de radicaux oxygenés est
généralement attribuée a un complexe NADPH-oxydase associé a la membrane plasmique (Figure
13) (Torres & Dangl, 2005). Cependant, des études récentes indiquent que, lors d'une attaque par
un pathogene incompatible, la production d’ERO par les chloroplastes participe activement au
blocage de la progression de la maladie (Montillet et al., 2005). Ceci est illustré par la réponse du
tabac a une agression pathogene, ou deux profils différents de peroxydation des lipides sont
observés selon la présence ou I'absence de lumiere (Montillet et al., 2005). Toutefois, I'origine de
la production d’ERO ne se limite pas au chloroplaste, a la NADPH-oxydase et a la mitochondrie.
La grande variété des types de stress nécessite la mobilisation de multiples mécanismes de
production des ERO, parmi lesquels les amines oxydases ou les peroxydases jouent certainement

un role important (Figure 13) (Bolwell, 1999).

Figure 13. Sites de production intra-organites des ERO dans la cellule végetale (Parent et al.,
2008).
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1.3.5. Les antioxydants

Les antioxydants sont des agents qui réagissent facilement avec les substances oxydantes
pour les inactiver et les éliminer, ou diminuer leur production. Ils sont fonction des apports
alimentaires (vitamines, sels minéraux, flavonoides...) qui fournissent des antioxydants exogénes
et de la production par I’organisme d’antioxydants endogéne (enzymes, protéines, bilirubine, acide
urique...) (Massart, 2011). La plupart des antioxydants peuvent étre divisés en 2 groupes,
hydrophobes ou hydrophiles (Kirschvink et al., 2008, Browne et al., 2008). Les hydrophobes
constitues par les vitamines A, E, les flavonoides, 1’ubiquinol (Coenzyme Q10), la bilirubine, la
mélatonine, qui agissent essentiellement sur la protection des milieux lipidiques. Les hydrophiles
comme les glutathions, 1’acide urique, la vitamine C, les thiols, les protéoglycans, ’acide
hyaluronique qui protégent contre 1’oxydation des lipides, des protéines, des sucres, et de ’ADN
dans les milieux liquides comme le sang, les liquides interstitiels et le cytosol (Kirschvink et al.,
2008, Browne et al., 2008).

1.3.5.1. Les biomarqueurs enzymatiques du stress oxydatif

Des enzymes comme les superoxydes dismutases (SOD), les catalases (CAT), les
glutathions peroxydases (Gpx), supportés par I’action des enzymes glutathions réductases (GR) et
glucose-6-phosphate déshydrogénases, font partie du systéme de défense contre les ERO. La SOD
décompose 2 molécules de superoxyde en O et peroxyde d’hydrogéne (H202) moins toxiques. Le
H20. sera a son tour transformé en Oz et H2O par la catalase ; ou en H20 par le glutathion
peroxydase, qui désintoxique le H20., avec I’aide du glutathion réduit (GSH). Le glutathion réduit,
sert de substrat a la Gpx pour former du glutathion oxydé (GSSG) et un oxydant désactivé par
réduction. Avec I’aide d’une glutathion réductase et de NADPHH*, le GSH sera régénéré a partir
du GSSG (Sayre et al., 2005). En plus d’éliminer directement les ERO, les enzymes antioxydants
participent & la régulation du stress oxydant (Sayre et al., 2005). L’activit¢ des enzymes
antioxydants dépend de cofacteurs minéraux, qui sont le zinc (Zn), le cuivre (Cu), le manganese
(Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe), et sont qualifiés d’antioxydants non enzymatiques indirects
(Sayre et al., 2005 ; Finaud et al., 2006 ; Kirschvink et al., 2008). Bien qu’elle soit a I’origine de
la production de peroxyde d’hydrogene (H202), la superoxyde dismutase a un effet antioxydant ;
en son absence, les singulets d’oxygénes et les peroxynitrites augmentent, pendant que les
réducteurs cellulaires (vitamine C, les GSH et le NADPH) diminuent (Sayre et al., 2005). Le Cu
et le Zn font partie des SOD cytosoliques et le Mn fait partie des SOD mitochondriales. Il existe
aussi des SOD extracellulaires (Sayre et al., 2005 ; Finaud et al., 2006). Le ratio plasmatique de
Cu/Zn est important pour 1’activité de la SOD et la diminution des cofacteurs enzymatiques
entrainent une baisse de 1’activité des SOD (Finaud et al., 2006 ; De Moffarts et al., 2007). La
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SOD en plus de la dismutation du superoxyde, est egalement efficace contre les peroxynitrites et
agira plutét a niveau intracellulaire (Finaud et al., 2006).

La glutathion peroxydase (Gpx) est une enzyme antioxydante du plasma, des fluides
extracellulaires et du cytosol, dépendante du sélénium et dont I’action permet d’éliminer le H20>
produit, de maniére a éviter sa participation comme pro-oxydant. Elle convertit aussi les
hydroperoxydes lipidiques en des alcools non toxiques et de ce fait participe a I’interruption de la
chaine de peroxydation lipidique (Sayre et al., 2005 ; Mac Laren 2007). La consommation du
sélénium est souvent insuffisante dans les pays développés, ce qui induit une diminution de
I’activité des enzymes Se dépendants. L’action des Gpx dépend aussi de la disponibilité en GSH,
GR et en NADPH, ce qui démontre bien que le systeme antioxydant endogene agit en
interdépendance (Sayre et al., 2005 ; Mac Laren 2007).

La catalase (CAT) est une enzyme dépendante du Fe, qui entre en compétition avec la Gpx
pour I’H203, son utilisation devenant importante quand les quantités d’H>O> sont élevées (Finaud
et al., 2006, Sayre et al., 2008).

La SOD, CAT, GR et la Gpx ont été analysées par spectrophotométrie, tout comme le

sélénium, le cuivre, le zinc par spectrométrie (De Moffarts et al., 2007).
1.3.5.2. Les biomarqueurs non enzymatiques du stress oxydatif

a) Vitamines
% Vitamine E
La vitamine E est un terme générique pour tous les tocophérols et les tocotriénols, desquels
existent 8 dérivatifs et dont I’alfa-tocopherol est le plus abondant (Shils et al., 2006). La vitamine
E agit directement sur une grande variété d’ERO pour former un radical peu réactif. Par la suite la
vitamine E oxydée pourra étre reconvertie principalement par la vitamine C, mais également par
d’autres composés comme le GSH, la vitamine A et I’ubiquinol. La vitamine E est liposoluble et
a été demontrée comme le principal antioxydant dans les membranes des cellules, en particulier
celles des mitochondries (Shils et al., 2006, Traber et al., 2007). Elle pourrait augmenter I’activité
des SOD et des CAT (Lyn, 2006). Pour certains auteurs, méme si le potentiel antioxydant de la
vitamine E est démontré in vitro, in vivo elle remplirait plutét de nombreux réles physiologiques
non antioxydants de régulation du fonctionnement de la cellule. Sa faible concentration ne lui
permettrait pas d’étre un antioxydant prépondérant et son utilisation a cette fin pourrait
compromettre le fonctionnement cellulaire (Atkinson et al., 2008).
% Vitamine A
La vitamine A est un nom générique pour les rétinoides et les provitamines A ou les

caroténoides dont plusieurs centaines sont répertoriés (Wolinsky, 1998). Les rétinoides (rétinol,
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rétinal et acide rétinoique) sont présents dans les aliments d’origine animale (lait, foie, jaune
d’ceuf), alors que les provitamines A (béta-carotene, lutéines, lycopénes...) se rencontrent dans de
nombreux fruits et Iégumes. Le béta-carotene est le principal précurseur de la vitamine A. Les
autres carotenoides peuvent étre de puissants antioxydants, mais ils sont moins connus et
abondants (Shils et al., 2006). La vitamine A est responsable de la neutralisation de singulet
d’oxygene, d’anion superoxyde, de peroxynitrites, de radicaux lipidiques et son action se fait dans
les milieux lipidiques. Dans les huiles végétales, la vitamine A ne serait efficace qu’en présence
de vitamine E et il existe une étroite collaboration entre ces deux vitamines liposolubles (Finaud
et al., 2006, Fisher-Wellman et al., 2009). La vitamine A agit sur les ERO en formant un radical
de vitamine A qui pourra agir comme antioxydant en réagissant avec un autre radical pour former
un non radical, ou sera régénéré en vitamine A (Finaud et al., 2006, Fisher-Wellman et al., 2009).
En excés, la vitamine A pourrait agir comme pro oxydants, et favoriser I’oxydation de ’ADN
(Shils et al., 2006).
% Vitamine C

La vitamine C ou acide L-ascorbique est hydrosoluble. Elle joue un réle de prévention de
I’oxydation dans le plasma et les fluides extracellulaires, dont elle est considérée comme le plus
important antioxydant (Koolman et al., 1999). Son action est directe et indirecte, elle agit
directement sur les ERO (superoxydes, hydroxyle, singulet oxygéne, radicaux lipidiques) et
indirectement par son action de régénération de la vitamine E et du GSH (Lyn, 2006 ; Mac Laren
2007, Fisher-Wellman et al., 2009). La vitamine C est principalement antioxydante, mais en doses
trop élevées et dans le processus de défense immunitaire, elle peut exercer un action pro-oxydante
au travers de son habilité a réduire I’ion ferrique (Fe**) en ions ferreux (Fe?*) qui est un puissant
catalyseur de plusieurs réaction redox comme la réaction de Fenton/Haber-Weiss (Sayre et al.,
2005 ; Mac Laren, 2007). En augmentant la disponibilité du fer ferreux, la vitamine C pourrait
favoriser les dommages causés a I’ADN et paradoxalement stimuler la réparation de I’ADN oxydé

(Duarte et al., 2009).

c) Les caroténoides

IIs sont majoritairement représentés par le p-caroténe, appelé aussi « provitamine A »
(Krinsky, 2014). Il existe principalement deux groupes de caroténoides qui sont des puissants
neutraliseurs des ERO : ceux porteurs de substituants oxygénes (lutéine, zéaxanthine et la
cryptoxanthine) et ceux qui manquent d’oxygéne (a-caroténe, f3-carotene et lycopene). lls sont
présents dans les compartiments lipidiques, car ils sont plutét lipophiles (Guillouty, 2016). Du fait

de leur faible concentration dans I’organisme, leurs rbles antioxydants sont considérés comme
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faibles, mais complémentaires des systemes principaux évoqués plus haut. Le J3 -carotene
désactive ’oxygene singulet 102, et piége les radicaux peroxydes ROO (Krinsky, 2014).
Les méthodes généralement utilisées pour le dosage des caroténoides extraits d'un milieu

naturel sont basées sur la spectrophotométrie d'absorption visible (Isler, 1971).

d) Le glutathion et les thiols totaux

Le GSH est formé a base d’un tripeptide (Glu-Cys-Gly ou acide glutamique-cystéine-
glycocolle). Il est le thiol (-SH) majoritaire au niveau intra-cellulaire (I’albumine étant son
équivalent plasmatique) ou il est présent sous forme essentiellement réduite (GSH) (Haleng et al.,
2007). Sous I’action de la Gpx il désintoxique les ERO (H202, peroxynitrites, peroxydes
lipidiques, ...) en formant du GSSG (glutathion oxydé) composé de deux molécules de GSH (Lyn,
2006, Douris et al., 2009). Le GSH est un antioxydant protéique abondant dans 1’organisme ou il
joue un important réle de protection des tissus et des protéines transporteuses d’ions redox actifs
comme 1’hémoglobine, la transferrine, la ferritine, 1’albumine. Le GSH est capable de régénérer
les vitamines E et C oxydées. Il est détoxifiant au niveau hépatique et peut se lier aux métaux
toxiques (mercure, arsenic...) (Lyn, 2006). Sous sa forme GSH, GSSG et de son ratio GSH/GSSG,
le glutathion est utilisé comme marqueur du systéme antioxydant et du stress oxydant, et peut étre
analysé par spectrophotométrie (De Moffarts et al., 2007). L’apport recommandé¢ journalier est
d’environ 300 mg (agrumes) (Haleng et al., 2007).

La plupart des protéines dont I’albumine contiennent des groupements « thiols » qui
possédent des propriétés réductrices et piegent facilement les espéces oxygénées activées (Haleng
et al., 2007).

Le glutathion réduit et les thiols totaux peuvent étre déterminés par spectrophotométrie
avec le réactif d'Ellman. En effet, les thiols réduits (groupements sulfydryles -RSH) réagissent
avec le DTNB (acide dinitro-2,2’-dithio-5,5’-dibenzoique) pour former quantitativement le
dianion de 1’acide 5-thio-2-nitrobenzoique (TNB). Ce dianion est un compose de couleur jaune,

dont la teneur peut étre mesurée dans le domaine du visible & A = 412 nm (Eyer et al., 2003).
1.3. GENERALITES SUR LES ANTIMICROBIENS

En agriculture, les antimicrobiens sont utilisés pour traiter, contrler ou prévenir les
maladies causees par des microorganismes et pour améliorer la production, la croissance ou la

reproduction des plantes.
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1.3.1. Les maladies des plantes

Les maladies des cultures constituent une menace majeure car elles réduisent
considérablement la production et la qualité de I'agriculture. Par conséquent, la détection précoce
et la classification des maladies sont des défis importants pour la production agricole (Bhadur &
Rani, 2020). Les dommages causes par les agents pathogénes agricoles sont dévastateurs. Les
pertes agricoles dues aux maladies dans le monde s'‘élevent a plus de 220 milliards de dollars par
an (FAO, 2020). Les maladies des plantes peuvent étre causées par différentes bactéries,
champignons et autres agents. Les symptdmes des plantes malades peuvent inclure des taches sur
les feuilles, des bralures foliaires, la pourriture des racines, la pourriture des fruits, des taches sur
les fruits, le flétrissement, le dépérissement et le déclin (Pacios-Michelena et al., 2021). L'impact
significatif des maladies des plantes est de réduire la nourriture disponible pour les humains en
diminuant finalement le rendement des cultures. Cela peut se traduire par une alimentation
inadaptée pour les humains ou conduire a la faim dans certaines régions (Loey et al., 2020). Par
consequent, la reconnaissance des maladies des plantes est de la plus haute importance pour
recommander et choisir le traitement des plantes malades et prévenir les infections des plantes
saines. La feuille de la plante est le moyen le plus courant de détecter les maladies des plantes car

elle présente des symptémes différents selon les maladies (Pacios-Michelena et al., 2021).

1.3.1.1. Principales bactéries phytopathogenes

Les phytobactéries constituent un groupe important d'agents pathogénes des plantes qui
réduisent les rendements des cultures de valeur. Elles se propagent facilement et rapidement,
provoquant de graves infections bactériennes difficiles a contréler (Kering et al., 2019). Les
bactéries phytopathogénes provoquent des maladies chez de nombreuses plantes, provoquant des
symptdmes tels que des taches, des chancres, des pourritures, désequilibres hormonaux qui
entrainent une croissance excessive des plantes ou un retard de croissance, la ramification des
racines, I'épinastie foliaire, parmi autres (Kannan et al., 2015a). Ces problémes affectent les plantes
au niveau qualitatif et quantitatif, nuisant ainsi a I'approvisionnement alimentaire mondial (Kannan
et al., 2015b), générant des dommages dévastateurs et des pertes économiques importantes dans
le monde entier chaque année. Parmi les bactéries phytopathogenes ayant la plus forte incidence
en agriculture on a : Clavibacter michiganensis, Pseudomonas syringe, Pseudomonas corrugate,
Xanthomonas campestris (Andrade-Bustamante et al., 2017), Erwinia amylovora, Ralstonia
solanacearum et Xylella fastidiosa (Martins et al., 2018). Certains auteurs placent ces

phytopathogénes comme ceux qui ont I'impact économique le plus important au niveau mondial.
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1.3.1.2. Principaux champignons phytopathogenes

Les champignons phytopathogénes posent de sérieux problemes dans le monde entier pour
la culture de plantes économiquement importantes, en particulier dans les régions subtropicales et
tropicales. Les champignons phytopathogénes sont responsables de maladies dans de nombreux
produits végétaux et fruitiers, apparaissant pendant le développement de la culture ou apres la
récolte. En outre, le champignon phytopathogéne produit des métabolites toxiques qui peuvent
étre cancérigenes et constituer un risque pour la santé publique (Pacios-Michelena et al., 2021).
En revanche, la croissance de champignons spécifiques entraine des modifications nutritionnelles
et chimiques, une mauvaise apparence et le développement de la saveur des aliments (Vashistha
& Chaudhary, 2019). Parmi les champignons phytopathogénes dont I'incidence est la plus élevée
en agriculture et dont lI'impact économique est le plus important, on trouve Fusarium, Alternaria
alternata, Pythium et Phytophthora (Pacios-Michelena et al., 2021).

Le tableau Il ci-apres présente les caractéristiques de 4 especes phytopathogenes parmi les
plus importantes qui attaquent les cultures au Cameroun. Trois agents pathogenes fongiques
Fusarium oxysporum ; Phytophthora megakarya ; Pythium myriotylum et un pathogéne bactérien

Ralstonia solanacearum.

Tableau I11. Caractéristiques des pathogénes des plantes (Nwaga et al., 1988 ; Roskov et al.,
2021).

Pathogenes Systématique Spécificité
Reégne : champignon
Embranchement : Ascomycota
Classe : Sordariomycétes
Fusarium oxysporum Ordre : Hypocreales
Famille : Nectriaceae
Genre : Fusarium
Espéce : Fusarium oxysporum
Régne : Chromista
Embranchement : Oomycota
Classe : Oomycétes
Phytophthora megakarya Ordre : Peronosporales
Famille : Peronosporaceae
Genre : Phytophthora
Espece : Phytophthora megakarya
Regne : Chromista
Embranchement : Oomycota
Classe : Peronosporea
Pythium myriotylum Ordre : Peronosporales
Famille : Pythiacae
Genre : Pythium
Espéce : Pythium myriotylum

Polyphage (plus de 100
espéces de plantes)

Spécificité étroite (plus
spécifique au cacaoyer)

Polyphage (plus de 200
espéces de plantes)
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Régne : Bacteria
Embranchement : Proteobacterie
Classe : 3 — Proteobacterie
Ralstonia solanacearum Ordre: Burkholderiales
Famille: Burkholderiacae
Genre: Ralstonia
Espéce : Ralstonia solanacearum

Polyphage (plus de 200
especes de plantes)

1.3.2. Contrdle biologique par les microorganismes

Les Etats-Unis et I'Union européenne sont les principaux consommateurs de fongicides
chimiques dans le monde. Cependant, depuis 2011, l'utilisation de ces agents chimiques a diminug,
principalement aux Etats-Unis, peut-étre en raison des réglementations en matiére de protection
de I'environnement et de santé des consommateurs (Carbu et al., 2016). Les principales entreprises
de protection des cultures ont investi dans le domaine du biocontrole en réponse aux restrictions
Iégales et a la demande des consommateurs pour des aliments sans pesticides (Romanazzi et al.,
2016). En 2011, le marché mondial du biocontrdle représentait une valeur déclarée de 2,1 milliards
de dollars US et il a été influencé par la demande croissante de produits biologiques (Velivelli et
al., 2014).

L'utilisation de microorganismes ou de leurs métabolites pour lutter contre les maladies des
plantes a fait I'objet d'une plus grande attention, a quelques exceptions preés et lorsqu'ils n'ont pas
d'effets négatifs sur la santé humaine ou animale et sont respectueux de I'environnement.
Contrairement a leurs homologues chimiques, ils n'affectent généralement pas les autres
organismes bénéfiques (Parnell et al., 2016 ; Syed Ab Rahman et al., 2018). Bien que les méthodes
biologiques de lutte contre les agents pathogénes des plantes soient a I'étude depuis plus de 70 ans,
les produits de biocontrdle ne représentent que 3,5 % du marché mondial des pesticides, qui est
encore dominé par les pesticides synthétiques (Carbu et al., 2016 ; Parnell et al., 2016).

Le marché du biocontrdle des champignons est dominé par les produits a base de bactéries
et de champignons, qui représentent environ 85 % des produits disponibles. Les 15 % restants sont
constitués de produits a base de virus, de prédateurs et d'autres organismes (p. ex., protozoaires,
nématodes) (Glare et al., 2012). Au cours de la lutte biologigue, les agents de controle biologiques
peuvent inhiber les agents pathogenes directement, soit en établissant un contact physique, soit au
moyen de mécanismes trés specifiques de lutte contre l'agent pathogéne (hyperparasitisme,
prédation, etc.). Elles peuvent agir indirectement par des moyens qui ne ciblent pas un type
spécifique de pathogéne (stimulation des défenses de la plante, compétition par les substrats, etc.)
ou elles peuvent agir par antagonisme de voies mixtes (antibiotiques, enzymes lytiques, etc.) qui
sont mutuellement compatibles et peuvent agir simultanément ou en synergie (Bardin et al., 2015).

Cependant, I'efficacité des agents de contréle biologiques dépend de facteurs tels que les variations
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climatiques, la compétition écologique, les traits intrinséques des agents de contrdle biologiques,
I'exercice d'une pression de sélection et la qualité du produit tel qu'il est formulé. De plus, les traits
de l'agent pathogene tels que sa diversité génétique et sa capacité a évoluer en réponse aux
pressions de sélection doivent également étre pris en compte (Bardin et al., 2015).

Les bactéries utilisées comme agents de controle biologiques ont été isolées principalement
dans la zone racinaire, mais certaines ont également été isolées dans d'autres environnements liés
aux plantes, tels que I'endosphere, la phyllosphere et I'espermosphére (Lazarovits et al., 2014). Les
bactéries exercent leur mécanisme de contréle principalement par la compétition pour la niche, la
production de substances allélochimiques et I'induction de voies de résistance dans les plantes
(Compant et al., 2005 ; Lazarovits et al., 2014).

Les champignons, comme les bactéries, agissent comme biocontréle par divers
mécanismes tels que I'antibiose, la compétition, le parasitisme, la prédation et la stimulation des

mécanismes de défense des plantes (Lazarovits et al., 2014).

1.3.3. Les endophytes comme agents de lutte biologique

Parmi les quelque 300 000 espéces de plantes supérieures qui existent aujourd'hui, chacune
peut héberger plusieurs espéces d’endophytes (Ryan et al., 2008 ; Senthilkumar et al., 2011).
Cependant, seul un petit nombre de ces plantes a fait I'objet d'études approfondies sur leur
microbiote endophytique, malgré le fait que les endophytes sont une source potentielle de
nouveaux produits naturels pour la médecine, la biotechnologie, I'industrie et I'agriculture (Ryan
et al., 2008 ; Senthilkumar et al., 2011).

Le fait que les endophytes soient capables de coloniser une niche écologique similaire a
celle de certains phytopathogénes signifie qu'ils ont un potentiel comme agents de biocontréle.
Cependant, leur efficacité dépend de nombreux facteurs, notamment la spécificité de I'nbte et les
modes de colonisation, la dynamique de la population, la capacité a se déplacer dans les tissus de
I'ndte, la capacité a induire une résistance systémique, la structure physique du sol, les conditions
environnementales et la phase de croissance et I'état physiologique de la plante (Ryan et al., 2008
; Senthilkumar et al., 2011 ; Eun & Mee, 2016). Le succes des endophytes comme agents de
contréle biologiques est lié a tous ces facteurs.

Parce que l'administration et I'établissement des microorganismes dans les plantes est
difficile, l'utilisation des endophytes génere une plus grande attente car, en raison de leur cycle de
vie, cela pourrait aider a surmonter les difficultés de livraison et de survie dans la plante
(Lazarovits et al., 2014 ; Busby et al., 2016). Les avantages du microbiote endophytique pour les
plantes hotes incluent leur capacité a agir comme agents de biocontréle par le biais de mécanismes

tels que la compétition pour une niche ou un substrat, I'nyperparasitisme, la prédation, la
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production de substances allélochimiques (antibiotiques, enzymes lytiques, sidérophores) et en
induisant une résistance systémique chez les plantes (RSI) (Compant et al., 2005). Les mécanismes
tels que le parasitisme et la compétition pour les substrats sont probablement moins efficaces que
I'antibiose et la RSI comme stratégies de lutte biologique chez les endophytes (Card et al., 2016).

L'inoculation de plantes avec des endophytes peut inhiber les symptdmes de maladies
causées par des insectes, des virus, des bactéries, des nématodes et des champignons (Eun & Mee,
2016). Dans les premiers stades, I'interaction entre les endophytes et leur plante hote favorise une
réponse immunitaire de la plante. Cependant, ces endophytes sont capables de surmonter cette
réponse et de coloniser avec succes la plante, agissant comme un stimulant immunitaire ou une
vaccination naturelle (Hardoim et al., 2015). Les endophytes ont également la capacité de
synthétiser un large éventail de composés chimiques bioactifs que les plantes utilisent pour se
défendre contre les agents pathogénes (Nair & Padmavathy 2014). Les agents pathogénes peuvent
inciter les endophytes a synthétiser ces composes antimicrobiens. De plus, les endophytes ont une
influence sur le métabolisme secondaire de leur plante héte (Hardoim et al., 2015). Les produits
obtenus a partir de endophytes comprennent des antibiotiques, des immunosuppresseurs, des
agents anticancéreux, des antioxydants et d'autres substances biologiquement actives (Zhang et
al., 2006 ; Dutta et al., 2014). Ces composeés appartiennent a divers groupes structurels tels que les

terpénoides, les stéroides, les phénols, les coumarines et autres (Ludwig-Miiller, 2015).

1.3.4. Méthodes d’évaluations de I’activité antimicrobienne
Il existe différentes méthodes de détermination de ’activité antimicrobienne. Celles-ci sont

fonction de la nature du microorganisme.

1.3.4.1. Methodes de détermination des activités antibactériennes

Les protocoles permettant de déterminer la CMI apparaissent dans de nombreuses
recommandations : le Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Francgaise de Microbiologie (CA-
SFM) pour la France (Jehl, 2014) ; I’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (Kahlmeter et al., 2006) au niveau européen ; le Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) au niveau américain (CLSI, 2012). Les méthodes frequemment utilisées sont :

% la méthode en milieu gélosé

Dans cette méthode, la substance a tester est incorporée dans la gélose, avant que celle-ci
ne soit coulée dans les boites de Pétri. La gélose ne peut étre coulée qu’apres avoir été maintenue
en surfusion (entre 50 et 60°C). Lorsque cette gélose est prise en masse, il ne reste qu’a ensemencer
les bactéries, puis incuber a 35°C pendant 24h. La CMI ainsi obtenue s’observe a 1’ceil nu par

I’absence de croissance bactérienne a la surface de la boite de Pétri.
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% la méthode des disques
Actuellement, cette méthode est la plus connue et la plus utilisée, elle consiste en
I’ensemencement sur un milieu gélosé, dans une boite de Pétri, d’une suspension bactérienne. La
substance a tester est ensuite imprégnée sur un disque de cellulose, lui-méme déposé sur la boite
de Pétri. Durant I’incubation, la substance est alors censée diffuser dans la gélose (a la surface
et/ou dans la masse) ce qui créé un gradient de concentration dépendant de la substance.
% la méthode en milieu liquide
Elle peut se décliner en 2 techniques distinctes : soit en tube, appelée « macrométhode en
milieu liquide » ; soit en plaque de 96 puits (fond en « U »), appelée « microméthode en milieu
liquide >. Dans ces deux cas de figure, une gamme de concentrations de la substance a tester est

réalisée.

1.3.4.2. Les méthodes de détermination des activités antifongiques
Les méthodes frequemment utilisées sont : la méthode de confrontation directe et la
méthode de confrontation a distance.
% La méthode de confrontation directe
Encore appelée « technique des cultures opposées » ou « technique de double culture »,
cette technique consiste a placer, dans la méme boite de Pétri contenant un milieu de culture deux
pastilles gélosées (6mm de diamétre), 1’une portant 1’antagoniste et I’autre 1’agent pathogéne
(Fokkema, 1976). Les deux pastilles sont placées suivant un axe diamétral a une distance précise
et a équidistance du centre de la boite. Les repiquages sont effectués en méme temps. Le
pourcentage d’inhibition de croissance mycélienne du pathogéne par 1’antagoniste est calculé
aprés incubation suivant la formule de Korsten & De Jager (1995).
% La méthode de confrontation a distance
Le principe de cette méthode repose sur la technique utilisée par Comporta (1985). I
consiste a repiquer 1’antagoniste et le pathogéne dans deux boites de Pétri séparées ; par la suite,
un assemblage est réalisé par la superposition des deux boites, I’antagoniste en bas et le pathogéne
en haut. La jonction entre les deux boites est assurée par des couches de parafilm afin d’éviter
toute déperdition de substances volatiles. Le témoin est représenté par une boite contenant a la
face inférieure uniquement le milieu de culture et la face supérieur 1’agent pathogéne. Le
pourcentage d’inhibition de croissance mycélienne calculé aprés incubation suivant la formule de

Hmouni et al. (1996).
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L’¢tude a ét¢ menée dans la région du Centre Cameroun au campus de 1’Université de
Yaoundé 1. Yaoundé est la capitale du Cameroun avec une superficie de 180 km? et une population
d'environ 2,8 millions d'habitants. Il est situé a 3 ° 52 'N et 11 ° 32' E. La température moyenne
annuelle est de 23,5 °C et une pluviométrie de 1650 mm par an. Les analyses des échantillons ont
été effectuées au Laboratoire de Microbiologie des sols, Centre de Biotechnologie de Nkolbisson,
Université de Yaoundé I. Suivant une démarche méthodologique précise (Figure 14), I’étude

consistait & des travaux sur le terrain et des analyses au laboratoire.
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Expérience n°1 : Evaluation

des substrats sur la croissance

et la production des rhizomes

Expérience n°2 : Sélection des isolats efficients
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Production de Curcuma longa
biofertilisé sur terre humifere
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marqueurs de 1’oxydation des extraits

de Curcuma longa biofetilisés

Figure 14. Diagramme synoptique du protocole de recherche sur les endophytes du Curcuma

longa
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2.1. CADRE DE L’ETUDE

Situé en Afrique centrale, le Cameroun s’étend du golfe de Guinée au Lac Tchad, entre le
2° et le 13° de latitude nord et le 8° 30’ et le 16° 10’ de longitude Est. Le pays a une superficie de
475 650 km? avec une fagade maritime longue de 402 km. De forme triangulaire, sa longueur du
Nord au Sud est de 1400 km et sa largeur, d’Est en Ouest est d’environ 800 km au maximum. Il
est limité au Sud par le Congo, le Gabon, et I’Océan Atlantique, a 1’Ouest par le Nigeria, au Nord
par le lac Tchad, a I’Est par le Tchad et la République centrafricaine.

La densité de la population est 34 habitants/lkm?. Cette population est constituée
essentiellement de ruraux. Pour 2050, la projection de la population camerounaise est estimée a
approximativement 27 millions d’habitants. Malgré la richesse en ressources, la situation
alimentaire est tres préoccupante. Les statistiques issues de la deuxieme enquéte camerounaise
aupres des Ménages (ECAM I1) en 2001 font état de 57% de camerounais qui vivent au-dessous
du seuil de pauvreté (Ngo Nkot, 2009).

2.2. CARACTERISTIQUES DES SITES DE PRELEVEMENT DES SOLS

Les échantillons de sols utilisés pour le piégeage et la culture du Curcuma longa ont été
prélevés dans les 5 zones agroécologiques (Figure 15) du Cameroun suivant le protocole modifié
de Bougnom et al. (2020). L’échantillonnage s’est fait sur une superficie de 0,2 ha a une
profondeur comprise entre 3 et 20 cm. 100 kg de sols ont été prélevés aprés un quadrillage de la
superficie d’étude, sur tous les Sm des quatre cotés de la surface d’étude ainsi que sur les
diagonales pour un total de 30 prélévements. L’échantillonnage dans les 5 zones agroécologiques

a été réalisé dans le but de favoriser la biodiversité microbienne.
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Zone forestiére mono-modale

Superficie : 45 658 km?

Pluviométrie : 2 500 a 4 000 mm/an, régime monomodal

Sols : pentes volcaniques, sédiments d'origine rocheuse le long de la cote
Cultures : cacao, banane, plantain, huile de palme, gigembre, poivre)

Zone forestiére bi-modale

Superficie : 165 770 km?

Pluviométrie : 1 500 a 2 000 mm/an, 2 saisons humides distinctes
Sols : ferralitiques, acides, argileux, faible capacité de rétention des éléments nutritifs
Cultures : cacao, manioc, mais, huile de palme, ananas)

TCHAD

. Zone des hauts plateaux
Superficie : 31 192 km?
Pluviométrie : 1 500 a 2 000 mm/an, 180 jrs de pluie

Sols: tres fertiles et propices aux activités agricoles,
jeunes sur fortes pentes, lesivés dans les vieux plateaux,
horizon B d'illuviation dans dépressions fermées,
plateaux enrichis en matériaux volcaniques

Cultures : cacao, café, mais, haricot sec, pomme de terre, maraichage

EXTREME
NORD

Zone des hautes savanes
Superficie : 123 077 km?
Pluviométrie : 1 500 mm/an, 150 jrs de pluie
Sols : perméables, capacité de rétention d'eau moyenne,
sols ferralitiques bruns ou rouges et sols hydromorphes
Cultures :mil-sorgho, mais, igname, pomme de terre

Zone soudano-sahélienne

Superficie : 100 353 km?

Pluviométrie : 400 a 1 200 mm/an

Sols : grande diversité : ferrugineux, lessivés,
hydromorphes, alluvionaires, lithosols, vertisols etc.

Cultures : coton,mil-sorgho, niébé, oignon, sésame)

0 30 60 90 120 150km
r—r—rer1

NIGERIA

REPUBLIQUE
CENTRAFRICAINE

Océan

Atlantique

GUINEE
EQUATORIALE

Figure 15. Les cing zones agroécologiques du Cameroun (PNIA, 2014)
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2.2.1. Zone | ou zone soudano-sahélienne

Elle recouvre approximativement les régions du nord et de I'Extréme Nord, soit une
superficie de 10,2 millions d'hectares dont 0,56 million mis en culture. Le climat est caractérisé
par une pluviométrie de type monomodale de durée et d'intensité variables (de 400 a 1200 mm par
an du Nord au sud). Les températures varient dans le méme sens, avec des moyennes pouvant
atteindre 28°C a Garoua, tandis que les maximas sont de I'ordre de 40 & 45°C en avril. Les cultures
pratiquées sont le sorgho, le mil, le coton, le mais, le riz, I'arachide, le niébé et les cultures
maraicheres (Ngo Nkot, 2009). Les sols possédent une grande diversité.

Dans cette zone les sols ont été prélevés d’une part, a I’extréme-Nord dans le département
du Diamaré, arrondissement de Maroua 1%, précisément dans la localité de Djarengol (Dj) et
d’autre part, au Nord dans le département du Mayo-Rey, arrondissement de Touboro, Localité de

Touboro (Th). Ces sols provenaient de parcelles en jacheres aprés culture d’oignons.

2.2.2. Zone Il ou zone des hautes savanes guinéennes

Elle est comprise entre 5°42" a 8°36" de latitude nord, et 11°24" 4 14°36" de longitude Est.
Elle recouvre essentiellement la région de I'Adamaoua ainsi que la partie septentrionale des
départements du Mbam (région du Centre) et du Lom-et-Djerem (région de I'Est) sur une superficie
totale de 138 000 Km?. Elle représente 28% de la superficie du Cameroun et est constituée dans
sa grande partie par un vaste plateau d'altitudes comprises entre 900 et 1500 m, avec des sommets
atteignant 1800 m. Le climat est de type soudanien, tropical humide a deux saisons par an. La
pluviométrie moyenne annuelle est de I'ordre de 1500 mm, avec environ 150 jours de pluies. Du
fait de l'altitude, les températures sont modérées, avec des moyennes mensuelles de I'ordre de 20
a 26°C. Ici, les cultures destinées a I'alimentation humaine ou du bétail priment sur les cultures a
vocation commerciale. Ainsi, le mais constitue la principale culture dont I'adoption par une bonne
partie de la population a freiné la production du mil et du sorgho. On y cultive aussi l'arachide,
ainsi que les ignames (Ngo Nkot, 2009).

Dans cette zone le sol a été prélevé d’une parcelle en jachére aprés culture d’ignames dans
la région de I’Adamaoua, Département de la Vina, Arrondissement de Ngaoundéré 3™, Localité
de Bini (Bi).

2.2.3. Zone III ou zone des hauts plateaux de ’Ouest

La zone est comprise entre 4°54™ a 6°36" de latitude nord et 9°18™ a 11°24" de longitude
Est et couvre les régions de I'Ouest et du Nord-Ouest et représente une superficie totale de 3,1
millions d'hectares. Elle offre une grande diversité de reliefs : vers 1 240 m d'altitude s'étend le

plateau Bamoun ; le plateau Bamiléké qui va jusqu’au mont Bamboutos (2740 m) et vers 1800 m
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se situent les plateaux volcaniques de Bamenda. Le climat est de type "camerounien d'altitude”,
marqué par deux saisons d'inégales longueurs : une saison séche, plus marquée qu'en zone IV et
qui va de la mi-novembre a la mi-mars, et une saison des pluies qui dure de la mi-mars a la mi-
novembre. Les températures moyennes sont basses (19°C), et les pluies abondantes (1500-2000
mm) tombent suivant une configuration monomodale. Les paysages, caractéristiques de moyennes
montagnes, présentent par endroits une végetation de savane, des plateaux étages, des bassins
déprimés et des plaines traversées par des foréts-galeries. Toutes sortes de cultures y sont
pratiquées : caféier, théier, bananier, mais, arachide, riz, cultures maraichéres, etc. (Ngo NKkot,
2009).

Dans cette zone le sol provenant d’une parcelle en jachére aprés culture de haricot a été
prélevé dans la région de 1’Ouest, Département de la Menoua, Arrondissement de Dschang,

Localité de Dschang (Ds).

2.2.4. Zone 1V ou zone de foréts denses humides a pluviométrie monomodale

La zone est comprise entre 2°6" et 6°12" de latitude nord, et 8°48" et 10°30" de longitude
Est. Elle couvre les régions du Littoral et du Sud-Ouest, ainsi que la bordure c6tiére de la région
du Sud. Elle occupe une superficie de 4,5 millions d'hectares dont 282 000 (soit 6,3%) sont
cultivés. Le terrain, plat dans I'ensemble, comprend les pentes volcaniques du Mont Cameroun qui
culmine a 4095 m, les sédiments d'origine rocheuse le long de la cote. Le climat est de type
"camerounien”, tres humide et chaud, variante du climat équatorial. Les pluies sont abondantes,
en moyenne 2 500 a 4 000 mm, a I'exception de la localité de Debundscha considérée comme l'une
des régions les plus pluvieuses du monde, avec 11 000 mm d'eau par an qui tombent suivant un
régime pluviométrique monomodal avec une saison séche trés peu prononcée. La température
varie entre 22 et 29°C et I'hnumidité de I'air entre 85 et 90 %, d'ou le caractére lourd de I'atmospheére.
La zone regorge de grandes cultures d’exportation : caféier, cacao, théier, bananier et bananier
plantain, palmier a huile, hévéa, etc (Ngo Nkot, 2009).

Dans cette zone le sol été prélevé dans une parcelle en jachére apres culture de plantain
dans la région du Littoral, Département du Wouri, Arrondissement du Wouri 1, Localité de Lendi
(DI).

2.2.5. Zone V ou zone de foréts humides a pluviométrie bimodale

La zone est comprise entre 2°6" a 4°54"/5°48" de latitude nord et 10°30" a 16°12" de
longitude Est. Elle s'étend sur la majeure partie du plateau sud-camerounais entre 500 et 1000 m
d'altitude. Elle couvre les regions du Centre, du Sud et de I'Est, sur une superficie totale de 22,5

millions d'hectares. Chaud et humide, le climat est de type "guinéen”, avec des températures
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moyennes de 25°C et une pluviométrie de 1500-2000 mm par an, repartie en deux saisons humides
bien distinctes permettant deux cycles de cultures et un calendrier agricole étalé avec semis et
récoltes échelonneés. La végétation est composée de foréts denses semi-décidues et sempervirentes.
La pratique de la culture itinérante sur brdlis suivie de jacheres pour la restauration de la
productivité du sol est traditionnelle. 1l s'agit essentiellement de cultures perennes (cacao, caféier
robusta, divers arbres fruitiers), annuelles et pluriannuelles (bananier plantain, canne a sucre, mais,
tabac, cultures maraichéres, tubercules, etc) (Ngo Nkot, 2009).

Dans cette zone, les sols provenant de parcelles en jachére aprés culture de mais ont été
prélevés dans la région du Centre, le département de la Lekié, arrondissement d’Obala, Localité
de Nkometou (NK) ; dans la région du Sud, département de Mvila, arrondissement d’Ebolowa 1
(Eb), localité d’Azem et dans la région de I’Est, le département du Lom-et-Djérem, arrondissement
de Bertoua 1*' (Be), Localité de Nkolbikon 1.

Les différents types de sols rencontrés au Cameron suivant le systeme de classisification
de la FAO (Food and Agriculture Organization) sont donnés par la figure 16 (Temga et al., 2021).
Sur cette base, on note que les sols utilisés dans cette étude sont :

- des vetisols (Djarengol) et plinthosol (Touboro) pour la zone agroécologique I;
- des nitisols pour les zones agroécologiques Il (Bini) et 111 (Dschang) ;

- un régosol pour la zone agroécologique 1V ;

- des ferralsols pour la zone agroécologique V.

C’est dans la ville de Yaoundé qu’ont été réalisé les cultures de Curcuma longa. Le climat

de Yaoundé comporte quatre saisons d’inégale répartition dans I’année :
- une grande saison seche (décembre-février) ;
- Uune petite saison pluvieuse (mars-mai) ;
- une petite saison seche (juin-aodt) ;

- une grande saison pluvieuse (septembre-décembre).
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Figure 16. Carte du Cameroun montrant les différents types de sols (Temga et al., 2021).
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2.3. MATERIEL
2.3.1. Matériel végétal

Le Curcuma utilisé dans cette é¢tude est originaire de la région de I’Ouest précisément d’un
cultivateur de Sanchou. Il s’agit de I’espéce Curcuma longa ayant des rhizomes jaune orangé. La
semence de Curcuma longa se caractérise par des rhizomes de 3 a 5 eils (nceuds) d’environ 3 a 5

cm. C’est la variété la plus cultivée au Cameroun.

(A)

Figure 17. Rhizomes de Curcuma longa utilisés comme semences. (A) : non prégermé ; (B) :
prégermé (Cliché SONTSA-DONHOUNG, 2019)

2.3.2. Matériel microbien et engrais conventionnel
2.3.2.1. Souches pathogenes

Les souches pathogénes utilisées étaient constituées d’une bactérie pathogéne et de trois
champignons phytopathogenes provenant du Laboratoire de Phytoprotection et de Valorisation
des Ressources Végétales du centre de Biotechnologie de 1’Université de Yaounde 1. La bactérie
pathogene utilisée était Ralstonia solanacearum (RS) et les champignons étaient Pythium

myriotylum (PY), Fusarium oxysporum (FO) et Phytophthora megakarya (PM).

2.3.2.2. Inocula d’endophytes

Les inocula utilisés dans cette étude ont été produits a partir des isolats sélectionnés obtenus
des différents substrats de piégeage. Ces inocula ont été utilisés pour évaluer leur efficacité sur la
production de rhizomes et de curcumine chez Curcuma longa. Les inocula étaient constitués d’un

milieu de culture liquide pour endophytes (YMB + peptone) (Annexes 1 et 2) associé aux isolats.

2.3.2.3. Biofertilisant microbien
Le biofertilisant utilisé (Myco F) dans cette étude provient de la collection de la banque de
souches du Laboratoire de Microbiologie des sols du Centre de Biotechnologie de I’Université de

Yaoundé | et vulgarisé au GIC AGRIBIOCAM. Ce biofertilisant est constamment utilisé pour

e —
These rédigée par SONTSA-DONHOUNG Alain-Martial 56



I’inoculation en champ et pour les expérimentations en serre depuis plusieurs années (Nwaga et
al., 2013). Il est constitué de 4 souches sélectionnées de CMA : Gigaspora margarita,
Scutellospora gregaria, Glomus hoi et Rhizophagus intraradices cultivé sur le sorgho et concentré

a 22 spores/g.

2.3.2.4. Engrais chimique
L’engrais conventionnel utilisé dans cette étude est un engrais azoté simple, 1’'urée a 46%

d’azote.

g '

¥
£ ai’
>

Figure 19. Echantillon d’urée (Cliché SONTSA-DONHOUNG, 2019)

2.4, METHODES
2.4.1. Mise en évidence de ’effet des substrats sur la production de Curcuma longa
2.4.1.1. Echantillonnage et préparation du substrat d’étude
+«+ Echantillonnage des sols
L’expérimentation a ét¢ menée avec 8 sols collectés en aolt 2018 dans cing zones
agroécologiques du Cameroun : Djarengol (Dj) et Touboro (Tb) (zone 1) ; Bini (Bi) (zone 1),
Dschang (Ds) (zone 111), DI (zone 1V), Nkometou (NKk), Bertoua (Be), et Ebolowa (Eb) (zone V).
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Le sol de chaque site a été échantillonné au hasard (profondeur comprise entre 3 et 20 cm) a 30
emplacements différents d'environ 0,2 ha et mélangé pour former des échantilons composites.
Une fois au laboratoire, chaque échantillon de sol a été divisé en deux parties :
- la premiere partie fraiche a été tamisee et utilisée pour le piégeage et I’isolement des
endophytes ;
- la deuxiéme partie séchée a I’air et tamisée a 2 mm pour séparer les particules dont la
taille est supérieure a 2 mm. Ces echantillons de terres fines sont utilisés pour la

détermination des paramétres physico-chimiques

¢+ Préparation des substrats de piégeage et de culture
Au laboratoire, les sols et du sable grossier (provenant du fleuve Sanaga) ont éte étalés a
1’aide des pelles et des houes ; ensuite par triage manuel, les substrats ont été débarrassés de débris
(feuilles mortes et fibres). Apres, les échantillons des sols provenant de 8 régions et de sable ont
été tamisés. Enfin, les mélanges sols-sable ont été effectués suivant les teneurs en argiles des sols
(en fonction de la texture des sols). Les proportions 2 : 1 ont été utilisées pour les sols de Dj, Th
et Bi d’une part et d’autre part 3 : 1 pour les sols de Ds, DI, Be, Nk et Eb (Morton & Bentivenga,

1994). Le substrat est par la suite introduit dans des pots.

2.4.1.2. Analyse physico-chimique des sols

Les différents sols provenant des 5 zones agroécologiques utilisés pour la culture de
Curcuma longa ont été analysés pour la détermination du pH, du carbone organique total, de
’azote total, du phosphore assimilable, de la matiére organique totale et la taille des particules
élémentaires. Pour cela, 500 g d’échantillon séchés a I’air et tamisés a 2mm ont été conditionnés
etenvoyés a I’IITA pour des analyses. Les analyses ont été faites en utilisant les méthodes utilisees
a’'IITA (Day, 1953 ; Giroux & Audesse, 2004). La couleur de chaque sol a été déterminé a ’aide

du code Munsell.

2.4.1.3. Dispositif expérimental

Les différents substrats obtenus et introduits dans les pots ont été utilisés pour le piégeage
des endophytes et pour la culture du Curcuma longa suivant un dispositif en blocs non randomisés
(Figure 20). 1l est composé de 96 pots divisés en 8 lots de 12 pots qui représentent les traitements
contenant les échantillons des 8 sols des zones agroécologiques. Chaque pot comporte 3 plants de

Curcuma longa pour un total de 288 plants (Annexe 3).
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Figure 20. Dispositif expérimental | : piégeage des endophytes et production du Curcuma longa

sur 8 substrats des 5 zones agroécologiques du Cameroun.
Légende : Djarengol (Dj) ; Touboro (Tb), Bini (Bi), Dschang (Ds), Douala (DI), Nkometou (NK), Bertoua (Be) et
Ebolowa (Eb).

2.4.1.4. Extraction des spores de CMA

Les spores sont des organites solidaires dans le sol. Elles forment des agrégats dans le sol
ou elles sont organisées autour d’un plexus mycélien (Gerdemann & Trappe, 1974). Elles peuvent
permettre suivant leur couleur, leur taille et leur forme de différentier les CMA au niveau des
genres (Schenck & Perez, 1990). Les spores de tailles différentes ont été extraites selon le
protocole de Schenck & Perez (1990) qui consiste au tamisage et décantage d’une suspension de
sol a I’aide de tamis de mailles décroissantes.

Pour cela, Environ 100 g de chaque sol ont été pesés et introduits dans un bocal d’un litre ;
300 ml d’eau du robinet y ont été ajoutés. Le mélange a été homogénéisé vigoureusement (30 sec)
puis a été laissé a décanter pendant 15 sec. Le liquide a alors été versé au travers de tamis dont les
mailles sont comprises entre 0,2 mm, et 0,04 mm. Cette manceuvre a été répétée trois fois. Le
contenu de chaque tamis a été rincé jusqu’a éclaircissement de I’eau. Le surnageant de chaque

tamis a été transféré dans des boites de Pétri quadrillées de 69,4 cm? de diamétre et étiquetées.

2.4.1.5.Dénombrement des spores de CMA

Le nombre de spores a été évalué avant le semis (T in situ). Apres extraction simple, le
surnageant est versé dans une boite de Pétri de 69,4 cm? de surface. L’observation des spores a été
faite au stéreomicroscope (de marque Zeiss), aux grossissements 100 et 400. Les spores ont eté
comptées dans 10 carreaux contigus rangés en 2 groupes de 5 de surface totale 2,5 cm? (Figure
21).

e —
These rédigée par SONTSA-DONHOUNG Alain-Martial 59




Surface de la Zone de comptage (Sz)
(Sz=2.5 cm?)

N e— 2.5 cm?

. Ne=——————= 69.4 cm?

69,4 X n Z:) N = 27,76xn
N="—"5

n: nombre de spores dans Sz et N : nombre de spores dans Sb.

surface boite (Sb) N en spores/100g de sol. Lorsqu’on divise N/100, on obtient N
(Sb=69.4 cm?) en spores/g

Figure 21. Méthode de calcul du nombre de spores d’un échantillon aprés extraction.

2.4.1.6. Taux de colonisation racinaire

Les fragments de racines de 1 a 2 cm ont été récoltés dans chaque traitement 90 jours apres
le semis. lls ont ensuite été introduits dans des tubes a essai et traités selon la méthode de Kormanik
& Mc Graw (1982). La procédure était la suivante :

- découper puis laver les racines récoltées a 1’eau de robinet ;

- éclaircir le racines dans le KOH 10% pendant 30 min a 90 °C au bain-marie ;

- laver les racines 3 fois a 1’eau de robinet a intervalle de 1 min ;

- acidifier les racines dans du HCI 1% pendant 1h a température ambiante ;

- colorer les racines dans une solution de fuchsine acide 0,05% pendant 30 min ;

- vider la solution de coloration des tubes ;

- décolorer dans une solution d’acide lactique-glycérol-eau (4-1-1) pendant 24 heures au
moins.

Les fragments de racines colorés (30 fragments/traitement) sont montés parallélement sur
des lames et recouverts par de lamelles par groupe de 10 et observés au microscope aux
grossissements 100 et 400. Trois répétitions sont effectuées. La présence ou ’absence des
structures caractéristiques des mycorhizes (filaments mycéliens, spores, vésicules, arbuscules)

permet d’évaluer la fréquence de colonisation racinaire.

n

TC(%):[ N

Avec (n) le nombre de fragments racinaire observé possédant une ou plusieurs structure(s)

]><100

mycorhizienne (s) et (N) le nombre de fragments racinaires totales (10 fragments) se trouvant sur

le montage lame-lamelle.
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2.4.1.7. Collecte des paramétres de croissance et mesure de la production en rhizomes

Les différents paramétres qui ont été collectés étaient : le nombre de feuilles (NF), la
surface foliaire (SF), la hauteur de la tige (HT). Ces paramétres ont été évalués tous les 21 jours
de la sixieme semaine apres le semis, jusqu’a la récolte.

La production des rhizomes a été évaluée a la récolte avec une balance automatique. Pour

cela, 7 mois apres la culture, les rhizomes ont été récoltés et utilisés pour évaluer leur biomasse.

2.4.2. I1solement et caractérisation des endophytes locaux piégés de Curcuma longa
2.4.2.1. Isolement des bactéries et champignons endophytes

La connaissance des endophytes au Cameroun reste embryonnaire. L un des objectifs du
présent travail a été d’établir une collection d’endophytes. Le dispositif expérimental utilisé pour
piéger les endophytes était constitué de pots contenant environ 5 kg de substrats obtenus en
mélangeant les sols provenant des 5 zones agroécologiques du Cameroun a du sable (Figure 20).
Les racines de chaque traitement ont été prélevées séparément le 3™ mois de croissance pour

isoler les endophytes.

a) Echantillonnage
Les racines de Curcuma longa ont été prélevées de maniére aléatoire dans 6 pots/traitement
des cultures. Les racines ont été découpées en fragments de 0,5 a 1 cm pour I’isolement des

endophytes.

b) Stérilisation de surface des racines

La méthode la plus fréquemment utilisée pour détecter et quantifier les endophytes
implique I'isolement a partir de tissus végétaux hotes stérilisés en surface (Maroof et al., 2012).
L'isolement des endophytes a été réalisé dans des conditions aseptiques.

Les racines récoltées utilisées pour I'isolement ont d'abord suivi une stérilisation de surface
(Sun et al., 2008 ; Jasim et al., 2014). Les racines ont d'abord été rincées plusieurs fois sous I'eau
courante du robinet pour enlever les débris et les particules minérales associées puis, découpées
en petits segments (0,5a 1 cm).

La stérilisation de surface a été effectuée en rincant séquentiellement le matériel végétal
avec de I'éthanol a 80° (C2HsOH) pendant 3 minutes, puis avec de I'hypochlorite de sodium de 4%
pendant 2-3 minutes, ensuite le matériel vegétal a éte rincé par de I'eau distillée stérile et traité
avec de l'alcool 75° pendant 1 minute, suivi de 8-10 rincages successifs avec de I'eau distillee
stérile. Les racines ont ensuite été séchées entre les plis des papiers filtres stériles.

L'efficacité de la stérilisation de surface des échantillons a été vérifiée. Pour cela, 0,1 ml

de la derniére eau distillée de ringage a été étalée sur des boites de Pétri contenant les géloses PDA
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et YEMA (Annexe 1). L'absence de bactéries et de champignons, apres 6 jours d'incubation était
prise pour confirmer I’efficacité de la stérilisation de surface et les microorganismes isolés étaient

considérés comme endophytes (Jasim et al., 2014 ; Deshmukh et al., 2018).

c) Les milieux de cultures

Différents milieux de culture ont été utilisés pour réaliser les isolements. Les milieux :
Potatoes Dextrose Agar (PDA) ; King-B, Glucose levure extrait de malt (GLM) ; Sucrose Glucose
Agar (SGA) ; Curcuma Agar (CA) ; Soil Extract Agar (EA) et Curcuma Soil Extract Agar (CEA)
(Annexe 1).

d) Isolement des endophytes

Apres le séchage approprié, les endophytes ont été isolés suivant la méthode des fragments
remaniée décrite par Deshmukh et al. (2018). Pour cela, les racines découpées ont été placees sur
différents milieux de culture soit King-B, GLM et SGA d’une part et d’autre part, sur le PDA pour
favoriser respectivement la croissance des bactéries endophytes et celles des champignons
endophytes sous la hotte. Les milieux CA, EA et CEA ont été utilisés pour isoler aussi bien les
champignons que les bactéries endophytes. De plus, les boites de Pétri ont été incubées a 28 °C au
+ 2°C pendant 1 semaine jusqu'a I'observation de la croissance fongique. Les boites de Pétri ont
été régulierement contr6lées pour détecter toute croissance microbienne. Les colonies
d’endophytes entourant la section tissulaire ont été prélevées et striées sur YEMA et PDA pour la

sélection de clone bactérien et fongique respectivement (Sun et al., 2008).

e) Purification des endophytes

La purification d'endophytes a partir d'une population mixte d'endophytes isolés a été
effectuée de maniere a obtenir des isolats purs. Celle-ci a consisté a réaliser des stries sur milieu
géloseé nutritif soit YEMA pour les bactéries endophytes et PDA pour les champignons endophytes
(Sun et al., 2008). Les boites de Pétri ont ensuite été incubées a 28°C durant 24 heures pour les

bactéries endophytes et pendant une semaine pour les champignons endophytes.

f) Maintien des endophytes

Les isolats d’endophytes purifiés ont été repiqués dans des boites de Pétri contenant du
PDA pour les champignons endophytes et du YEMA pour les bactéries endophytes, puis ont été
maintenus a 4 °C jusqu'a leur utilisation ultérieure (Maroof et al., 2012). Un rappel de
réensemencement a été exécute tous les trois mois.

Les endophytes ont été conservés (4°C) dans le milieu Nutrient broth + glycérol (Annexe

1) pour une longue durée.
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2.4.2.2. Caractérisation des isolats d’endophytes

Dans ce travail, toutes les expérimentations ont éte réalisées en triplicata.

a) Parameétres physiologiques
¢ Tolérance a I’aluminium
Les isolats ont été controlés pour la tolérance a I’aluminium a différentes concentrations.
Les cultures fraiches ont été striées sur milieux YEMA et PDA contenant 50 mM, 75 mM et 100
mM d’AI¥*. Aprés 48 h d'incubation & 28 + 2°C pour les bactéries et 2 semaines pour les
champignons, les résultats étaient notés comme une croissance positive ou négative (Ngo Nkot,
2009).
% Tolérance a la salinité
Les isolats ont été contrdlés pour la tolérance au sel a différentes concentrations. Les
cultures fraiches ont été striées sur un milieu YEMA et PDA contenant 7,5%, 10% et 15% de
NaCl. Aprés 48 h d'incubation a 28 + 2°C pour les bactéries et 2 semaines pour les champignons,

les résultats étaient notés comme une croissance positive ou négative (Kumar et al., 2016).

% Tolérance a P’acidité
Les isolats ont été contrdlés pour la tolérance a I’acidité des sols a divers pH. Les cultures
fraiches ont été striées sur un milieu YEMA (pH 3,4,5,6) et PDA (pH 3, 4, 5 et 6). Aprés 48 h
d'incubation pour les bactéries et 2 semaines pour les champignons a 28 + 2°C, les résultats étaient

notés comme une croissance positive ou négative.

b) Parametres macroscopiques et microscopiques

L’analyse macroscopique consistait a étudier la couleur, I’aspect, la taille, le temps de
croissance, 1’odeur, la marge et la pigmentation des colonies suivant la norme microbiologique
(Smibert & Krieg 1994 ; Sneath, 2001).

L’analyse microscopique consistait a réaliser d une part, la coloration au bleu de méthylene
et d’autre part, la coloration de Gram.

% Coloration au bleu de méthyléne

Les caractéristiques microscopiques des champignons retenus ont été obtenus apres
coloration au bleu de méthyléne. Les lames étaient préalablement nettoyées au bleu de méthyléne,
’alcool éthylique et a I’eau distillée stérile. Une goutte de bleu de methylene (0,05%) a été deposee
sur la lame puis on a étalé la moisissure sur la lame a 1’aide d’une anse ; ensuite on a recouvert

avec la lamelle et enfin, les échantillons étaient préts pour 1’observation microscopique.
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% Coloration de Gram
La coloration de Gram est 1’une des méthodes de coloration la plus utilisée en bactériologie.
Elle permet de diviser les bactéries en deux classes : Gram- et Gram+. Le frottis est réalisé en
couche mince dans une goutte d’eau distillée sous la hotte et la coloration a été faite suivant la
méthode décrite par Harold (2002).

¢) ldentifications biochimiques
¢ Activité catalase des endophytes
Pour mesurer ’activité catalase, une culture fraiche d’endophyte a été introduite dans une
boite, I’addition d’une goutte d’eau oxygénée (3 %) a provoqué une effervescence qui se traduira
par une formation des petites bulles de CO> (Figure 22) (Aneja, 2006 ; Ullah et al., 2018).

Figure 22. Activité catalase des endophytes. (a) Absence
d’effervescence; (b) Présence d’effervéscence (Cliché
SONTSA-DONHOUNG, 2020).

s Activité protéase des endophytes
Pour mesurer l'activité protéase, des cultures fraiches d'isolats ont été placées au centre du
milieu SMA (Annexe 1) et incubées pendant 2-5 jours. La présence de halos incolores autour des
colonies étaient indicatives de la production de protéase (Figure 23). (Chaiharn et al., 2008 ; Ullah
etal., 2018).

. ©

Figure 23. Test de production de protéase des
endophytes (Cliché SONTSA-DONHOUNG, 2020)

®,

% Activité cellulase des endophytes

Pour mesurer l'activité cellulase, des cultures fraiches d'isolats ont été placées au centre
d’une boite de Pétri contenant du milieu CMC agar (Annexe 1) (Ariffin et al., 2006). A la fin de
I'incubation, le milieu a été inondé avec une solution aqueuse de rouge Congo (1% p/v) pendant

15 min. La solution de rouge Congo a ensuite été deversee et les boites de Pétri ont été ensuite
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traitées par immersion avec du NaCl 1 M pendant 15 min. La formation d'une zone claire

d'hydrolyse indique une dégradation de la cellulose (Figure 24).

Figure 24. Test de production de cellulase (Gurjot, 2016).

¢ Activité amylase des endophytes
La méthodologie utilisée a été décrite par Hankin & Anagnostakis (1975). Les isolats ont
été inoculés dans de la gélose nutritive (NA) avec 0,2 % d'amidon soluble (Annexe 1). Apres
incubation, les cultures ont été traitées sous une solution d'iode, ce qui a permis la visualisation de
halos clairs autour des colonies.
¢ Activité uréase des endophytes
L’uréase catalyse la réaction de transformation de 1’urée en carbonate d’ammonium, qui
est responsable de I’alcanisation du milieu (Dellarras, 2007).
Les isolats ont été cultivés sur milieux YEMA et PDA contenant 0,2 g/l d’urée et 0,012 g/l
de rouge de phénol comme indicateur de pH (Jarvis & Mishkin, 1977). L’apparition d’une
coloration rouge traduit 1’activité uréase de I’isolat aprés 48h d’incubation a 28 °C pour les

bactéries et 2 semaines pour les champignons (Figure 25).

Figure 25. Activité uréase des endophytes bactériens
(Cliché SONTSA-DONHOUNG, 2020).

¢ Utilisation de substrats carboneés
La mise en évidence de la capacité de différents isolats bactériens a utiliser différents
substrats comme source de carbone a été realisée sur milieu YEMA modifie en remplacant le
mannitol par le substrat a tester et 1’extrait de levure par le KNO3z. Du rouge de phénol a été ajouté
au milieu comme indicateur coloré. Les sucres utilisés ont été : maltose, sucrose et glucose. Apres
ensemencement du milieu par la méthode de touche, les tubes sont incubés a 28°C pendant 48h,

le virage du rouge au jaune indique 1’utilisation du sucre correspondant (Figure 26).
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Figure 26. Utilisation des substrats carbonés des endophytes
bactériens (Cliché SONTSA-DONHOUNG, 2020).

d) Parametres favorisant la croissance des plantes
¢ Production d’ACC désaminase
La production d'ACC désaminase des isolats d’endophytes a été criblée en utilisant les
méthodes décrites par Jasim et al. (2013). Pour cela, les isolats ont été inoculés sur milieu minimal
sels DF modifié avec 0,2% de sulfate d'ammonium (p/v) (Annexe 1). La croissance d’un isolat

dans ce milieu apres 2-5 jours d'incubation a été considéré comme un résultat positif (Figure 27).

Figure 27. Test de production d’ACC désaminase
(Cliché SONTSA-DONHOUNG, 2020).

% Production d’acide 3-indole acétique
Les isolats présélectionnés ont été cultivés dans le milieu eau peptonée (Annexe 1) et
réparties dans des tubes a essais stériles. Les tubes ainsi ensemencés ont été incubés a 30°C pendant
14 jours. Pour la révélation, quelques gouttes de réactif de Kovacs ont été versés. Le
développement d’un anneau rouge en surface dans les tubes indiquait la présence d’indole (Figure

28) (Marchal et al., 1982).

Figure 28. Test de production d’indole. (a) Test négatif (b)
Test positif d’un endophyte (Cliché SONTSA-DONHOUNG,
2020).

¢+ Solubilisation du phosphore
L’habilité des endophytes a solubiliser le phosphore a été déterminée sur le milieu NBRIP.

Les isolats ont été ensemenceés sur le milieu NBRIP (Annexe 1) complété avec du Caz(PO4) comme
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seule source de phosphate inorganique et additionné a 2,4 mg/mL de bleu de bromophénol et
incubés pendant 3 jours a 28 £2°C. Le développement d’un halo clair autour des isolats a montré
leur activité positive de solubilisation du phosphore en raison de l'utilisation du phosphate

tricalcique présent dans le milieu (Figure 29) (Kumar et al., 2016). L’indice de solubilisation (IS)

des endophytes a été déterminé suivant la formule (Maimouna, 2017) : IS = % = (Z + n)/n Avec

Z halo de solubilisation et n diamétre de la colonie.

Figure 29. Solubilisation du phosphore par un endophyte bactérien (Cliché SONTSA-
DONHOUNG, 2020).

+ Fixation de I’azote atmosphérique
La capacité des isolats a fixer 1’azote a ¢été évaluée sur milieu NFM (Annexe 1)
(Doebereiner, 1994). Une colonie de chaque isolat et une souche d’Escherichia coli ont été mises
en culture sur NFM. Aprés incubations et apparition des colonies, les colonies résultantes ont été
repiquées sur NFM additionnées au NH4Cl1 pour confirmer 1’habileté des isolats a fixer 1’azote

(Figure 30). Les boftes de Pétri ont été incubées a 28 °C pendant 7 jours.

Figure 30. Test de fixation de 1’azote par les endophytes bactériens. (a) Aucune croissance
d’Escherichia coli (b) Croissances des isolats (Cliché SONTSA-DONHOUNG, 2020).
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¢ Production d’ammoniac
Les isolats ont été mis en culture dans de 1’eau peptonée et incubés 48h pour les bactéries
et 5 jours pour les champignons a 30°C pour déterminer leur potentiel a produire I’ammoniac. Par
la suite, le réactif de Nesseler a été ajouté. Le développement d’une couleur jaune a indiqué une

activité positive (Figure 31) (Marques et al., 2010).

Figure 31. Test de production d’ammoniac. (a) Test négatif (b) Test positif d’un endophyte
fongique (c) Test positif d’un endophyte bactérien (Cliché SONTSA-DONHOUNG, 2020).

e) Essais d’identification
+ Indentification bactérienne
Les tests biochimiques standards ont été réalisés sur les différents isolats. Ces tests ont été

utilisés pour I’identification des endophytes bactériens tel que décrit par Aneja (2006).

+ ldentification des champignons
L’identification des isolats fongiques reposait sur différents criteres : morphologie de la
culture ou des hyphes, caractéristiques des spores et structures de reproduction, si les
caractéristiques étaient discernables a I’aide de bleu de méthyléne. Pour cela, les clés

d’identifications de Watanabe (2002, 2010) ont été utilisées.

2.4.3. Evaluation de ’effet des endophytes sur la croissance, la production de rhizomes de
Curcuma longa et de curcumine
2.4.3.1. Constitution du substrat d’étude

Le substrat a été constitué de la terre humifere de forét des environs de Yaoundé et du sable
grossier (provenant du fleuve Sanaga). Le sable et la terre ont été préalablement tamisés
séparément avec un tamis de maille 2 mm. La terre et le sable tamisés ont été mélangés a une
proportion 3 :1 (Morton & Bentivenga, 1994). L’ajout de sable grossier permet d’alléger la texture
et d’obtenir un substrat avec une bonne aération, un bon drainage, une bonne permeabilité. Aprés
Le substrat a par la suite été introduit dans des pots. L’ensemble a été refroidi durant 3 jours avant

semis. Les caractéristiques physico-chimiques du substrat ont eté déterminées (Tableau V).
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Tableau IV. Propriétés physico-chimiques de la terre humifére de forét des environs de Yaoundé

Texture (%)

Sable 51
Limon 19,5
Argile 29,5
pHe 45
Matieres organiques

C organique (%) 2,8
Matiére Organique (%) 4,8
N total (g/kg) 1,0
CIN 27
Cations échangeables en meq/100g

Ca? 3,56
Mg? 1,6
K* 1,3
Na* 0,2
Somme des bases 6,62
Capacité d'échange cationique en meqg/100g

CECpH7 15,36
Saturation bases (%) 43
Phosphore assimilable

Bray Il (mg/kg) 8,66
Soufre (mg/kg) 0,00

2.4.3.2. Dispositif expérimental

Le substrat obtenu a partir de la terre humifére de forét a été utilisé pour tester 1’effet des

endophytes sur la production de rhizomes et de curcumine chez Curcuma longa suivant un

dispositif en blocs non randomisés (Figure 32). Le dispositif expérimental comprenait une variété

de Curcuma longa, 1 témoin, 26 inocula microbiens et 1 traitement urée avec 16 plants par

traitement. Les différents traitements ont été :(T) témoin sans inoculation ; (MSP) traitement

comportant une souche dit solubilisant le phosphore ; (BFA) traitement comportant une souche dit

fixant l’azote; (T1 & T23) traitements contenant différents isolats bactériens/fongiques

sélectionnés ; (CMA) traitement avec Myco F et (Urée) traitement avec urée.
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Figure 32. Dispositif expérimental Il : interaction entre les endophytes et le Curcuma longa sur

sol stérilisé de terre humifére de forét

2.4.3.3. Préparation des inocula microbiens

a) Préparation des inocula bactériens

4 a 6 colonies par isolat bactérien sélectionné pour I’inoculation des plantes ont été
prélevées a la périphérie de colonies fraiches qui ont poussées dans le milieu de culture. Chaque
isolat a été cultivé a température ambiante sous agitation dans un erlenmeyer de 250 ml contenant
100 ml de milieu liquide YMB additionné a la peptone en absence de lumiere pendant 48h (Annexe
2). 1ml de la dilution 10 est prélevé aseptiquement et mis dans 9 ml d’eau physiologique stérile
donnant ainsi la dilution 102 qui est agitée avant de prélever 1 ml que I’on ajoute 4 9 ml d’eau
physiologique stérile et ainsi de suite jusqu’a la dilution 102, 0,1ml a été prélevé a partir de chaque

e —
These rédigée par SONTSA-DONHOUNG Alain-Martial 70




dilution, en opérant de la dilution 10® a la dilution 10, et ensemencé sur de ’agar nutritif (Annexe
1) a’aide d’une pipette coudée stérile. Les boites de Pétri ont été incubées a 28°C pendant 3 jours.
Les colonies bactériennes ont été comptées et le nombre d'unités de formation de colonies (UFC)

par ml a été déterminée suivant la formule (Rapilly, 1968) :

_ X colonies X Fd1
" Vml x (n1 + 0,1n2)

N : Nombre d'UFC/mL ; Xcolonies : Somme des colonies des boites interprétables ; V :

Volume de solution déposée (0,1ml) ; n1 : Nombre de boites considéré a la premiere dilution
retenue ; n2 : Nombre de boites consideré a la seconde dilution retenue ; Fd1 : Facteur de la
premiére dilution retenue

Le comptage des colonies a permis de déterminer la concentration moyenne des inocula de
1,7 x 108 UFC / ml.

b) Préparation des inocula fongiques

Les pastilles mycéliennes utilisées pour 1’inoculation des plantes ont eté prélevées a la
périphérie de moisissures agées de 4 a 7 jours sur PDA. Pour I’obtention des zoospores, les isolats
ont été cultivés pendant 7 jours sous lumiere diffuse naturelle, a température ambiante, sur milieu
nutritif gélosé ; les moisissures ont ensuite été couvertes d’eau distillée stérile pendant 3 jours
avant d’étre placées a 4°C pendant 1 heure afin que les sporocystes libérent de grandes quantités
de zoospores (Allagui & Lepoivre, 1996).

Le nombre de zoospores a été ajusté pour obtenir une concentration de 108 spores/ml pour
chaque inoculum fongique par comptage en boites de Pétri tel que décrit par Rapilly (1968).

2.4.3.4. Désinfection et semis des rhizomes

La mise en culture des rhizomes a suivi au préalable le protocole de désinfection des
rhizomes qui a consisté a éliminer les impuretés sur les semences par lavage des rhizomes a 1’eau
du robinet a deux reprises, I’immersion des rhizomes dans 1’hypochlorite de sodium (0,5%) dilué
pendant 5 min, ensuite le ringage a deux reprises par 1’eau distillée stérile, enfin par I’immersion
dans I’éthanol a 70° pendant 1 min, et un ringage a deux reprises a I’aide d’eau distillée stérile
(Sarangthem & Momota, 2012).

Aprés désinfection, les rhizomes ont été semés a 20 cm de profondeur chacun. Chaque pot

comportait 2 rhizomes distants de 2 cm.
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2.4.3.5. Inoculation des isolats microbiens et conduite de la culture

L’urée et Myco F ont été apportés en doses de 3 et 5g/poquet respectivement. Les inocula
ont été apportées en doses de 15 ml/poquet. Les doses ont été apportés a 6 semaines (stade de 2 a
3 feuilles) et a 14 semaines. Chaque pot comportait 2 plants de Curcuma longa pour un total de
448 plants (Annexe 4). L’ensemble de 1’expérimentation a été arrosé 2 fois par semaine jusqu’a la

fin de la phase végétative (5 mois). Puis, une fois par semaine jusqu’a la récolte.

2.4.3.6. Collecte de données
a) Parametres de croissance
Au cours de cette expérimentation qui va du semis jusqu'au 8™ mois, les paramétres
suivants ont été évalués : le nombre de feuilles (NF) ; le diamétre au collet (DC) et la surface
foliaire (SF). La mesure de ces parameétres sur les plants a été prise chaque 3 semaines a partir du
premier mois apres le semis jusqu’a la récolte. Aprés la récolte (8° mois), la production de rhizomes
de Curcuma longa été évaluée dans le but d’identifier les endophytes présentant un intérét

agronomique.

b) Extraction et dosage de la curcumine
La curcumine est I’un des composés phénoliques responsables de la couleur jaune du
Curcuma longa et qui absorbe la lumiére a une longueur d’onde de 424 nm.
¢+ Production de la poudre de Curcuma longa
Les rhizomes frais ont été nettoyés, lavés avec de I'eau distillée, tranchés et séchés a 80°C
al’étuve pendant 48 heures. Les rhizomes secs ont été réduits en poudre par un moulin électronique
de marque BEEM (Elements of life style) (Yamawaki et al., 2013).
¢ Préparation d'une gamme étalon a partir d’une solution standard de curcumine
pour la spectroscopie UV visible
La curcumine (20 mg) (Annexe 4) a été pesée avec précision et transférée dans une fiole
jaugée de 100 mL. Du méthanol (50 mL) a été ajouté pour obtenir une concentration de 400 g /
mL de solution mére. A partir de la solution mére des dilutions ont été effectuées tel que décrit par

Prasad et al. (2018) suivant la formule :
Cm : concentration de la solution mére

Cm x Vm =Cf x Vf Vm : volume de la solution mére
Cf : concentration de la solution fille
VT : volume de la solution fille
Ainsi, de la solution mere, 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125, 0,15; 0,175; 0,2 mL de

solutions ont été prélevés et dilués a 10 mL avec du méthanol pour obtenir des concentrations de
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1,2,3,4,5, 6,7, 8 ng / mL respectivement. Les densités optiques (DO) ont été lues a 424 nm
(Prasad et al., 2018). La courbe d'étalonnage de la curcumine a ensuite été tracée avec I'absorbance

sur lI'axe des y et la concentration de la curcumine sur l'axe des x.

1,2
y = 0,0966x + 0,2154
1 R?=0,9837 o
e
08 °
€
£ °
S 06 o
e o
0,4 o
e
0,2
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

[Curcumine] pg/ ml)

Figure 33. Courbe d’étalonnage de la curcumine

«+ Préparation de la solution d'essai pour la spectroscopie UV visible

5 mg de poudre de Curcuma longa a éte pesé et transféré dans une fiole jaugée de 20 ml.
Du méthanol a été ajouté jusqu'a la marque et la solution résultante a été utilisée pour I'analyse
apres 3 jours de macération sous agitation suivie d’une filtration (Annexe 4). La lecture des DO
de la solution résultante a été effectuée a 424 nm.

¢ Expression des résultats

La quantité de curcumine de chaque échantillon a été determinée en se référant a la courbe
d’étalonnage de la curcumine (Figure 33) par projection des absorbances des essais sur la droite
d’étalonnage.

La réponse a I’inoculation des endophytes (Pourcentage d’augmentation) pour le
rendement en rhizome et la teneur en curcumine a été calculée suivant la formule suivante :

Valeur du traité — valeur du témoin

Augmentation = ( > x 100

valeur du témoin

2.4.4. Détermination des activites antimicrobiennes des endophytes et antioxydantes des
extraits de Curcuma longa
2.4.4.1. Préparation des extraits de rhizome de Curcuma longa

5 mg de poudre de Curcuma longa a été pesé et transféré dans une fiole jaugée de 50 ml.
Du methanol a été ajouté jusqu'a la marque et la solution résultante a été utilisée pour I'analyse

aprés 3 jours de macération sous agitation suivie d’une filtration.
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2.4.4.2. Préparation des microorganismes test
La bactérie pathogene a été mise a croitre dans du nutrient broth (NB) (Annexe 1) pendant
2 & 8 heures a 37 °C, ensuite sa turbidité a été ajustée a 1’aide du standard 0.5 Mc Farland pour

obtenir une turbidité équivalente & 108 UFC/ml (Chareprasert et al., 2006).

2.4.4.3. Activités antimicrobiennes des endophytes sélectionnés

La détermination de I'antagonisme a été réalisée sur CtMA (Annexe 1) par la méthode de
double culture (Fokkema, 1976). Pour tester les bactéries antagonistes, un disque de gelose
mycélium de 5 mm provenant de cultures de pathogenes a été placé dans une boite de Pétri. Les
boites de Pétri ont été incubées a 25°C pendant 24 h. Les isolats bactériens ont ensuite été striés a
2,5 cm chacun du disque pathogene dans la méme boite de Pétri. Pour tester les champignons
antagonistes, un disque de gélose mycélium a été placé a 4,5 cm du disque pathogéne dans la méme
boite de Pétri. Les cultures appariées ont été incubées a 25°C pendant 7 jours. Des boites de Pétri
inoculées uniquement avec des pathogénes ont servi de témoins. Le pourcentage d'inhibition de

croissance (PIC) a été calculé en utilisant la formule (Korsten & De Jager, 1995) :

x 100

PIC (%) =

ou C représente la distance du point d'inoculation a la marge de la colonie sur les boites de Pétri
de contrdle et T la distance de la croissance fongique du point d'inoculation a la marge de la colonie
sur les boites de Pétri traitées dans la direction de I'antagoniste

Le PIC a été classé sur une échelle de 0 a 4, ou 0 = aucune inhibition de croissance ; 1 = 1-
25% d'inhibition de croissance ; 2 = 26 a 50% d'inhibition de la croissance ; 3 = 51 & 75%
d'inhibition de la croissance ; 4 = 76-100% d'inhibition de la croissance. La zone d'inhibition a été
enregistrée comme la distance entre le pathogéne fongique et la zone de croissance de lI'antagoniste
apres 7 jours.

Pour le pathogéne bactérien Ralstonia solanacearum, nous avons suivi les méthodes
décrites par Grange & Davery (1990) reprise par Chen et al. (2013). Brievement, 10 ml de la
suspension Ralstonia solanacearum (108 UFC/mI) ont été ajoutés dans du milieu YGPA (250 ml)
(Annexe 1) pour une concentration finale de 4x10° UFC/mI. Le mélange a été versé dans des boites
de Pétri (20 ml/boite de Pétri). 10 pl d’isolats (10 UFC/mI) ont été déposés sur des disques stériles
de 9 mm a I’intérieur des boites de Pétri YGPA contenant Ralstonia solanacearum. Les boites de
Pétri ont été incubées a 28°C pendant 72 heures et le diamétre du halo clair entourant le filtre a été

mesuré. Les boites de Pétri contenant uniqguement le pathogene servaient de témoins.
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2.4.4.4. Activités antioxydantes du Curcuma longa biofertilisé

a) Dosage des thiols totaux (TT)

La détermination des teneurs en TT s’est faite selon la méthode décrite par Sedlak et
Lindsay (1968). Les thiols réduits (groupements sulfhydriles-RSH) réagissent avec le DTNB
(acide dinitro-2,2’-dithio-5,5-dibenzoique) pour former quantitativement un compose de couleur
jaune, dont la teneur peut étre mesurée dans le domaine du visible a A =412 nm.

% Extraction

A 1 g de chaque échantillon de poudre de Curcuma longa, a été ajouté 10 ml de solution
de tampon Tris-EDTA 0,02 M, pH 8,2. Le mélange a été agité et centrifuge a 10 000 g a 4 °C
pendant 10 min. Le surnageant a été utilisé pour la détermination des teneursen TT.

% Mode opératoire

2 mL du surnageant ont été prélevés et transférés dans un tube dans lequel ont été rajoutés
4 mL de tampon Tris-EDTA 0,02 M, (pH 8,2) et 0,1 mL de DTNB 0,01 M. Le DTNB en absence
d’échantillon a été utilisé comme contrOle négatif et le tampon Tris-EDTA 0,02 M, pH 8,2 comme
blanc. Apres agitation, les tubes ont été incubés a température ambiante pendant 5 min. La lecture
a été effectuée par la mesure de I’absorbance a 412 nm.

¢+ Calcul et expression des résultats

Les concentrations en thiols exprimées en pumol/g ont été calculées en utilisant le

coefficient d’extinction de 13,100 selon la formule :
A
CO (pmol/g) = ExD

Co = concentration, A = absorbance a 412 nm, £ = coefficient d’extinction (13,100 M*.cm™), D =

facteur de dilution.

b) Détermination de la teneur en glutathion réduit (GSH)

Le DTNB réagit avec les groupements thiols (-SH) du glutathion et forme un complexe de
coloration jaune dont I’absorption est maximale a 412 nm (Ellman, 1959).

X Préparation du tampon tris-HCI (50 mM ; pH 7,4)

Pour la préparation de ce tampon, 1,21 g de tris base (NaHPO4) et 2,79 g de chlorure de
potassium (KCI) ont été dissouts dans de 1’eau distillée pour un volume total de 250 mL. Le pH a
été ajusté a 7,4 par ajout d’acide chlorhydrique (HCI1) 11,8 N et le volume a été complété a 500
mL avec de I’eau distillée.

X Préparation du tampon phosphate (0,1 M ; pH 6,5)

Le tampon phosphate a été préparé en faisant dissoudre 8,9 g de phosphate disodique
hydraté (Na2HPOj4 ; H20) dans de I’eau distillée pour un volume total de 500 mL (solution A). 6,5
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g de phosphate monosodique hydraté (NaH2POs ; H20) ont été dissous dans 250 mL d’eau
distillée, puis le volume a été complété a 500 avec de I’eau distillée (solution B). Le pH de la
solution B a été ajusté a 6,5 avec la solution A.

¢ Préparation de I’homogénat

2 ml d’acide sulfosalicylique ont été ajoutés a I’extrait méthanolique de Curcuma longa
biofertilisé. Le mélange obtenu a été utilisé comme homogénat.

L’acide sulfosalicylique est ajouté pour son effet protecteur sur la stabilité des molécules

¢ Préparation du réactif de Ellman

Pour la préparation du réactif d’Ellman, 5 mg de DTNB ont été dissous dans du tampon
phosphate (0,1 M ; pH 6,5) pour un volume final de 250 mL.

%+ Mode opératoire

Le tableau 5 présente le protocole de dosage colorimétrique du GSH.

Tableau V. Protocole de dosage du glutathion réduit

Blanc réactif Echantillons
Tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7,4/ tampon Mc-Even 100
(L)
Homogénat (uL) 100
Réactif de Ellman (uL) 1500 1500

Les tubes ont été agités et incubés pendant 60 minutes a température ambiante et les
absorbances des échantillons ont été lues contre le blanc a 412 nm.

% Expression des résultats

La concentration en GSH dans chaque échantillon a été déterminée par la formule

ADO
eEXLXm

suivante : [¢SH] (umol/g) =

[GSH] = Concentration de GSH (umol/g de poudre) ; ADO = DO essai - DO blanc ; L = Trajet
optique (1 cm) ; € = Coefficient d’extinction molaire (13,100 Mt.cm™) ; m = Masse de poudre (g).

c) Détermination des teneurs en caroténoides (CAR)

Les caroténoides sont des pigments dont la couleur résulte de la présence dans leur
structure d’une séquence multiple de doubles liaisons qui absorbent la lumicre entre 440 et
490 nm. lls ont été déterminés suivant la méthode de Kimura & Rodriguez-Amaya (2004).

+«¢ Extraction a I’acétone
Environ 0,5 g d’échantillon a été homogénéisé a 3 mL d’acétone froide pendant 1 min et

filtré, ’opération a été répétée jusqu’a ce que I’acétone ne soit plus coloree.

e —
These rédigée par SONTSA-DONHOUNG Alain-Martial 76




¢ Partition a I’éther de pétrole
10 mL d’éther de pétrole ont été introduits dans I’ampoule a décanter de 500 mL avec un
robinet en téflon ensuite les extraits acétoniques y ont été ajoutés. Puis 75 mL d’cau distillée ont
été ajoutés lentement en laissant couler le long des parois de 1’entonnoir (pour éviter la formation
d’une émulsion, si une émulsion se forme, ajouter une solution saturée de chlorure de sodium).
Les deux phases ont été séparées et la phase aqueuse inférieure a été jetée. Le surnageant
a été lavé 3-4 fois avec de I’eau distillée (50 mL a chaque fois) pour éliminer I’acétone. La phase
éther de pétrole (surnageant) a été recueillie dans une fiole jaugée de 25 mL en transférant la
solution dans un petit entonnoir contenant du sulfate de sodium anhydre (3 g) pour éliminer I’eau
résiduelle. Le volume a été ajusté jusqu’au trait de jauge avec de 1’éther de pétrole
¢ Lecture spectrophotométrique et calcul
L’absorbance a été lue a 450 nm. Les valeurs de DO doivent étre comprises entre 0,2 et
0,8. La teneur en CAR totaux est donnée par la formule :
Ayso XV X 10*
AW x M

lcm

Caroténoides totaux (ug/g) =

1%
1cm

Avec Auso= Absorbance a 450 nm ; V= volume en mL ; A; .. = coefficient d’absorption
des caroténoides totaux dans 1’éther de pétrole (2500) ; M= masse de I’échantillon.
La réponse a I’inoculation des endophytes (Pourcentage d’augmentation) pour les teneurs

glutathion, caroténoides et thiols totaux a été calculée suivant la formule donnée au 2.4.3.6.

2.5. ANALYSES STATISTIQUES

Les résultats ont été exprimés en moyenne + écart type (ET). Les données collectées ont
¢été analysées a 1’aide du logiciel SPSS 17.0 pour I’analyse des variances (ANOVA). Le test post
Hoc de Duncan a un facteur a permis de réaliser une analyse comparative des moyennes deux a
deux au seuil de 5 %. Le test de corrélation de Pearson a permis de ressortir les relations possibles
entre les paramétres agronomiques au seuil de 1%. Les représentations graphiques ont été obtenues
a I’aide du tableur Excel 2016.
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3.1. RESULTATS
3.1.1. Caractéristiques du substrat adapté pour la production de Curcuma longa
3.1.1.1. Propriétes physico-chimiques des sols provenant des 5 zones agroécologiques du
Cameroun
a) Couleur des sols

L’évaluation de la couleur des sols a révélé une diversité de couleurs a partir des sols des
5 zones agroécologiques (Figure 34). Dans la zone | on a obtenu un sol de couleur brun péle (10YR
6/3) ; dans les zones II, 111 et V des sols de couleur rouge (10R 4/8) et dans la zone 1V un sol de
couleur brun jaune (10YR 5/6).

Figure 34. Couleurs des sols provenant des cing zones agroécologiques du Cameroun (Cliché

SONTSA-DONHOUNG, 2019).
Légende : (a) Sol de Nkometou (zone V) (b) Sol de Douala (zone 1V) (c) Sol de Dschang (zone I11) (d) Sol de Bini

(zone 11) (e) Sol de Djarengol (zone I)

b) Granulométrie et texture des sols
L’analyse granulométrique des sols a montré la présence de sable, argile et limon a
différentes proportions. Le tableau V1 révele que les sols des zones agroécologiques | et 11 sont
riches en particules fines (pourcentage d’argiles et limons > 73%) et ceux des zones
agroécologiques 11, 1V et V sont dominés par les sables (pourcentage de sables > 50%). La figure
35 montre que les sols des zones I et 1l ont une texture argileuse ; ceux des zones Il et IV, une
texture limono-argilo-sableuse et ceux de la zone V, des textures argilo-sableuse (sols de Bertoua

et Nkometou) et limono-argilo-sableuse (sol d’Ebolowa).
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Tableau VI. Composition granulométrique et texture des sols des 5 zones agroécologiques du

Cameroun.
Zones agroécologiques Localités Granulometrie (%) Texture des sols
g gl (Région) Sable Limon Argile
Djarengol .
(Extréme Nord) 24,96 29,35 45,69 Argileuse
zone | Touboro
24 17 7 Argil
(Nord) ,96 35 57,69 rgileuse
Zone Il Bini 26,96 17,35 55,69 Argileuse
(Adamaoua) ' ’ ’ g
Dschang Limono-argilo-
Zone Il 56,89 9,42 33,69
(Ouest) sableuse
Zone IV Douala 60,96 3,35 3569  -imono-argilo-
(Littoral) sableuse
Bertoua :
(Est) 50,96 11,35 37,69 argilo-sableuse
Zone \V Ebolowa 60,89 9.42 29,69 Limono-argilo-
(Sud) sableuse
Nkometou 50,96 5,35 43,69  argilo-sableuse
(Centre) ' ’ ’ g
@ Bertoua
100 ~ 0 O Bini
@ Djarengol
@ Douala
@ Dschang
@ Ebolowa
@ Nkometou
@ Touboro

@ Dj

60
Limon Argileux Limeon
Argileux fin 7

Limon f

Liman argilo-sableux /

Liman Argileux
Limon Sableuse Limon fin
i ' ' ' * ' = - : ' 100
106 an 20 FiY a0 50 a0 E 1) 20 10 (v}
S
Sable {%)

Figure 35. Classification des sols provenant des cing zones agroécologiques du Cameroun dans
le triangle des textures USDA.
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c¢) Propriétes chimiques des sols

Les résultats montrent que 1’acidité varie d’un sol a un autre. D’aprés le mémento de
I’agronome (1993) (Annexe 5), les sols de la zone agroécologique | sont neutres ; celui de la zone
Il est fortement acide ; le sol de la zone Il est neutre ; celui de la zone IV est faiblement acide et
les sols de la zone V sont extrémement (sol d’Ebolowa avec pH 4.16), trés fortement (sol de
Nkometou avec pH 4,92) et fortement (sol de Bertoua avec pH 5,4) acides.

Les teneurs en azote total (N) varient entre 0,49 g/kg (zone 1) et 2,41 g/kg (zone V). La
quantité d’N dans le sol de la zone | (sol de Nkometou) est 4,8 fois (environ 5 fois) plus élevée
que celle de la zone V (sol de Touboro). D’aprés Euroconsult (1989), les sols de la zone
agroécologique | ont des teneurs en N trés faible (sol de Touboro) et faible (sol du Djarengol) ;
ceux des zones 11, 111 et IV ont de faibles teneurs et les sols de la zone V ont des teneurs : faibles
(sol d’Ebolowa) ; moyennes (sol de Bertoua) et élevées (sol de Nkometou).

Les teneurs en carbone organique totale (CO) de ces sols varient entre 6,10 g/kg (Zone 1)
et 25,70 g/kg (Zone V). D’aprés Dabin (1985), les sols des zones agroécologiques V ont une teneur
moyenne en carbone. Les teneurs en matiére organique suivent la méme tendance que celles du
carbone.

La teneur en phosphore assimilable est plus faible dans la zone agroécologique 111 et plus
élevée dans la zone 1. Suivant la norme Euroconsult (1989) cette teneur est tres faible pour les sols
des zones 111, 1V et V ; faible pour le sol de la zone Il et dans la zone I faible pour le sol de Touboro
et moyenne pour le sol du Djarengol.

Le rapport C/N de ces sols inférieurs a 15 indique une bonne minéralisation de la matiére
organique. Seul un sol de la zone agroécologique V (sol d’Ebolowa) a un rapport C/N de 19,83

indiguant une mauvaise décomposition de la matiere organique.
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Tableau VII. Propriétés chimiques des sols des 5 zones agroécologiques du Cameroun.

Zones Localités Propriétés chimiques

agroécologiques (Région) N (g/kg) P (ppm) C (g/kg) pH MO (g/kg) C/N
Djarengol 056 1610 610 6,60 1055 10,90

Zone | (Extréme Nord)
Touboro 0,49 13,80 730 662 1263 14,90
(Nord)
Bini

Zone Il 0,98 8.90 750 550 1298 7,70
(Adamaoua)

Zone 11 Dschang 113 257 960 6,60 16,61 850
(Quest)

Zone IV Douala 1,24 4.60 750 645 1297 6,10
(Littoral)
Bertoua 1,40 530 1530 540 2647 1093
(Est)

Zone VV Ebolowa 1,19 516 2360 4,16 4083 19,83
(Sud)
Nkometou 241 6,04 2570 492 4446 1070
(Centre)

3.1.1.2. Propriétés biologiques des sols

La sporulation des CMA, les morphotypes et la colonisation racinaire des sols ont été
évalués (Tableau VIII). Au total 105 endophytes ont été isolés des racines de Curcuma longa. Il a
été noté que le nombre d'endophytes était plus élevé pour les racines provenant des sols des zones
agroécologiques V (sol de Bertoua) suivis de la zone I. Ceux-ci étaient inférieurs pour celles
provenant du sol de la zone agroécologique I.

La sporulation a été déterminée & T in situ. Les résultats obtenus montrent que le plus grand
nombre de spores a été observé pour un sol de la zone agroécologique | (sol de Djarengol) avec
67 spores/g de sol.

En ce qui concerne la colonisation racinaire, les plants des substrats des zones
agroécologiques |1 (sol de Bini) et 111 (sol de Dschang) possédent les pourcentages les plus élevés
de colonisation avec respectivement 72 et 78% (Tableau VIII).
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Tableau VIII. Endophytes isolés, sporulation des CMA et colonisation racinaire des sols des 5
zones agroécologiques

Zones Localités Endophytes Sporulation des CMA Colonisation
agroécologiques (Région) isolés in situ (Spores/g sol) racinaire (%)
Djialrengol 14 67+0,03" 47+0,172
(Extréme Nord)
Zone | Touboro
+0.06¢ +0,00°
(Nord) 14 32+0,06 550,00
Zone Il Bini
+ f + [¢]
(Adamaoua) 8 412009 raou
Zone 1l Dschang 13 28+0,09° 78+0,17"
(Ouest)
Zone IV Douala
+0,04P +0,00°
(Littoral) 1 2004 —
Bertoua
+0,06° +0,14¢
) 19 36+0,06 57+0,14
Zone V Ebolowa 13 4+0,03° 630,14
(Sud)
Nkometou 11 44+0,039 50+0,00°
(Centre)

Les moyennes suivies de la méme lettre alphabétique et dans la méme colonne ne sont pas significativement
différentes les uns des autres au seuil de 5% selon le test de Duncan.

Le tableau IX présente les caractéristiques des morphotypes de CMA extraits de la
rhizosphéere de Curcuma Longa. Au total, 7 morphotypes de CMA ont été observés parmi les
spores isolées des échantillons de sol collectés. Dans la zone agroécologique I, 6 morphotypes ont
été observés dont 3 pour le sol du Djarengol (1 ; 11 ; 111) et 6 pour le sol de Touboro (I ; I1; 1l ; 1V
; V' ; VI). Dans cette zone, le sol de Touboro posséde 3 morphotypes (1V ; V ; V1) différents du sol
du Djarengol. Le sol de la zone agroécologique Il possede 6 morphotypes (I; II; 11; 1V ; V; VI).
Les sols des zones 111 et IV ont 5 morphotypes (1 ; I1; I11; IV ; V). Dans la zone agroécologique
V, le sol d'Ebolowa a 4 morphotypes (I ; I1'; 11 ; V), celui de Nkometou a 6 morphotypes (I ; 11 ;
I 1V ; V; VI) et celui de Bertoua possede tous les morphotypes (1; 115 15 1V ; V; VI VI,

La zone agroécologique V est celle possédant le plus de morphotypes de CMA et le
morphotype VI est spécifique a cette zone précisément au sol de Bertoua.

Tableau IX. Caractéristiques des morphotypes de CMA extraits de la rhizosphere de Curcuma
longa.

Morphotypes Couleur Forme Taille (um) Fréquence in situ (%)
de CMA

I Noir Rond 200 100

| Marron Rond 200 100

Il Blanc Ovale 100 100

v Brillant Irrégulier 100 87,5

Vv Jaune Round 100 75

VI Orange Rond 100 50
Vil Gris Irrégulier 48 125
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La présence des vésicules et /ou des hyphes mycéliens caractérisent la symbiose

mycorhizienne. La Figure 36 ci-dessous illustre les structures mycorhiziennes observées dans les

racines du Curcuma longa.

Figure 36. Colonisation racinaire des plants de Curcuma longa par les CMA et observation aprés
coloration a la fuchsine acide au Grossissement G x 100. (a)Vésicules ; (b) Hyphes.

3.1.1.3. Parameétres de croissance des plants de Curcuma longa cultivés sur divers substrats
Les parametres de croissance sont essentiels pour évaluer ’effet des substrats sur la
production de Curcuma longa. Dans ce travail un accent a été mis sur le diamétre au collet ; la

hauteur des plants et la biomasse des rhizomes.

a) Diameétre au collet

La figure 37 présente I'évolution du diametre au collet des plants Curcuma longa en culture
sur différents substrats. Il apparait que celui-ci a augmenté de la 7¢ a la 13° semaine pour tous les
substrats issus des zones agroécologiques. Durant cette méme période, les substrats issus des zones
| (substrat de Touboro), 11 et Il sont ceux qui permettent d’obtenir les meilleurs diamétres au collet
tandis que celui de la zone IV est celui sur lequel on observe le plus petit diamétre au collet. L’on
note une réduction du diameétre au collet des plants issus de tous les substrats des zones
agroécologiques entre la 13° et la 16° semaine a l'exception de celui de la zone | (substrat de
Djarengol).
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A la 16° semaine, le diamétre au collet est plus élevé respectivement pour les plants issus
des substrats des zones agroécologiques 11, | (substrat deTouboro), 111 et plus faible pour les plants
Issus du substrat de la zone 1V.

e Bertoua e Bini Djarengol Littoral

e Dschang e Ebolowa e NkometoU e====Touboro
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Figure 37. Variation du diametre au collet des plants de Curcuma longa pendant 16 semaines sur
différents substrats

b) Hauteur des plants

La figure 38 présente I'évolution de la hauteur des plants ayant poussé sur huit substrats
différents. La hauteur des plants de Curcuma longa varie selon les semaines. Ainsi, de la 7°a la
16° semaine, elle est plus élevée pour les plants issus des substrats des zones agroécologiques |
(substrat de Touboro), I, 111 et plus faible pour les plants issus des substrats des zones | (substrat

de Djarengol) et IV.

A la 16° semaine, la hauteur des plants est plus élevée respectivement pour les plants issus
des substrats des zones agroécologiques | (substrat de Touboro), 111, 11 et plus faible pour les plants

issus des zones | (substrat de Djarengol) et IV.
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Figure 38. Variation de la hauteur des plants de Curcuma longa durant 16 semaines sur différents

substrats

Figure 39. Comparaison de la hauteur des plants de Curcuma longa produits sur divers substrats

apres 7 mois de culture. (Be) Bertoua, (Tb) Touboro, (Bi) Bini, (Ds) Dschang

c) Production des rhizomes de Curcuma longa

Les rhizomes de Curcuma longa ont été récoltés au 7¢ mois. On a noté que les substrats
jouent un réle trés important pour le bon développement des plantes. La figure 40 présente la
production de Curcuma longa en fonction des substrats aprés la récolte. 1l apparait clair que les
rendements de production des rhizomes sont supérieurs a 10 g/plant dans les zones
agroécologiques | (substrat de Touboro), Il et I1l avec des valeurs respectives de 10,84 g/plant,
11,16 g/plant et 11,44 g/plant. Dans I’intervalle 8 a 10g/plant de production en rhizomes, Seule la
zone agroécologique V est représentée avec les substrats de Bertoua (9,58 g/plant) et Nkometou
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(8,08 g/plant). Le substrat de Douala issu de la zone agroécologique IV est le seul possédant un
rendement de production en rhizomes inférieur a 5 g/plant.

Dans la zone agroécologique 1, le substrat de Touboro a eu un rendement plus élevé que
celui du Djarengol. Dans la zone V le rendement en rhizomes de Curcuma longa était plus éleve
pour le substrat de Bertoua, suivi de ceux de Nkometou et Ebolowa.

Le substrat de la zone agroécologique Il a eu le meilleur rendement en rhizomes tandis
que celui de la zone agroécologique IV a eu le rendement de production en rhizomes le plus faible.

Les analyses statistiques révelent des différences significatives entre les masses des
rhizomes. Les résultats montrent que le substrat issu de la zone agroécologique I11 est plus adapté

pour la production de Curcuma longa.

14,00
12,00
10,00

8,00 b

=

T
S

S
pisielel

6,00

I
o,
S

;’
&

4,00

Poids des rhizomes (g/plant)
o,
SR

;’
&

2,00

T
S

e
&

-'l-'l-'l-'l-'l-'l-'-'-'-.'-.'-.'-.'-.'-.-.-.:-.:

A A A A A A A

N T T T T e e e e e A AT AT AT AT

LAa222 22222l
;’
&

0,00
Djarengol  Touboro

Zone | Zone Il Zone |11 Zone IV Zone V

Dschang Douala Bertoua  Ebolowa Nkometou

Localités

Figure 40. Rendement de production en rhizomes de Curcuma longa selon les substrats apres 7

mois de culture (Les barres avec la méme lettre alphabétique ne sont pas significativement différentes les unes des

autres au seuil de 5% selon le test de Duncan).

3.1.2. Diversité des endophytes isolés du Curcuma longa, sélection et caractérisation
3.1.2.1. Diversité des endophytes isolés du Curcuma longa

L’observation des différentes boites de Pétri montrent que les endophytes varient en
fonction du milieu de culture et du substrat sur lequel le Curcuma longa a été cultivé. Au terme de
I’isolement, 105 isolats ont été obtenus des substrats de pi¢geage dont 83 isolats bactériens et 22

isolats fongiques. Ceux-ci ont été codifiés ainsi qu’il suit :
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» Les deux premieres lettres représentent le nom de la plante utilisée (Cl)

» La troisiéme et la quatriéme lettre représentent le milieu utilisé pour 1’isolement
(Ca;Ce;Ea;Kb;Pd;Sg;Gl;

» La cinquiéme et la sixiéme lettre représentent la localité de 1’échantillon de sol
utilisé (Bi ; Be ; Dj ; DI ; Ds; Eb ; Nk ; Th)

» Le chiffre représente le numéro de 1’isolat.

Le nombre d’endophytes est plus élevé pour le zone agroécologique V avec 43 endophytes
dont 36 bactériens et 7 fongiques. Ce nombre est plus bas pour la zone agroécologique Il qui
n’enregistre que 8 endophytes dont 6 bactériens et 1 fongique. La zone IV n’enregistre aucun
endophytes fongiques.

Les tableaux X et XI montrent que dans la zone agroécologique I, le nombre d’endophytes
est le méme pour les 2 substrats (14) avec plus d’endophytes bactériens issus du substrat de
Djarengol (11) et plus d’endophyte fongiques issus du substrat de Touboro (4). Tandis que dans
la zone V il est plus élevé pour le substrat de Bertoua (19) avec plus d’endophytes bactériens (16).

Les endophytes fongiques CIEaDjl; ClEaDj2, CIEaDsl sont spécifiques aux zones |
(substrat du Djarengol) et 111 ; tandis que, CICaTbl, CICaBil, CICaDs1 spécifiques aux zones |
(substrat de Touboro), 1l et I11 ; De plus, CICeTb1, CICeDs1 ; CICeDs2, ClCeBel, CICeNk1 sont
spécifiques aux zones | (Touboro), Il et V (substrats de Bertoua et Nkometou).

L’endophyte bactérien CIEaEblest spécifique a la zone V (substrat de Bertoua).
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Tableau X. Récapitulatif des endophytes bactériens isolés a partir des racines de Curcuma longa

piégés sur divers substrats en fonction de I’origine des sols.

Zones Origine du Nombre total
) . Isolats .
agroécologiques sol d’isolats
Djarengol CICaD_jl ; CICanZ ; CICeD_jl ; CICeDjZ ; CIGIDJZZ ;
(Dj) CIGIDj3; CIGIDj4 ; CIKbDj1 ; CIKbDj4 ; CISgDj1 ; 11
I CISgDj2
Touboro (T) CICaTbl ; CICaTh2 ; CICeTbl ; CICeTh2 ; CIGITb1 ; 10
CIGITb2 ; CIGITb3 ; CIKbTb1 ; CISgTbl ; CISgTh2
e ClICaBil ; CICeBil ; CICeBi2 ; CIGIBil ; Cl KbBi2;
Il Bini (Bi) CISgBil 6
" Dschang ClCaDs1 ; ClICeDs1 ; CIGIDs1 ; CIKbDs1 ; CIKbDs3 ; 7
(Ds) CISgDs2 ; CISgDs3
CICaDI1; CICeDI1; CICeDI2 ; CIGIDI1 ; CIGIDI2 ;
v Douala (DI) | CIGIDI3; CIKbDI1 ; CIKbDI2 ; CIKbDI3 ; CIKbDI4 ; 13
CISgDI1 ; CISgDI2 ; CISgDI3
ClICaBel ; CICaBe2 ; ClCaBe3 ; ClCeBel ; ClCeBe2;
Bertoua (Be) ClCeBel ; ClCeBe2 ; CIGIBel ; CIGIBe2 ; CIGIBe3 ; 16
CIKbBel ; CIKbBe2 ; CISgBel ; CISgBe2 ; CISgBe3 ;
ClISgBe4
\Y Ebolowa CICaEDb1 ; CIEaEbl ; CIGIEbL ; CIGIEbL2 ; CIGIED3 ;
(Eb) CIKbEDb1 ; CIKbEb2 ; CIKbEb3 ; CISgEb3 ; CISgEb4 ; 11
CISgEb5
Nkometou ClCaNKk1 ; ClCaNk2 ; CICeNk1 ; CIGINK1 ; 9
(Nk) CIKbNK1 ; CIKbNk2 ; CISgNK1 ; CISgNk?2 ; CISgNk3

Légende : Cl : Curcuma longa ; Ca : Curcuma agar ; Ce : Curcuma extrait de sol agar ; Ea : extrait de sol agar ;

Kb : king B ; Pd : poatoes dexrose agar ; Sg : sucrose glucose agar ; Gl : glucose levure extrait de malt agar

Tableau XI. Récapitulatif des endophytes fongiques isolés a partir des racines de Curcuma longa

piégés sur divers substrats en fonction de I’origine des sols.

Zones

Nombre total

) . Origine du sol Isolats ,.
agroécologiques d’isolats

Djarengol (Dj) ClEaDj1 ; CIEaDj2 ; CIPdDj1 3

I
Touboro (T) CICaTbl ; CICeTbl ; CIPdTb1 ; CIPdTh2 4
I Bini (Bi) ClCaBil ; CIPdBil1 2

ClCaDs1; ClCeDs1; ClCeDs2; ClEaDs1; CIPdDs1;

il Dschang (Ds) CIPADs? 6
Bertoua (Be) ClCeBel ; CIPdBel ; CIPdBe2 3
\Y Ebolowa (Eb) CIPdEb1 ; CIPdED2 ; 2
Nkometou (NKk) ClICeNKk1 ; CIPdNk1 2

Légende : Cl : Curcuma longa ; Ca : Curcuma agar ; Ce : Curcuma extrait de sol agar ; Ea : extrait de sol agar ;

Kb : king B ; Pd : poatoes dexrose agar ; Sg : sucrose glucose agar ; Gl : glucose levure extrait de malt agar

Les milieux SGA et GLM favorisent 1’obtention des plus grands nombres d’endophytes

bactériens notamment 20 et 18 respectivement tandis que le milieu EA permet I’obtention du plus
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petit nombre soit un seul endophyte bactérien (Tableau XII). En outre, le plus grand nombre
d’endophytes fongiques est obtenu sur le milieu PDA notamment (11) et les plus faibles sur les

milieux CEA et CA avec trois endophytes chacun (Tableau XIII).

Tableau XI1. Récapitulatif des endophytes bactériens isolés a partir des racines de Curcuma longa

piégés sur divers substrats en fonction du milieu d’isolement.

Milieu Nombre total
. Isolats .
d’isolement d’1solats
ClCaBel ; ClCaBe2 ; ClCaBe3 ; ClCaBil ; CICaEbl ; ClCaDj1 ;
Curcuma agar | ClCaDj2 ; ClCaDsl ; CICaDI1 ; ClICaNKk1 ; CICaNk2 ; CICaThl; 13
ClCaTh2
Curcuma extrait ClCeBel ; ClCeBe2 ; ClICeBil ; CICeBi2 ; ClCeDjl ; CICeDj2 ;
de sol agar ClICeDI1 ; CICeDI2 ; CICeDs1 ; CICeEb1l ; CICeEb2 ; CICeNKkK1 ; 14
ClCeTbl; CICeTh2
Extrait de sol CIEaEb1 1
agar
Glucose- CIGIBel ; CIGIBe2 ; CIGIBe3 ; CIGIBI1 ; CIGIDj2 ; CIGIDj3;
Levure-Extrait CIGIDj4 ; CIGIDI1 ; CIGIDI2 ; CIGIDI3 ; CIGIDs1 ; CIGIEDbL ; 18
de malt agar CIGIEb?2 ; CIGIEbS3 ; CIGINK1 ; CIGITb1 ; CIGITb2 ; CIGITh3
CIKbBel ; CIKbBe2 ; CIKbBI2 ; CIKbDj1 ; CIKbDj4 ; CIKbDI1 ;
King-b CIKbDI2 ; CIKbDI3 ; CIKbDI4 ; CIKbDs1 ; CIKbDs3 ; 17
CIKbEb1 ; CIKbEDb2 ; CIKbED3 ; CIKbNK1 ; CIKbNK2 ;
CIKbTh1
CISgBel ; CISgBe2 ; CISgBe3 ; CISgBe4 ; CISgBil ; CISQED3 ;
Sucrose Glucose | CISgEb4 ; CISgED5 ; CISgDj1 ; CISgDj2 ; CISgDI1 ; CISgDI2 ; 20
agar CISgDI3 ; CISgDs2 ; CISgDs3 ; CISgNk1 ; CISgNK2 ;
CISgNk3; CISgThl; CISgTh2

Légende : Cl : Curcuma longa ; Ca : Curcuma agar ; Ce : Curcuma extrait de sol agar ; Ea : extrait de sol agar ; Kb :

king B ; Pd : poatoes dexrose agar ; Sg : sucrose glucose agar ; Gl : glucose levure extrait de malt agar

Tableau XIII. Récapitulatif des endophytes fongiques isolés a partir des racines de Curcuma

longa piégés sur divers substrats en fonction du milieu d’isolement.

Milieu d’isolement Isolats Nombre total
d’1solats
Curcuma agar CICaBil ; CICaDs1 ; ClCaTbl 3
Curcuma extrait de CICeBel; CICeDs1; CICeDs2; CICeNK1; CICeThl 5
sol agar
Extrait de sol agar ClEaDj1 ; ClEaDj2 ; CIEaDs1 3
Potatoes Dextrose CIPdBil ; CIPdBel ; CIPdBe2 ; CIPdDj1 ; CIPdDs1 ;
agar CIPdDs2 ; CIPdEDL1 ; CIPdEb2 ; CIPdNk1; CIPdTbl; 11
CIPdTh2

Légende : Cl : Curcuma longa ; Ca : Curcuma agar ; Ce : Curcuma extrait de sol agar ; Ea : extrait de sol agar ;

Kb : king B ; Pd : poatoes dexrose agar ; Sg : sucrose glucose agar ; Gl : glucose levure extrait de malt agar

e —
These rédigée par SONTSA-DONHOUNG Alain-Martial 90




Purification

(b)

Morphotype VI

Morphotype V (CIPdBil) (CICeNK1)

Figure 41. Endophytes bactériens et fongiques isolés des racines apres piégeage du Curcuma

longa sur 8 substrats représentatifs des zones agroécologiques (a) Endophytes isolés des racines de

Curcuma longa ; (b) Images macroscopiques de quelques isolats purifiés.

3.1.2.2. Parametres physiologiques et pré-sélection des endophytes
a) Parametres physiologiques des endophytes

Les facteurs étudiés ici étaient 1’acidité, les tolérances a 1’A1%* et celles au NaCl. Dans cette
étude, les endophytes ont montreé différents niveaux de tolérance aux NaCl (7,5% ; 10% et 15%),
a lacidité (pH 3, 4 et 5) et a PAI** (50 mM ; 75 mM et 100 mM) (Tableau XIV). L’évaluation de
la croissance des endophytes montre que 103 (98%) isolats sont capables de croitre sur milieu
gélosé additionné & 50 mM d’Al%*; 63 (60%) isolats & 75 mM et 46 (44%) isolats & 100 mM. A
7,5% de NaCl, 90 (86%) isolats croissent ; a 10 % de NaCl 67 (64%) poussent et a 15% de NaCl
seulement 53 (50%) résistent. En ce qui concerne 1’acidité, tous les isolats tolérent les pH 6 et 5 ;

99 (94%) tolérent le pH 4 et 78 (74%) le pH 3.
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Tableau XIV. Sensibilit¢ des endophytes isolés des substrats représentatifs des 5 zones

agroécologiques du Cameroun aux parametres environnementaux locaux.

Isolats Tolérance AI** (mM) Tolérance NaCl (%) Acidité

50 | 75 | 100 | 75 | 10 | 15 6 | 5 | 4 [ 3

Isolats bactériens

ClCaBel +++ | o+ | | |+t T4+ | 44+ | 4+ |+
ClCaBe2 +++ +++ | 4+ +++ +++ | +++ | +H+ |
ClCaBe3 +++ | | | 44 |+ | |+
ClCaBil +++ FHt | | A |
ClCaEbl +++ +++ |+t I B B e
ClCaDj1 +H+ | | | A | 4+ |t | A | | A
ClCaDj2 | +++ +H+ |+ | At |t
ClCaDs1 +++ | | | 44 | A+ | |+
ClCaDI1 +++ |+ | | F++ | 4+ | +++ | +++
ClCaNk1 +++ | +++ +++ F++ | 4+ | +++ | +++
CICaNk2 | +++ | +++ | | A | A |
ClCaThl HH+ | | A | A | +++ | | | R |
ClCaTh2 HH+ | | A | A | +++ | | | R |
ClCeBel +++ | | | A | 4+ | | | | A
ClCeBe2 +++ | A+t +++ | 4+ T4+ | 44+ | 4+ |+
ClCeBil +H+ | | | 44 | 4+ | |+
ClCeBi2 +++ +++ +4++ | +++ | +++ +++
CiCeDj1 +++ |+ +++ | +H++ 4+ | | | | A
ClCeDj2 e+ | | A | A | +++ |+t |
CiCeDI1 +++ +++ | +++ 4+ | | | | A
ClICeDI2 4+ | | A | A | At +++ | |
ClCeDsl1 +++ | A+ | A | | A +++ +++ | +H+ | |
ClCeEbl +H+ | A | | A | I B B e
CICeEb2 +++ | A | | A | I B B e
ClCeNk1 HH+ | | A | A | +++ | | | R |
ClCeThl FH+ | | A | A | ot | A+ | A+ |
ClCeTh2 +++ | Attt | A | A | At +H+ | | A | |
CIEaEbl | +++ PRI (IR [
CIGIBel +++ | | A+ |+ T+ | 4+ | 4+ | +++
CIGIBe2 +++ | | A | A | At +H+ | | A | |
CIGIBe3 | +++ | | A | A
CIGIBi1 +++ St | At | A |
CIGIDj2 +H+ | | A | A |+t S+ | 4+ | A4+ |+
CIGIDj3 +++ +++ | +++ 4+ | | | |
CIGIDj4 +++ | | | A | +H+ | A | A | |
CiGIDI1 +++ +++ | +++ +H+ | | A | |
CIGIDI2 +++ e+ | A+ S+ | 4+ | A4+ |+
CIGIDI3 +++ +++ | +++ +++ | +++
CIGIDs1 +H+ | | | 44 |+ | |+
CIGIEb1 +++ 4+ | +++
CIGIEDb2 +++ | | | A | +4++ |+ | |
CIGIEb3 +++ +++ | +++ o+ | | | |
CIGINK1 +++ | | | | +++ +++ | +++ | |
CIGITb1 +++ | | | A | +4++ |+ | |
CIGITb2 +++ 4+ | +4++
CIGITh3 +++ e+ | A+ T+ | 4+ | A4+ |+
CIKbBel +++ |+t +++ S+ | A+ | |+
CIKbBe2 | +++ FRFUPRY [ FUFII [ [

—
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Isolats Tolérance AP (mM) Tolérance NaCl (%) Acidité
50 75 100 7.5 10 15 6 5 4 3

CIKbBI2 FH+ | | A | A | +++ | | | R |
CIKbDj1 | +++ T+ |+ |
CIKbDj4 | +++ +++ | At |
CIKbDI1 +++ +++ +4++ | +++ | +++ +++
CIKbDI2 FH+ | | A | A | +++ | | | R |
CIKbDI3 FH+ | | A | A | +++ | | | R |
CIKbDI4 +++ 4+ |+t +++ | | | R |
CIKbDs1 e+ | | A | A | +++ | | A | |
CIKbDs3 e+ | | A | A | +++ | | A | |
CIKbEb1 +++ | +++ T+ | 4+ | 44+
CIKbEb2 +++ | 4+ |+t +++ | | |
CIKbEb3 +++ | A | | A | FH+ | A+ | |
CIKbNK1 e+ | | A | A | +++ | | A | |
CIKbNk2 +++ 4+ | +++ 4+
CIKbTb1 +++ | +H+ |+t +++ | | |
CISgBel | +++ ++ FH+ | | A |
ClSgBe2 +++ +++ |+ +++ +++ | +++ | |+
ClSgBe3 | +++ | +++ bt | b | A |
ClSgBe4 | +++ | At | A |
ClISgBil +++ | +++ |+t +++ | | | R |
CISgEb3 +++ +++ | +++ +++ +++ | +H+ | |
CISgEb4 | +++ | +++ bt | b | A |
CISgEbS5 +++ +++ |+t 4+ |+ | |
CISgDj1 +H+ | | | A | +++ |t | A | | A
CISgDj2 | +++ T | | |t |

ClISgDI1 +H+ | | A |+ T+ | 4+ | 4+ | +++
CISgDI2 +++ +++ |+ +++ +++ | +++ | |+
CISgDI3 +H+ | | 4+ | 4+ | +++ | +++
CISgDs2 +++ e A +++ +++ | +++ |+ |
CISgDs3 +++ +++ |+ +++ | A | A | |
CISgNKk1 +++ +++ |+ +++ +++ | +++ | |
CISgNk2 +++ | +++ +++ |+ +++ +++ | +++

CISgNK3 +++ +++ | +++ +++ +++ +++ +4++ | H++ | |
CISgThl +++ +4++ | +++ T I e B
CISgTh2 +++ | | | 44 |+ | |+

Isolats fongiques

ClCaBil +++ | +++ +++ 4+ | +++
ClCaDsl1 +++ +++ | 4+t o+ |
ClCaTbl +++ |+ | | | +++ +++ | +++
ClCeBel +H+ | | A | A |+t T+ |+
ClCeDsl1 +++ +++ +++ | +++
ClCeDs2 +++ | | | |+t +4++ F++ |+ |+
ClCeNk2 +++ | | | A | +++ +H+ |+ |
ClCeTbl +++ | +++ +++ | 4+ +++ o+ | -+
ClEaDj1 +++ +++ | +++ 4+ | +++
ClEaDj2 +++ | A | | | +++ +++ | +++ |+
ClEaDs1 +++ ot | 4t
CIPdBil +H+ | | A | A | +++ +++ | HH+ |
ClIPdBel +++ +++ | +++
ClPdBe2 +++ |+ +++ +++ | +++ |+
CIPdDj1 +++ |+t +++ S+ | 4+ | 44+
CIPdDs1 +++ | +++ 4+ | 4+
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Isolats Tolérance AP (mM) Tolérance NaCl (%) Acidité

50 75 100 7.5 10 15 5 4 3
CIPdDs2 +++ +++ +++ | ++4+
CIPdEb1 +++ +++ +++ | ++4+
CIPdEb2 +++ ++4+ | | A+ | +++ 4+ | 4+ | 4
CIPdNK1 +++ | | | | +++ +++ | +++
CIPdTbh1 +++ +++ +++ +4++ | 4+ |
CIPdTh2 +++ ++4+ | | A+ | +++ ++4 | 4+ | 4

Légende : Test positif (+++) ; Test négatif ()

b) Pré-sélection des endophytes

Les endophytes ont été retenus sur la base de leur capacité a résister a certaines conditions
de stress élevées propres aux conditions locales : 1’acidité (pH 3) ; la tolérance a I’AI13*(100 mM)
et la tolérance aux sels (15%). Vingt-six isolats dont 20 isolats bactériens et 6 isolats fongiques
résistent a ces conditions et ont été pré-sélectionnés pour la détermination de leurs caractéristiques.
11 s’agit des 20 isolats bactriens : CICaTbl ; CICaTb2 ; ClCaDjl ; ClCeBel ; CICeDsl ; CICeEDb1;
CICeEDb2 ; CICeTh2 ; CICeNK1 ; CIGIBe2 ; CIGIDj4 ; CIGINK1 ; CIKbDs1 ; CIKbDs3 ; CIKbDI2;
CIKbDI3 ; CIKbBI2 ; CIKbNk1 ; CISgDjl ; CISgNK3 et des 6 isolats fongiques : ClCeDs2 ;
CICeNk2 ; CIPdEDb2 ; CIEaDj2 ; CIPdBil ; CIPdTh2.

3.1.2.3. Caractéristiques des endophytes pré-sélectionnés
a) Propriétés macroscopiques, microscopiques
« Endophytes bactériens pré-sélectionnés
La description macroscopique (morphologique et culturale) des endophytes bactériens
obtenus nous a permis de les classer en 7 morphotypes. Le morphotype | est constitué des isolats
CICaTbl (bacille Gram-) ; CICaTb2 (Cocci Gram-); ClCaDjl (Cocci Gram-);
CICeEb2 (Coccobacille Gram-) ; CICeNk1 (Cocci Gram-). lls sont de forme circulaire, a texture
lisse, de bordure réguliére, de couleur jaune clair et de petite taille ; Le morphotype Il est constitué
des isolats CICeBel (Cocci Gram+) ; ClCeDs1 (bacille Gram+) ; CICeEb1(bacille Gram-) ; ils
sont de forme circulaire, a texture lisse, de bordure réguliére, de couleur jaune clair et de moyenne
taille. Le morphotype III est composé de I’isolat ClCeTb2 (Cocci Gram-). Il est de forme
irreguliere, a texture lisse, de bordure lobée, de couleur jaune clair et de grande taille. Le
morphotype IV est constitué des isolats CIGIBe2 (Cocci Gram+), CIGIDj4 (bacille Gram-) ;
CIGINK1 (Cocci Gram-) ; ils sont de forme circulaire, a texture lisse, de bordure réguliére, de
couleur creme et de petite taille. Le morphotype V est constitué des isolats CIKbDs1 (bacille
Gram-) CIKbDI2 (Cocci Gram+) ; CIKbNKk1 (Cocci Gram-) ; ils sont de forme irréguliere, a
texture lisse, de bordure ondulée, de couleur jaune et de petite taille. Le morphotype VI est
constitue des isolats CIKbDs3 (Cocci Gram-), CIKbDI3 (Cocci Gram+) ; CIKbBi2 (Cocci Gram-
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) ; ils sont de forme circulaire, a texture lisse, de bordure réguliere, de couleur blanche créme et de
moyenne taille. Le morphotype VII est constitué des isolats CISgDj1 (Cocci Gram-), CISgNK3
(Cocci Gram+) ; ils sont de forme circulaire, a texture lisse, de bordure réguliere, de couleur
blanche et de moyenne taille (Tableaux XV et XVIII).

Tableau XV. Description macroscopique des endophytes bactériens pré-sélectionnés.

Caractéristiques Description
Forme de la . . . . s . . . . . . .
colonie Circulaire | Circulaire | Irréguliére | Circulaire | Filamenteuse | Circulaire | Circulaire
Vitesse de 24h 24h 24h 48h 24h 24h 24h
croissance
Texture Lisse Lisse Lisse Lisse Lisse Lisse Lisse
Bord Régulier | Régulier Lobé Régulier Ondulé Régulier | Régulier
Couleur Jaune Jaune Jaune Créme Jaune Bl\anc Blanche
claire claire claire creme
Taille des Petite Moyenne | Grande Petite Petite Moyenne | Moyenne
colonies (mm) (<2) (2-3) (4-5) (<2) (<2) (2-3) (2-3)
ClCaTb1
ClCaTbh2 | CICeBel ClGIBe2 CIKbDs1 CIKbDs3 ClSgDj1
Isolats ClCaDjl | ClCeDsl | ClCeTb2 | CIGIDj4 CIKbDI2 CIKbDI3 CISgNK3
ClCeEb2 | CICeEbl CIGINK1 CIKbNk1 CIKbBI2
ClCeNk1
Morphotypes [ 1 11 [\ \% VI VIl

Figure 42. Aspects microscopiques de quelques isolats de bactéries endophytes des racines de

Curcuma longa aprés coloration de Gram et observation au grossissement G x 1000 a huile a

immersion. (a) (b) Cocci en amas Gram+ ; (c) Coccobacilles Gram- ; (d) Cocci en amas et chainettes Gram-
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« Endophytes fongiques pré-sélectionnes

Les caractéristiques morphologiques des endophytes fongiques montrent qu’ils sont
différents les uns des autres (Tableau XVI). Sur cette base, on a pu distinguer 6 morphotypes. Le
morphotype | représenté par CIPdEb2 est de couleur blanche au centre, noir autour et brune au
revers ; De densité élevee, il a un aspect velouté puis poudreux avec des filaments et une croissance
réguliére, des bordures lisses et une vitesse de croissance de 24 a 48h. Le morphotype I1, CICeDs2
est de couleur noiratre puis verdatre et brune au revers ; De densité moyenne, il a un aspect
poudreux avec des filaments et une croissance irréguliéere, des bordures irrégulieres et une vitesse
de croissance de 24 a 48h. Le morphotype Il représenté par CIEaDj2 est de couleur brune et noire
au revers ; De densité elevée, il a un aspect duveteux avec des filaments et une croissance réguliere,
des bordures lisses et une vitesse de croissance de 24 a 48h. Le morphotype IV représenté par
CIPdTb2 est de couleur noire et brune au revers ; De densité élevée, il a un aspect velouté puis
poudreux avec des filaments et une croissance irréguliere, des bordures irrégulieres et une vitesse
de croissance de 48 a 72h. Le morphotype V représenté par CIPdBIl est de couleur blanche au
centre puis noir autour et violette au revers ; De densité élevée, il a un aspect cotonneux avec des
filaments et une croissance réguliére, des bordures lisses et une vitesse de croissance de 48 a 72h.
Le morphotype VI représenté par CICeNKk2 est de couleur blanche et violette au revers ; De densité
élevée, il a un aspect cotonneux avec des filaments et une croissance irréguliére, des bordures

irréguliéres et une vitesse de croissance de 24 a 48h.

Tableau XVI. Caractéristiques morphoculturales des endophytes fongiques pré-sélectionnés.

Caractéristique Description
Blanche au Blanche au
centre, noir Noiratre puis | Blancheet | Brune et Noire et centre puis
Couleur face et R . . :
reVers autour et verdatre et violette au noir au brune au noir autour et
brune au brune au revers revers revers revers violette au
revers revers
Densité Elevée Moyenne Elevée Elevée Elevée Elevée
Velouté
Velouté puis Cotonneux | Duveteux puis
Poudreux avec Cotonneux ave
Poudreux avec . avec des avec des Poudreux .
. des filaments . . ¢ des filaments
des filaments filaments filaments avec des
Aspect et une . et une
et une . et une et une filaments .
. croissance . . croissance
croissance TSR croissance | croissance et une PR
RO irréguliére RN PO ; réguliére
réguliére irréguliere | réguliere | croissance
irréguliére
Bordure Lisse Irréguliere Irréguliere Lisse Irréguliere Lisse
Vitesse de 24-48h 24-48h 24-48h | 24-48h | 48-T2h 48-72h
croissance
Isolats CIPdEDb2 ClCeDs2 ClICeNk2 ClEaDj2 CIPdTh2 ClIPdBil
e —
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La description microscopique quant a elle a révélé que 1’isolat CIPdEb2 a des hyphes
colorés septés de diameétre élevé avec une présence de basidiocarpes et de spores sexuées
(basidiospores) ; I’isolat CICeDs2 a des hyphes transparents septés de diameétre moyen avec des
conidiophores et conidies ; I’isolat CICeNk?2 a des hyphes colorés septés de diametre moyen avec
une présence de coconidies ; 1’isolat CIEaDj2 a des hyphes transparents septés de diamétre moyen
avec une présence de conidiophores et conidies ; L’isolat CIPdTb2 a des hyphes colorés septés de
petit diamétre avec des conidiophores et conidies et I’isolat CIPdBil a des hyphes colorés septés

de diameétre moyen avec des macros et microconidies.

Tableau XVII. Descriptions microscopiques des endophytes fongiques pré-sélectionnés apres

coloration au bleu de méthyléene et observation au grossissement G x 400.

Isolats Description Structure microscopique

Hyphes colorés septés
Diametre mycélium : élevé
Présence de basidiocarpes et
de spores sexuées
(basidiospores)

CIPdEb2

Hyphes colorés septés

ClCeDs2 Diametre mycélium : moyen

Présence de conidiophores et
conidies

Hyphes colorés septés
Diametre mycélium : moyen
Présence de conidies

ClCeNk2
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Hyphes transparents septés
Diametre mycélium : moyen
ClIEaDj2 Présence de
conidiophores et conidies

Hyphes colorés septes

CIPdTb2 Diametre mycelium : élevé

Présence de conidiophores et
conidies

Hyphes colorés septés

CIPdBil Diametre mycélium : moyen

Présence de macro et
microconidies

(Ba) Basides ; (Bc) Basidiocarpes ; (Cl) Cloisons ; (Co) Conidies ; (cd) Conidiophore

b) Propriétés biochimiques
« Activités enzymatiques
Les endophytes ont été testés pour leur capacité a produire certaines enzymes. Les résultats
montrent que la plupart des endophytes exceptés les champignons CIEaDj2 ; CIPdEDb2 ; CICeNk2
et CIPdTb2 produisent une effervescence au contact de 1’eau oxygénée, donc ils sont catalase
positive ; 100% d’endophytes bactériens et les endophytes fongiques CIPdBil et ClCeDs2
produisent 'uréase ; 54% produisent la protéase et 46% n’en produisent pas ; Les résultats
montrent que 69% d’endophytes dégradent la cellulose par production de cellulase et seulement
38 % produisent I’amylase (Tableau XVIII).
« Utilisation de substrats carbonés
Les endophytes bactériens ont également été sélectionnés pour ’utilisation de différents
substrats carbonés. Tous les endophytes bactériens sont capables d’assimiler le glucose et le

maltose tandis que 65% assimile le sucrose (Tableau XVIII).
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Tableau XVII1. Récapitulatif des caractéristiques biochimiques des endophytes pré-sélectionnés.
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N Isolats Gram Activités enzymatiques Utilisation des substrats carbonés
Cellulase | Protéase | Uréase | Catalase | Amylase Glucose Maltose | Sucrose
Isolats bactériens présélectionnés
1 ClCaDj1 Cocci Gram- ; individualisé + + + + + + -
2 ClCaTbl Bacille Gram- ; individualisé - + + + + + +
3 ClCaTb2 Cocci Gram- ; individualisé + - + + + + +
4 ClCeBel Cocci Gram+ ; individualisé + + + + + + +
5 ClCeDs1 | Bacille Gram+ ; individualisé - - + + + + +
6 ClCeEb1 Bacille Gram- ; individualisé - + + + + +
7 | ClICeEb2 Coccobacille Gram- ; - + + + + + -
individualisé -
8 ClCeNKk1 Cocci Gram- ; individualisé + + + + + + -
9 ClCeTb2 Cocci Gram- ; en amas + + + + + + +
10 CIGIBe2 Cocci Gram+A; en amas et en N N N N N N N
chainette
11 CIGIDj4 Bacille Gram- ; individualisé - - + + + + +
12 CIGINk1 Cocci Gram- ; individualisé - + + + + + -
13 CIKbBIi2 Cocci Gram- ; individualisé + - + + + + +
14 CIKbDI2 Cocci Gram+ ; en amas + - + + + + +
15 CIKbDI3 Cocci Gram+ ; individualisé + - + + + + +
16 CIKbDs1 Bacille Gram- ; individualisé - - + + + + -
17 CIKbDs3 Cocci Gram—A; en amas et en N i N N N N i
chainette
18 CIKbNk1 Cocci Gram- ; individualisé - + + + + + +
19 CISgDj1 Cocci Gram- ; individualisé + - + + + + -
20 CISgNk3 Cocci Gram+ ; individualisé + + + + + + +
Isolats fongiques présélectionnés
L ccoe I - | - | - | - I
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2 ClICeNk2 + + - - -
3 ClEaDj2 + - - - -
4 CIPdBi1 + + + + +
5 CIPdEb2 + - - - -
6 CIPdTh 2 + + - - +

Test positif (+) ; Test négatif (-)

T ——
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c) Parametres favorisant la croissance des plantes
Le potentiel des endophytes a favoriser la croissance de plantes a été recherché et est
donné dans le tableau XIX ci-aprés.
¢ Fixation de I’azote atmosphérique
Dans notre étude seuls les endophytes bactériens ont poussé sur milieu NFM et sur
Milieu NFM additionné au NH4Cl ou la bactérie E. coli n’a montré aucun développement.
Ceux-ci témoignent de leur capacité a fixer 1’azote atmosphérique.
% Solubilisation du phosphore
Dans cette étude, I'activité de solubilisation du phosphore pour tous les endophytes a été
évaluée qualitativement sur milieu NBRIP comme source de phosphate inorganique.
Pratiquement tous les isolats ont démontré leur potentiel pour solubiliser le phosphore excepté
les bactéries endophytes CICeEb2 et CICeNKk1. La présente étude révele que les endophytes
ClICaTbl ; CIGINk1 ; CIKbNk1 et ClCeBel sont les bactéries potentielles favorisant la
croissance des plantes avec la plus grande efficacité de solubilisation du phosphore notamment
4,25, 4,81, 4,25 et 3,5 respectivement.
¢ Production d’indole
L’intensité de coloration a permis de déterminer la production d’indole par les différents
isolats. Pour le test de production d’indole, les résultats montrent la présence de la formation
d’un anneau rouge a la surface des tubes, ce qui indique que les endophytes produisent de
I’indole. Il a été noté que tous les endophytes ont produit de I’indole a différentes concentrations
sauf CIPdTb2. Les endophytes CICeEb1, CICeEb2, CICeTh2 et CIGINK1 sont ceux produisant
les plus grandes quantités d’indole.
% Production d’ACC désaminase et d’ammoniac
Tous les endophytes produisent I’ACC désaminase sur milieu sels minimal DF
(Dworkin and Foster) additionné a 0,2% de sulfate d’ammonium excepté les endophytes

fongiques CIPdEb2 et CIEaDj2. Tous les endophytes produisent de I’ammoniac.
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Tableau XIX. Récapitulatif des propriétés favorisant la croissance des plantes des endophytes

pré-sélectionnés.

N Isolats Fixation Solubilisation du Indole ACC Production
d’azote phosphore (IS) (1AA) désaminase d’ammoniac
Isolats bactériens pré-sélectionnés
1 | ClCaDj1 + +(2,42) ++ + +
2 | ClCaTbl + + (4,25) + + +
3 | ClICaTh2 + +(2,36) + + +
4 | ClCeBel + +(3,50) +++ + +
5 | ClCeDs1 + +(2,50) +++ + +
6 | ClCeEbl + +(3,00) ++++ + +
7 | CICeEDb2 + - ++++ + +
8 | ClICeNk1l + - ++ + +
9 | CICeTh2 + +(2,17) +4+++ + +
10 | CIGIBe2 + +(2,67) ++ + +
11 | CIGIDj4 + +(2,83) + + +
12 | CIGINK1 + +(4,83) ++++ + +
13 | CIKbBIi2 + +(2,72) + + +
14 | CIKbDI2 + +(2,53) +++ + +
15 | CIKbDI3 + +(2,81) + + +
16 | CIKbDs1 + +(2,61) + + +
17 | CIKbDs3 + +(2,81) + + +
18 | CIKbNk1 + + (4,25) + + +
19 | CISgDj1 + +(2,39) + + +
20 | CISgNk3 + +(2,75) +++ + +
Isolats fongiques pré-sélectionnés
1 | ClICeDs2 - +(1,2) ++ + ++
2 | ClCeNk2 - +(1.67) ++ + ++
3 | CIEaDj2 - +(1,15) + - +
4 | CIPdBil - +(1,5) ++ + ++
5 | CIPdEb2 - +(1.67) + - +
6 | CIPdTh2 - +(1,14) - + +

Test positif (+) ; Test négatif (-) ; (++) Production moyenne ; (+++) Production élevée ; (++++) Production trés
élevée

d) Essais d’identification

Sur la base des caractéristiques biochimiques, les isolats d’endophytes bactériens pré-
sélectionnés pourraient étre assignés aux genres Rhizobium (a-proteobactéries) ; Bacillus

(Firmicutes) et Pseudomonas. (y-protéobacterie) (Tableau XX).
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Tableau XX. Tentative d’identification des endophytes bactériens pré-selectionnes.

Isolats pré- ClCaDjl; CICeEb2 ;
Slectionnés ClCeNKk1l ; CIGINK1; | ClCaTb2; ClCeTb2;; ClCeDs1; CICaTb1;
Tests CIKbDs3 ; CIKbDs1 ; | CIKbBI2 ; CIKbNk1 CICeEDb1; CIGIDj4
Biochimiques ClsgDj1
Gram - - +o0u-
Catalase + + +
Amylase + - -
Uréase + + +
Glucose + + +
Maltose + + +
Sucrose - + +
Indole + + +
Tolerance a 15% NacCl + + +
Embranchement Protéobactérie Protéobactérie Firmicute
Genres Pseudomonas. Rhizobium Bacillus

Les isolats ClCeBel, CIGIBe2, CISgNk3, CIKbDI2, CIKbDI3 n’ont pas pu étre
assimilés a un genre.

La description microscopique des champignons a permis de les identifier comme étant
des champignons supérieurs. Sur la base des clés d’identifications de Watanabe (2002 ; 2010),
la présence de conidies (spores asexuées) pour cinq isolats d’endophytes fongiques pré-
sélectionnés permettent de les assigner a I’embranchement des Ascomycota et pourraient étre
regroupés grace a leur description macroscopique aux genres Aspergillus (CIPdTbh2 et
ClICeDs2) ; Alternaria (CIEaDj2) et Furarium (CICeNk2 et CIPdBI). Tandis que la présence de
basisiocarpes et de basidiospore (spores sexuées) pour 1’isolat CIPdEb2 montre qu’il appartient

a I’embranchement des Basidiomycota
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Champignons

v v

Cloisonnés Non-cloisonnés

v v v v v

Basidiomycétes Ascomyceétes Chytridiomyceétes Zygomycetes Gloméromycetes
Spores sexuées Spores asexuées
(basidiospores) (conidies)
Colonies a développement rapide Colonies brunes se Colonies a développant
noire avec une pigmentation brune  développant rapide ; de couleurs blanches
au revers ; textures veloutées et rapidement avec un avec une pigmentation
poudreuses a maturité / envers noir/ Présence violette au revers/ Présence
Présence de conidies de conidiophores de conidies
v
(CIPAEb2) Aspergillus (CIPATb2 et Alternaria (C1EaDj2) Furarium (CICeNk2

Figure 43. Schéma de I’essai d’identification des isolats fongiques des endophytes pré-

sélectionnés

A partir des caractéristiques biochimiques et des paramétres favorisant la croissance des
plantes, 23 isolats ont été retenus pour étre testés en pots. Il s’agit des 20 isolats bactériens et
des isolats fongiques ClCeDs2, CICeNk2 et CIPdBIl.
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3.1.3. Effets des endophytes sélectionneés sur le Curcuma longa sur substrat stérilisé

Les propriétés physicochimiques de la terre humifére utilisée comme substrat de
croissance ont été consignees dans le Tableau IV. On a pu noter apres projection sur le triangle
des textures que ce sol est de texture limonoargilo-sableuse. La valeur du pHe (4,5) de ce sol
d’apres le memento de 1’agronome (1993) indique qu’il est extrémement acide. La teneur en
carbone total (2,8%) selon la norme (Dabin, 1985) est élevée. Le taux de matiere organique
dans ce sol est de 4,8 % obtenu en multipliant le carbone organique par 1,73. Le rapport C/N
est un indicateur du niveau de décomposition de la matiere organique, le C/N (27) étant
supérieur a 25 traduit une mauvaise minéralisation de celle-ci. Suivant la norme (Euroconsult,
1989), les teneurs en Calcium (3,56 meq/100g) et Sodium (0,2 meq/100g) sont faibles tandis
que celles de Magnésium (1,6 meqg/100g) et Potassium (1,3 meq/100g) sont respectivement
moyenne et tres élevée. Les teneurs en azote (1 mg/kg) et Phosphore assimilable (8,66 mg/kg)
sont faibles (Euroconsult, 1989). Ce sol, pauvre dans 1’ensemble permettra de mettre en

¢vidence I’effet des endophytes sur la croissance de la plante.

3.1.3.1. Influence des endophytes sélectionnés sur la croissance végétative des plants de
Curcuma longa

Les données des paramétres de croissance (Figure 45) révelent des différences
significatives a tous les stages de croissance. On note une diminution de la surface foliaire, du
nombre de feuilles et du diamétre au collet entre le 90° et le 210° jours de croissance pour tous
les traitements. La surface foliaire maximale a été notée pour le traitement TCIPdBi1 (112 cm?)
a 90 jours aprés le semis et a 210 jours aprés les semis (64 cm?), mais la surface foliaire
maximale a été observée pour le traitement TCICeEb1 (69 cm?) & 210 jours. En ce qui concerne
le nombre de feuilles, a 90 jours le traitement BFA (9 feuilles) possede le plus grand nombre
de feuilles par plant suivi des traitements TCICeEb1, TCICeEb2, TCICeNkl, TCICeTh2,
TCIGIDj4, TCIKbDI3, TCICeNK2 et MSP & raison de 8 feuilles par plant pour chacun. A 210
jours, ce sont les traitements TCIEb1 (5) ; TCIKbNk1 (5) et BFA (5) qui possédaient le plus
grand nombre de feuilles. Le diamétre au collet quant a lui était meilleur a 90 jours pour les
traitements TCIKbDI3 (68 cm?) et BFA (68 cm?). Cependant & 210 jours, tout comme la surface
foliaire et le nombre de feuilles, c’est le traitement TCIEb1 qui détenait le plus grand diamétre

au collet avec une valeur de 0,7 cm.
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e v

Figure 44. (a) Exemple de I’influence de quelques endophytes sélectionnés sur la croissance
du Curcuma longa 7 mois apres le semis ; (b) Rhizomes de Curcuma longa biofertilisés obtenus

apres 8 mois de culture
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Figure 45. Comparaison d’isolats d’endophytes sélectionnés pour la croissance de Curcuma longa en pot sur sol stérilisé 90 et 210 jours aprés le

semis. (a-d correspond a : abcd. Les moyennesécart type suivies de la méme lettre alphabétique et dans la méme colonne ne sont pas significativement différentes les uns
des autres au seuil de 5% selon le test de Duncan)

Légende : (a) diametre au collet, (b) nombre de feuilles, (c) surface foliaire, (témoin) sans inoculation, (CMA) Champignons mycorhizien Arbusculaires, (MSP)
Microorganisme solubilisant le Phosphore ; (BFA) Bactérie Fixatrice d’azote
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3.1.3.2. Production des rhizomes de Curcuma longa apres inoculation des endophytes

sélectionnés

Les rhizomes de Curcuma longa ont été récoltés 8 mois apres le semis (Figure 47). On a
noté que les endophytes jouent un réle tres important pour le développement de la plante et la
production de Curcuma longa. Certains inocula ont augmenté de maniére significative la
production de rhizome. Il apparait clair que les rendements en rhizomes pour les traitements
TCIPdBIl1 (17,89 g/plante) et TCISgDj1 (17,66 g/plante) sont les plus élevés suivis de ceux
des traitements TCICeDs1 (17 g/plante) et TCICeBel (16,10 g/plante). L'analyse statistique ne
révele aucune différence significative entre la masse de rhizomes de tous ses 4 traitements. D'apres
I'nistogramme, nous observons que le témoin BFA a la meilleure production de rhizomes (Figure
46). Tous les traitements présentent une réponse favorable aux endophytes inoculés pour
I’augmentation de la masse des rhizomes exceptés TC1CeTb2 et TCIKbDsl.

En outre, 61 % des traitements ont une meilleure production en rhizomes que le témoin
Urée.
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Figure 46. Effet des endophytes sélectionnés sur le rendement en production de rhizomes de

Curcuma longa biofertilisés récoltés 8 mois apres semis (Les barres avec la méme lettre alphabétique ne

sont pas significativement différentes les unes des autres au seuil de 5% selon le test de Duncan).
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Figure 47. Rhizomes frais de Curcuma longa biofertilisés récoltés 8 mois apres semis.
Légende : (a) Témoin (b) Urée (c) MSP (d) CIPdBi1l (e) BFA (f) CISgDj1. La régle graduée et la piéce de monnaie

servent d’échelles.

3.1.3.3. Teneurs en curcumine des rhizomes de Curcuma longa apres inoculation des

endophytes sélectionnés

L’inoculation des endophytes a influencé les teneurs en curcumine des rhizomes de
Curcuma longa (Figure 48). Les résultats montrent que la teneur en curcumine a augmenté pour
la plupart traitements ayant recu les endophytes. Celle-ci est meilleure pour les traitements ayant
recu les inocula constitués des endophytes CICeNk1 (13,83 pug/mL), CISgDj1 (10,02 pg/mL) et
CIPdBi1 (10,04 pg/mL). Les témoins BFA (11,05 pg/mL) et MSP (10,15 pg/mL) ont également
favorisé une augmentation significative de la teneur en curcumine des rhizomes de Curcuma longa
en comparaison au témoin. L’inoculum a base de ClCeNkl augmente deux fois la teneur en
curcumine des rhizomes. En outre, parmi les inocula tests, 52% favorisent une augmentation de
la teneur en curcumine supérieure au traitement urée et 74% favorisent une augmentation de la

teneur en curcumine supérieure au témoin.
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Figure 48. Effet des endophytes sélectionnés sur la teneur en curcumine des rhizomes de Curcuma

longa biofertilisés obtenus aprés 8 mois de culture (Les barres avec la méme lettre alphabétique ne sont pas

significativement différentes les unes des autres au seuil de 5% selon le test de Duncan).

3.1.3.4. Réponse a I’inoculation des endophytes sélectionnés sur le rendement en rhizome et

les teneurs en curcumine

Le tableau XXI ci-aprés présente les réponses a I’application des biofertilisants congus au
cours de cette étude a partir des 23 endophytes isolés sur la production de rhizomes de Curcuma
longa et la teneur en curcumine. Il en ressort que le Curcuma longa a une réponse positive a
I’inoculation par les endophytes exceptés pour I'isolat C1CeTb2, qui a un effet négatif sur la plante
avec une valeur de -2 %. Force est de constater que les isolats CIPdBi1(+105%) et CISgDjl
(+103%) ont les meilleurs effets de tous les isolats sélectionnés qui restent néanmoins inférieures
au témoin TN (+132%). En outre, les résultats montrent que seules les isolats CIKbBi2 (-5%) et
CIKbDI2 (-5%) CIKbDsl (-18%), CIKbDs3 (-10%), CIKbNK1 (-11%) et I’isolat fongique
CICeNK2(-4%) présentent des réponses négatives sur la teneur en curcumine des plants de
Curcuma longa suite a I’inoculation des endophytes. On note également que 1’isolat bactérien
CICeNKk1 est celui qui a le meilleur effet sur la teneur en curcumine des plants avec un effet de
+107 % suivis du témoin BFA (+ 65%).
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Tableau XXI. Réponse a I’inoculation de 1’activité des endophytes sélectionnés sur le rendement

de production et la teneur en curcumine de Curcuma longa 240 jours apres le semis.

Traitements Réponse a I’inoculation (%)
Rendement en rhizome Teneur en curcumine
Témoin - -
Urée +37 +24
CMA +13 +13
MSP +78 +52
BFA +132 +65
ClCaDj1 +76 +27
ClCaTbl +56 +49
ClCaTbh2 +72 +40
ClCeBel +85 +38
ClCeDsl +95 +43
ClCeEbl +57 +7
ClICeEb2 +75 +14
ClCeNk1 +70 +107
ClCeTh2 -2 +40
CIGIBe2 +28 +38
CIGIDj4 +32 +47
CIGINK1 +19 +15
CIKbBi2 +64 -5
CIKbDI2 +31 -5
CIKbDI3 +42 +40
CIKbDs1 +7 -18
CIKbDs3 +32 -10
CIKbNk1 +26 -11
CISgDj1 +103 +50
CISgNk3 +64 +23
ClCeDs2 +11 +8
ClCeNk2 +52 -4
CIPdBil +105 +50
Moyenne générale des 23 +52 +25
endophytes sélectionnés
Moyenne générale des 3 +101 +69
meilleurs endophytes

(+) réponse positive ; (-) réponse négative

3.1.3.5.Itinéraire technique de production de Curcuma longa biofertilisés

L’absence d’un véritable itinéraire technique classique au MINADER pour la mise en place
de cette culture au Cameroun a contribu¢ a la réalisation d’un itinéraire technique. En effet, sur la
base des résultats obtenus, des observations, de I’enquéte aupres des producteurs, de I’expérience
acquise et les travaux antérieurs sur cette production, il nous impose de proposer un itinéraire

technique adapté pour une meilleure protection et production de Curcuma longa. Les parties de la
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figure 49 en vert sont les modifications apportées a I’itinéraire utilisé par les producteurs pour

remplacer les fertilisants et pesticides chimiques par les biofertilisants et les biopesticides

microbiens.

Préparation du sol (défrichage,
abattage, trongonnage et labour
ou billonnage) : to-tgo

Fertilisation organiquel0 a 25 t/ha
(fumier ou compost) : te1-tios

Semis en ligne (30x40 cm) ;
Application de 100 kg/ha
d’N, 175 kg/ha de P et 100
kg/ha de K : t106-t110

5

Paillage (A I’aide de
feuilles séches, pailles ou
bagasse) : t110-t146

ﬂ-

En cas d’attaque,
appliquer des
fongicides ou des
insecticides chimiques

Application de 100 kg/ha
d’N, 175 kg/ha de P et 100
kg/ha de K : t260

|

Récolte (apres \\;annage des
feuilles) et conservation des
rhizomes sous de la paille ou de
la terre : a partir de tseo

Fertilisation
organique 5t/ha

Désinfection des
rhizomes ; application
de biofertilisants au

semis : tios-t110

Application de
biofertilisants et en cas
d’attaque, appliquer les
agents de lutte (bio-
insecticides, bio-
fongicides, autres)

: T260

Récolte a 12
mois

Figure 49. Itinéraire technique proposé pour une protection et une production de Curcuma longa

biofertilisé (t temps en jours) : a gauche option conventionnelle ; a droite (vert) option biologique
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NB : I’irrigation se fait a la plantation, suivie d'une irrigation hebdomadaire jusqu'au 5° mois de
croissance. Une plante de Curcuma longa nécessite environ 15 cm? en condition de champ pour

une meilleure croissance et un rendement plus eleve (Hossain & Ishimine, 2005).

3.1.4. Activités antimicrobiennes des endophytes sélectionnés et antioxydantes des extraits
de Curcuma longa biofertilisés
3.1.4.1. Activités antimicrobiennes des endophytes sélectionnés

L'efficacité des isolats endophytes selectionnés a été criblée pour l'inhibition de la
croissance in vitro de trois champignons phytopathogenes sur milieu CtMA et une bactérie
phytopathogene sur milieu YGPA (Tableau XXII, figure 50) afin d’évaluer la capacité des isolats
a stimuler les activités antimicrobiennes de la plante. Les résultats montrent que 52% ont une
activité contre Fusarim oxysporum avec des Pics variables. 39% d’isolats ont un PIC de 2, les
1solats CIKbDI2 ; CIPdBil ont un PIC de 3 et seul I’isolat CIGINk1 a un PIC de 4. D’un autre c6té
43% d’isolats inhibent la croissance Pythium myriotylum in vitro dont 9 isolats avec un PIC de 2
et I’isolat CICeEb2 avec un PIC de 4. En outre, 35% d’isolats ont un effet antagoniste sur
Phytophthora megakarya, notamment 7 avec un PIC de 2 et I’isolat CISgNK3 avec un PIC de 3.

56% d’isolats ont un effet inhibiteur sur le développement de Ralstonia solanacearum avec
des diametres d’inhibitions différents. Ceux-ci étaient compris dans I’intervalle 0,2-0,5 cm pour
les isolats CIGIBe2, CIKbDI3, CIKbDs3 et ils étaient supérieurs a 0,5 cm pour les isolats CICaDj1,
ClCaTb1, CICaTh2, CICeDsl, CICeEbl, CICeEb2, CICeNk1, CIGIDj4, CIKbDI2, CIKbNK1.

Figure 50. Activités antagonistes de quelques isolats endophytes contre (A) Phytophthora

megakarya 7 jours apres incubation et contre (B) Ralstonia Solanacearum 48h apres incubation

—
These rédigée par SONTSA-DONHOUNG Alain-Martial 114




Tableau XXII. Pourcentage et diameétre d’inhibition de croissance des endophytes sélectionnés

des racines de Curcuma longa contre 4 agents pathogénes majeurs des plantes in vitro

Champignons

Pourcentage d’inhibition de croissance (PIC)

pathogénes L (- 2 (26-50%) 3 (51-75%) 4 (76-100%)
25%)
ClCaTb1, CICaTh2,
Fusarium CICeB_el, ClICeEb1, .
oXysporum CIGIDj4, CIKbDs1, CIKbDI2, CIPdBi1 CIGINk1
CIKbNK1, CISgDj1,
CISgNk3
ClCaTh1, CICeNK1,
. . ClCeTh2, CIGIBe2,
Pythium myriotylum CIGIDj4, CIKbDsL, ClCeEb2
CIKbNK1, CISgDj1, CIPdBi1
ClCaDj1, ClCaThb1,
Phytophthora ClICaTh2, ClCeDsl,
megakarya CIKbDI3, CIKbNKL, CISgNK3
ClIPdBil
Bactérie pathogéne Diamétre d’inhibition
<0,1cm 0,1-0,2cm 0,2-0,5cm >0,5cm.
ClCaDj1, ClCaTbl
. ciclsez, CICaTb2, CICeDs1
Ralstonia CIKbDIS3, CICeEDL. CICeED?
solanacearum CIKbDs3 ’

ClCeNk1, CIGIDj4,
CIKbDI2, CIKbNK1

Les résultats montrent également que les isolats CICaTbl et CIKbNKL inhibent la

croissance de tous les pathogénes testés in vitro. L’évaluation du niveau d’efficacité de chaque

isolat révéle que les isolats CICeEb2 et CICeEbl sont les plus efficients contre Ralstonia

solanacearum avec respectivement des diamétres d’inhibitions de 2,3 et 1,8 cm (Figure 51/a). Les

isolats CICeEDb2 et CICeTh2 sont plus efficaces contre Pythium myriothylum avec respectivement
des pourcentages d’inhibition de 90 et 86% (Figure 51/b). Les isolats CIGINk1 et CIKbDI2 sont
plus efficaces contre Fusarium oxysporum avec respectivement des pourcentages d’inhibition de
80 et 60% (Figure 51/c). Les isolats CISgNk3, ClCaTb2, CIKbDI3 sont plus efficients contre

Phytophthora megakarya avec respectivement des pourcentages d’inhibition de 55%, 41%, et 41%

(Figure 51/d).
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Figure 51. Efficacité des endophytes sélectionnés contre 4 agents pathogénes des plantes in vitro.

(a) Ralstonia solanacearum (b) Pythium myriotylum (c) Fusarium Oxysporum (d) Phytophthora

megakarya (Les barres avec laméme lettre alphabétique ne sont pas significativement différentes les unes des autres

au seuil de 5% selon le test de Duncan).

3.1.4.2. Activités antioxydantes des extraits de Curcuma longa biofertilisés

Celles-ci ont été exprimées par la détermination des teneurs en GSH, en thiols totaux et en
caroténoides.

a) Teneur en glutathion réduit

Les résultats de la figure 52 montrent que la teneur en GSH varie d’un traitement a 1’autre
et est comprise entre 10,74 et 15,27 mmol/g de poudre de Curcuma longa. Le témoin T a une
teneur en GSH supérieure a celle des autres témoins et pratiqguement a tous les traités exceptés
TCICeDsl, TCICeBel, TCICeDs2, TCIKbDI3 et TCISgDj1 avec 15,27 ; 14,71 ; 14,45 ; 13,64 et

13,64 mmol/g de poudre respectivement. Il existe des differences significatives entre ses cinq
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Figure 52. Effet des endophytes sélectionnés sur

Curcuma longa biofertilisés apres 8 mois de culture (Les barres avec la méme lettre alphabétique ne sont

les unes des autres au seuil de 5% selon le test de Duncan).

pas significativement différentes

b) Teneur en thiols totaux

Itats montrent des différences significatives entre les traitements (Figure 53). Tout

Les résu

comme les teneurs en GSH, le témoin T a une teneur en thiols totaux supérieurs aux autres témoins
BFA, MSP, Urée et CMA. Les isolats TCICeDs2 (70,15 umol/g), TCIPdBil (71,55 pumol/g),

TClcaDj1 (72,05 umol/g), TCICeBel (75,67 pmol/g), TCICeT2 (80,79 umol/g) et TCICeDsl

(132,37 umol/g) ont des teneurs en TT supérieurs a la teneur du témoin T (68,96 umol/g). En

outre, la teneur en TT de TCICeDs1 est la meilleure et est largement supérieure aux autres. Elle

lle de T et 4,35 fois sup

\

7
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Figure 53. Effet des endophytes sélectionnés sur la teneur en thiols totaux

des rhizomes de

Curcuma longa biofertilisés aprés 8 mois de culture (Les barres avec la méme lettre alphabétique ne sont

pas significativement différentes les unes des autres au seuil de 5% selon le test de Duncan).

c) Teneur en caroténoides

Les teneurs en caroténoides des rhizomes de Curcuma longa sont donnés dans la figure 54

ci-apres. On note des différences significatives vis-a-vis de tous les traitements. Il en ressort que

tous les traités ont une teneur en caroténoides supérieure a celle des témoins T et TU excepté les
traités TCICeEb2 (1,45 mg/g) et TCIKDs3 (2,54 mg/g). Les traités TCIKbDI2 et TCICeBel

produisent les plus grandes quantités de caroténoides notamment 6,1 et 5,99 mg/g de poudre de

Curcuma longa. Ceux-ci présentent une différence significative entre eux.
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CIKbDI3 (+1%), CISgDj1

TT et CAR de Curcuma longa. Les résultats

Traitements inoculés
Le tableau XXIII ci-aprés présente les réponses a 1’inoculation des endophytes sélectionnés

ClCeDs1 (+92%), CICeTh2 (+17%) ont les meilleures réponses de tous les isolats sélectionnés
These rédigée par SONTSA-DONHOUNG Alain-Martial

isolats ClCeBel (+10%), ClCeDsl (+92%), CICeTb2 (+17%) et les isolats fongiques ClCeDsl
(+2%) CIPdBIl (+4%) une réponse positive sur les teneurs en TT du Curcuma longa. Les isolats

3.1.4.3. Réponse a P’inoculation des endophytes sélectionnés sur les teneurs en glutathion,
(+1%) et I’isolat fongique CICeDs1 (+7%) ont une réponse positive sur les teneurs en GSH ; les

alphabétique ne sont pas significativement différentes les unes des autres au seuil de 5% selon le test de Duncan).

Figure 54. Effets des endophytes sélectionnés sur la teneur en caroténoides totaux des rhizomes
de Curcuma longa biofertilisés obtenus aprés 8 mois de culture (Les barres avec la méme lettre

montrent que seules les isolats CICeBel (+9%), ClCeDsl (+13%),

thiols totaux et caroténoides de Curcuma longa
au cours de cette étude sur les teneurs en GSH,



pour les teneurs en TT. En outre, les résultats montrent que seuls les isolats CICeEb2 (-45%) et
CIKbDs3 (-5%), présentent des réponses négatives sur la teneur en CAR de Curcuma longa suite
a I’inoculation des endophytes. On note également que les isolats CICeBel et CIKbDI2 sont ceux
qui ont les meilleures réponses pour la teneur en CAR des plants avec un effet de +125% et +129%

respectivement.

Tableau XXI11. Réponse a I’inoculation de I’activité des isolats d’endophytes sélectionnés sur les

teneurs en glutathion, thiols totaux et caroténoides de Curcuma longa 240 jours apres le semis

Traitements Réponse a I’inoculation (%)
Glutathion Thiols totaux Caroténoides

Témoin - - -

Urée -11 -54 +6
CMA -5 -15 +34
MSP -5 -20 +58
BFA -7 -67 +115
ClCaDj1 -3 4 +90
ClCaThl -3 -4 +102
ClCaTh2 -3 -1 +58
ClCeBel +9 +10 +125
ClCeDs1 +13 +92 +43
ClICeEbl -2 -47 +48
CICeEb2 / -49 -45
ClCeNk1 -9 -5 +88
ClCeTh2 -14 +17 +38
CIGIBe2 -10 -6 +91
CIGIDj4 -8 -8 +53
CIGINKk1 -12 -62 +95
CIKbBi2 -20 -37 +59
CIKbDI2 -4 -58 +129
CIKbDI3 +1 -55 +109
CIKbDs1 -1 -50 +9

CIKbDs3 -8 -55 -5
CIKbNKk1 -8 -46 85
CISgDj1 +1 -13 +92
CISgNk3 -11 -17 116
ClCeDs2 +7 +2 +26
ClCeNk2 -5 -33 +50
ClIPdBi1 -5 +4 +73
Moyenne ge,r1era!e de§ 4 18 +66

endophytes sélectionnes
Moyenne generale’des _3 melllleurs +10 +40 +123
endophytes sélectionnés

—
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3.2. DISCUSSION

L’objectif de la présente étude visait a déterminer I’impact des endophytes sur la
production de rhizomes, de curcumine et sur la stimulation des activités antioxydantes et
antimicrobiennes du Curcuma longa. Elle nous a permis de déterminer d’une part, le substrat le
plus apte pour la culture de Curcuma longa au Cameroun et d’autre part, de mettre en évidence le
potentiel des endophytes sélectionnés pour la production de rhizomes de Curcuma longa, la
stimulation de la production de curcumine, des molécules antioxydantes et des activités

antimicrobiennes.

3.2.1. Effet des substrats des 5 zones agroécologiques du Cameroun sur la croissance et la
production des rhizomes de Curcuma longa

3.2.1.1. Propriétés physico-chimiques et production des rhizomes de Curcuma longa

Le sol est le moteur des échanges entre microorganismes et plante, car bien qu’étant lieu
d’échange entre les deux symbiotes, il est également source de nutriments. Les résultats ont montré
que les rendements de production en rhizomes sont supérieurs a 10 g/plant dans les zones
agroécologiques | (substrat de Touboro), 11 et Il avec des valeurs respectives de 10,84 g/plant,
11,16 g/plant et 11,44 g/plant. Dans ’intervalle 8 a 10g/plant de production en rhizomes, seule la
zone agroécologique V est représentée avec les substrats de Bertoua (9,58 g/plant) et Nkometou
(8,08 g/plant). Le substrat de Douala issu de la zone agroécologique IV est le seul possédant un
rendement de production en rhizomes inférieur a 5 g/plant. Ces résultats démontrent que les
meilleurs rendements de production en rhizomes sont obtenus sur les sols argileux des zones
agroecologiques | (Touboro) et Il et sur le sol limono-argilo-sableux de la zone I11. Ceci laisse
croire que les textures argileuses et limono-argilo-sableuses sont adaptées a la culture du Curcuma.
En effet, Cardon (2005), Hossain et Ishimine (2005) ont montrés que les limons fertiles ou
argileux, bien drainés et meubles sont idéaux pour la culture de cette plante. En revanche, le sol
de la zone agroécologique 1V, a partir duquel le rendement le plus faible a été obtenu, est un sol
limono-argileux-sableux. Ce résultat montre que la texture du sol seul ne suffit pas pour assurer
un meilleur rendement du Curcuma.

Le pH d'un sol constitue un parameétre important pour apprécier la potentialité d'un sol a
assurer la croissance des végétaux tout en déterminant la disponibilité des éléments nutritifs pour
les plantes (Borah et al., 2010). Les pH neutres des sols des zones | (substrat de Touboro), Il et 11l
pourraient expliquer ces meilleurs rendements en rhizomes observés. Le pH neutre d’un sol
renseigne sur sa richesse en cations basiques qui sont nécessaires pour une meilleure croissance

du Curcuma longa. De plus, cette plante préfere des sols ayant un pH compris entre 5 et 7,5
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(Cardon, 2005). L’obtention de rendements moyens en rhizomes inférieurs sur les substrats de
Nkometou (pH 4,92) et Ebolowa (pH 4,16) (Tableau V1) (7,82 g/plant pour Ebolowa et 8,08
g/plant pour Nkometou) montrent que cette plante est plus adaptée sur des sols neutres. Cependant,
le plus faible rendement de production obtenu par le substrat de Douala issu de la zone
agroécologique 1V montre qu’en dehors de la texture et du pH du sol d’autres paramétres
notamment les nutriments sont nécessaires pour une meilleure croissance du Curcuma.

Parmi les nutriments apportés aux cultures, le plus important est souvent I'azote, qui peut
étre attribué dans certains cas a 75% de I'augmentation des rendements observée (Danso & Eskew,
1984). En effet, il participe au développement et a la croissance de toutes les parties de la plante :
feuilles, tiges et racines. C'est le principal facteur de croissance des plantes et un facteur de qualité
qui influence le niveau de protéines des plantes (Danso & Eskew, 1984). On a noté qu’en général
tous les sols de I’étude ont de faibles teneurs en azote. Les sols des zones agroécologiques | (sol
de Touboro), Il et 111 ou les meilleurs rendements ont été observés possedent des teneurs en N trés
faible et faible respectivement. Mais, les rapports C/N de ces sols inférieurs a 15 indiquent une
bonne décomposition de la matiére organique. Seul un sol de la zone agroécologique V (sol
d’Ebolowa) a un rapport C/N de 19,83 indiquant une mauvaise décomposition de la matiere
organique. Ces bons rapports C/N indiquent que lI'azote méme a de faibles concentrations était
disponible pour les plantes (Tableau VI1I) contribuant ainsi a la croissance de celles-ci. En effet,
un bon rapport C/N montre que 1’azote est minéralisé et disponible en grande quantité dans ce sol
(Bipfubusa, 2006). Tous les substrats de 1’étude ont un pH < 7, favorisant ainsi I'absorption du
phosphore par les racines des rhizomes, stimulant alors I'enracinement. En effet, Sanchez et al.
(2009) ont démontré qu'a faible pH (< 7), le phosphore est présent sous la forme H2PO4™. 1l est plus
facilement absorbé par les racines sous cette forme que la forme HPO3z* présente dans les sols
alcalins (pH > 7). En outre, des teneurs élevées en phosphore peuvent abaisser la capacité
photosynthétique de la plante a limiter la mobilité de certains nutriments et entrainer un
ralentissement de la croissance de la plante. Ce n'était pas le cas dans notre étude, car pour de trés
faibles teneurs en P, nous avons observé d'une part, un faible rendement de production (zone
agroécologique 1V) et d'autre part un rendement élevé de production (zone Il1). En dehors de I'N
et du P, le Curcuma nécessite de grandes teneurs en matiéres organiques pour sa croissance.
Toutefois, pour les substrats des zones | (sol de Touboro), I1 et 11 ou les meilleurs rendements ont
été observés, on note qu’ils possédent de faibles teneurs en matiéres organiques. Seuls les sols des
zones agroécologiques V ont une teneur moyenne en matiere organique mais avec des rendements
en rhizomes inférieurs a ceux obtenus dans des zones I (sol de Touboro), Il et I11. Ceci montrerait
que la teneur en matiere organique doit étre associée a d’autres parametres tels que le pH, la texture

et méme le rapport C/N. En effet, dans la zone V le rendement en rhizomes de Curcuma longa
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était plus élevé pour le substrat de Bertoua (pH 5,40 ; C/N 10,93), suivi de Nkometou (pH 4,92 ;
C/N 10,70) et Ebolowa (pH 4,16 ; C/N 19,863)

Les résultats montrent également qu’a la 16° semaine, les paramétres de croissance (hauteur
des plants et diametres au collet) sont plus élevés pour les plants issus des substrats des zones
agroécologiques | (substrat de Touboro), I, I11 et plus faible pour les plants issus des zones IV.
Cette meilleure croissance des plants cultivés dans ces substrats serait due a leur composition
granulométrique (sols argileux et Limono-argilo-sableux) et chimique (pH (5,4-6,6) et C/N (7,70-
14,90)). Les résultats obtenus montrent donc qu’afin de faciliter la croissance des rhizomes de
Curcuma longa, les sols alcalins doivent étre évités, car ils induisent une asphyxie racinaire
(Cardon, 2005 ; Hossain & Ishimine, 2005). De plus, on a obtenu des masses de rhizomes plus
élevées pour les plantes des zones agroécologiques | (substrat de Touboro), 1, 11l ou les valeurs
les plus élevées de diametre au collet et de hauteur des plants ont été observées a la 16° semaine.
Le poids des rhizomes de Curcuma longa est proportionnel au diamétre au collet et a la hauteur
de celui-ci. Effectivement, Hossain & Ishimine (2005) ont montré qu'une grande biomasse
aerienne de Curcuma longa sur un sol rouge foncé entrainait un rendement de production plus
élevé. Le test de corrélation a montré qu'il existe une corrélation entre le poids des rhizomes et la
hauteur des plantes d'une part comme cela a été observé par Ajijah et al. (2005), qui ont montré
que la hauteur des plantes est un caractére significatif pour le rhizome de Temulawak, car elle a un
effet direct sur le poids des rhizomes par touffe et d'autre part, entre le poids des rhizomes et le
diamétre au collet. Sur la base des parametres physico-chimiques, les résultats montrent que le
substrat issu de la zone agroécologique 111 est plus adapté pour la production de Curcuma longa.

Le sol est un élément incontournable pour la croissance des plantes ; cependant quelques
limites ont été observées notamment la pauvreté des sols en éléments chimiques (C ; N ; P et MO).
Ceci peut ainsi s’expliquer par le fait que, les sols contiennent une autre source de fertilisation
d’origine biologique : les microorganismes. Ceux-ci peuvent étre bénéfiques et/ou pathogenes
présents naturellement dans le sol (et les semences) et ayant des répercussions positives ou

négatives sur le sol, les microorganismes et sur la plante.

3.2.1.2. Propriétés biologiques des substrats et production des rhizomes de Curcuma longa
La présence d'endophytes dans les racines des plants montre que la croissance des plantes
de Curcuma longa n'est pas seulement fonction des propriétes physico-chimiques des sols, mais
aussi des propriétés des microorganismes. L'étude montre que les substrats des zones
agroécologiques I (substrat de Touboro), 11, 11l n'ont pas le plus grand nombre d'endophytes isolés,
mais les plus grandes croissances de Curcuma longa ont été obtenus sur ces substrats. Cette

meilleure croissance serait due aux propriétes des endophytes présents dans ceux-ci. En effet,
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certaines études (Jasim et al., 2014 ; Deshmukh et al., 2018) ont démontré le lien entre les
endophytes, la production de métabolites secondaires et la croissance des plantes.

Les paramétres symbiotiques des sols indiquent que le nombre de spores est variable d'un
type de sol & un autre a T in situ (Tableau VIII). A T in situ, les substrats des zones Il (41 spores /
g de sol), zone V (Nkometou) (44 spores / g de sol) et zone | (Djarengol) (67 spores / g de sol)
multiplient le plus grand nombre de spores. Le nombre plus élevé de spores dans le sol de
Djarengol pourrait s'expliquer d’une part par les conditions climatiques de cette zone notamment
des températures tres élevées qui favorisent la sporulation des microorganismes et d’autre part par
sa faible teneur en azote. En effet, Egli & Brunner (2014) ont montré que les teneurs élevées en
phosphore et en azote réduisent la mycorhization des plantes. Les CMA représentent un groupe
abondant et fonctionnellement important de microorganismes du sol, qui forment des associations
symbiotiques avec leurs hétes (Jefwa et al., 2010). Les mycorhizes représentent un atout pour
I'agriculture, a travers leurs associations (Zhang et al., 2016) avec leurs hotes. Certains hotes
bénéficient plus souvent d'un accés accru aux nutriments, d'une croissance et d'un rendement
améliorés (Pozo et al., 2010). De plus, ils offrent une meilleure protection contre une multitude de
ravageurs et de maladies en induisant une résistance locale et systémique (Bucking & Kafle, 2015).

Les résultats obtenus montrent que la fréquence de colonisation racinaire des CMA est
relativement élevée (Tableau VIII). Cependant, dans le substrat du Djarengol, la fréquence de
colonisation racinaire était faible (47%). Cette faible colonisation pourrait étre due aux conditions
climatiques (températures tres élevées) de cette zone. En effet, Begoude et al. (2016) ont suggéré
que le niveau de colonisation des racines dépend probablement plus des conditions
environnementales que de la variété végeétale. Les substrats de la zone 111 (78%) et de la zone 1l
(72%) ont les fréquences de colonisation racinaire les plus élevées avec les rendements les plus
élevés de tous les traitements. Cela confirme les résultats de nombreux auteurs qui ont montré que
la présence de structures CMA dans les racines des plantes contribue a une meilleure production
de ces dernieres (Nwaga et al., 2010 ; Begoude et al., 2016 ; Hawaou, 2018). En effet, Samanhudi
et al. (2014) ont montré que les CMA sont capables d'augmenter le poids frais des rhizomes de
Temulawak ; Nwaga et al., (2010) ont montré qu’ au Cameroun, les CMA ont été sélectionnés
pour une augmentation de la productivité d'environ 48% a 478% dans plus de 12 cultures (arachide,
banane, igname, mais, mucuna, niebé, palmier a huile, piment, poireau, sorgho, soja et tomate)
seules ou en combinaison avec d'autres intrants agricoles qui stimulent leurs effets tels que les
MSP (microorganismes solubilisant le phosphore) et les BNL (bactéries nodulant les
I[égumineuses). Ces résultats prouvent par ailleurs que Curcuma longa a une réponse relativement

forte a la mycorhization.

These rédigée par SONTSA-DONHOUNG Alain-Martial 124




La recherche d’un substrat adapté pour la production de Curcuma longa au Cameroun est
primordiale pour le développement de cette filiére, car le sol est essentiel pour la croissance des
plantes. Néanmoins, il est encore plus intéressant de rechercher et caractériser la biodiversité
microbienne présente dans la rhizosphere de cette plante au Cameroun, parce qu'elle pourrait

constituer une autre source de fertilisation des sols (biologique) pour une agriculture durable.

3.2.2. Propriétés des endophytes locaux isolés de la rhizosphére du Curcuma longa
3.2.2.1. Diversité des endophytes de la rhizosphere du Curcuma longa

Les champignons et bactéries endophytes sont omniprésents dans la nature, infectant
pratiquement toutes les plantes des écosystemes naturels et agronomiques (Ryan et al., 2008).
Certains d'entre eux n'ont probablement aucun effet bénéfique sur la forme physique de I'hote et
peuvent étre des pathogenes latents ou des saprophytes qui restent inactifs jusqu'a ce que des
signaux environnementaux déclenchent un changement de développement pour que I’endophyte
poursuive son cycle de vie (Ryan et al., 2008). D'autres ont été isolés a plusieurs reprises et décrits
comme endophytes et se sont révélés bénéfiques d'une certaine maniere pour la plante. Notre étude
a permis d’isoler 105 endophytes dont la majorité est constituée de bactéries (82) suivies de
champignons (23) (Tableaux X, XI, XII et XIII). On note une grande variabilité des isolats en
fonction du substrat de piégeage. En effet, le plus grand nombre d’isolats a été obtenu pour un
substrat de la zone agroécologique V, le substrat de Bertoua (19). Tandis que le plus petit nombre
a été obtenu pour le substrat de la zone agroécologique Il (8). La texture argilo-saleuse et
I’antécédent cultural (mais) du sol de Bertoua faciliteraient le développement des microorganismes
comparées a la texture argileuse et 1’antécédent cultural (igname) du sol de la zone II. Il faut
également noter que, le sol de Bertoua a une teneur en matiére organique plus élevée que celui de
la zone agroécologique I1. Cela pourrait également contribuer a I’obtention d’un nombre plus élevé
d’endophytes pour le substrat de Bertoua de la zone agroécologique V.

En outre, les endophytes fongiques CIEaDjl ; CIEaDj2, ClIEaDsl sont spécifiques aux
zones | (substrat du Djarengol) et 111 ; tandis que, CICaTb1, CICaBil, ClICaDs1 spécifiques aux
zones | (substrat de Touboro), Il et 1ll; De plus, CICeThl, CICeDsl ; ClCeDs2, ClCeBel,
CICeNKk1 sont spécifiques aux zones | (Touboro), Il et V (substrats de Bertoua et Nkometou).
L’endophyte bactérien CIEaEblest spécifique a la zone V. Ces résultats sont comparables a ceux
obtenus par Bahdjolbé (2019) qui a montré que les conditions de cultures en pot de la plante piége

pourraient modifier 1’infection racinaire des souches microbiennes.
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3.2.2.2. Propriétés physiologiques des endophytes de la rhizosphere du Curcuma longa

Les principaux facteurs limitant I’activité des microorganismes dans les sols sont la
salinité, les toxicités en aluminium et en fer, les hautes températures, les carences en éléments
nutritifs et les pH acides. La détermination des parametres physiologiques est donc un caractere
primordial pour la sélection des microorganismes élites pouvant résister aux conditions
environnementales locales.

Couramment, I’augmentation de la concentration en aluminium a un effet nocif notable sur
les microorganismes du sol. C’est dans ce sens que les endophytes isolés ont été testés pour leur
sensibilité a I’aluminium. Dans notre étude, le nombre d’isolats tolérant 1’aluminium diminue
lorsqu’on augmente les concentrations d’aluminium passant de 103 isolats tolérants a 50 mM a 46
isolats & 100 mM d’aluminium. Ces résultats concordent avec ceux de Maimouna (2017) qui a
démontré que les isolats de bactéries se développent mieux dans des milieux a faible concentration
en aluminium. Les conditions climatiques extrémes et la déplorable utilisation des terres agricoles
au cours des derniéres décennies a conduit a une salinité élevée, qui est un facteur limitant de la
productivité agricole mondiale (Wicke et al., 2011). Dans cette étude, les isolats endophytes ont
pu se développer de maniére différentielle a différents niveaux de NaCl. Le nombre d’isolats
tolérant le NaCl baisse lorsqu’on augmente les concentrations de NaCl passant de 90 isolats
tolérants 7,5% a 53 isolats tolérants 15% de sel. En outre, on note que plus de la moitié des isolats
résistent a 15% de NaCl. Ces résultats sont contraires a ceux de Maimouna (2017) qui a montré
que des isolats de MSP étaient incapables de croitre a des concentrations en sels supérieurs a 5%
et ils concordent avec ceux d’autres auteurs, qui ont montré que les endophytes peuvent tolérer de
forte concentration en sels (Kumar et al., 2016 ; Ullah et al., 2018). L’acidité du sol est un
probléme majeur pour I’agriculture dans les tropiques ou pratiquement 60 % des terres arables sont
acides. La sensibilité des endophytes a l'acidité a ainsi été évaluée. Dans ce travail, le hombre
d’isolats tolérant I’acidité est proportionnel a la diminution du pH variant de 105 isolats a un pH
6 a 78 tolérants un pH 3. Ceci montre que les microorganismes ne tolérent pas de fortes acidités.
Ces résultats vont dans le méme sens qu’une étude (Appunu et al., 2009) qui a montré que les
microorganismes ont une croissance faible au pH 3,5.

En somme, dans cette étude, les endophytes ont montré différents niveaux de tolérance aux
sels (7,5% ; 10% et 15%), a I’acidité (pH 3, 4 et 5) et a I’aluminium (50 mM ; 75 mM et 100 mM)
ou I’on note que le taux de croissance diminue avec 1’augmentation des conditions de stress
(Tableau XIV). En effet, de nombreux auteurs ont montré que les isolats d’endophytes tolérent
différents niveaux de stress abiotiques (Kumar et al., 2016 ; Ullah et al., 2018). Les endophytes

1solés hautement tolérants au sel, a I’acidité et a I’aluminium seraient avantageux pour une
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utilisation en qualité de fertilisant biologique afin d'atténuer les stress et rendre les cultures

possibles et plus rentables en zone tropicale.

3.2.2.3. Propriétés biochimiques des endophytes pré-sélectionnés de la rhizosphere du
Curcuma longa

La coloration de Gram a révelé que 14 isolats bactériens sont Gram négatifs dont 11 sous
forme de coques ; tandis que 6 sont Gram positifs dont 3 sous forme de coque et 3 en forme de
batonnets aux extrémités arrondies parmi les 20 isolats bactériens pré-sélectionnés. Ces résultats
sont en contradiction avec ceux de Kannan et al. (2014) qui ont montré que sur 16 bactéries
endophytes de racines de la mangue, les bactéries Gram positives (68,75%) étaient plus
nombreuses que les Gram négatives (31,25%). Cependant, ces résultats vont dans le méme sens
qu’une autre étude qui a montré que les bactéries endophytes Gram négatives sont plus abondantes
dans différentes plantes (Taghavi et al., 2009).

Certains isolats microbiens utilisés dans la lutte biologique produisent des enzymes qui
peuvent lyser une partie de la paroi cellulaire de divers champignons pathogenes (Glick, 2012).
L’étude a révélé que la plupart des isolats exceptés les champignons C1EaD;j2 ; CIPdEb2 ; CIPdTb2
et CICeNk2 sont catalases positives. La catalase est produite par les bactéries qui respirent a l'aide
d'oxygeéne et les protégent des produits toxiques résultant du métabolisme de I'oxygéne, ce qui les
rend trés résistantes aux stress environnementaux, mécaniques et chimiques (Ammor & Mayo,
2007 ; Kumar et al., 2011). De ce fait, cette enzyme est considérée comme une caractéristique
importante requise par les bactéries pour éviter la toxicité cellulaire. De plus, est considérée
comme la premiere ligne de défense des microorganismes, qui les protege contre les radicaux
libres nocifs qui résultent de stress biotiques et abiotiques, et par conséquent, favorise la croissance
des plantes grace a une stratégie indirecte (Ramesh et al., 2014).

La protéase est une enzyme hydrolytique impliquée dans la suppression de la croissance
des pathogenes et la réduction subséquente des dommages causeés aux plantes (Bashan & de-
Bashan, 2005). Dans ce travail, 54% d’isolats produisent la protéase. Nos résultats sont soutenus
par ceux de Gomaa (2013) qui a également signalé que sur 23 bactéries alcaliphiles, 12 isolats
étaient capables de produire de la protéase sur milieu SMA. Cependant, Dudeja et al. (2012) ont
démontré que sur 91 isolats bactériens provenant de racines de plantes de dunes, seuls 23 isolats
étaient positifs pour la production de protéases.

En outre, 100% d’isolats bactériens et les isolats fongiques CIPdBil et CICeDs2 produisent
I’uréase. Elle catalyse I'hydrolyse de l'urée en acide carbamique instable et la décomposition rapide

de l'acide carbamique se produit sans catalyse enzymatique pour former de I'ammoniac et du
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dioxyde de carbone ; L'ammoniac réagit avec I'eau pour former de I'ammonium (NH4") qui est
une source d'azote disponible dans la plante (Gurjot, 2016).

Dans le méme contexte, I’activité amylase des isolats de cette étude montre que seul 38%
produisent cette enzyme. Les bactéries produisent de I'amylase a I'extérieur de leurs cellules pour
effectuer la digestion extracellulaire (Poli et al., 2006). En effet, I’amylase favorise la germination
précoce et augmente la disponibilité de I'assimilation de I'amidon (Gholami et al., 2009).

La cellulose est la source de carbone organique la plus abondante et représente 50% du
poids sec de la biomasse végétale. Ces sucres se trouvent dans la biomasse lignocellulosique
composée principalement de cellulose hydrolysée par le complexe enzymatique cellulase (Sadhu
& Maiti, 2013). De nombreuses bactéries et champignons utilisent la cellulose a des fins nutritives
(Gurjot, 2016). La propriété cellulolytique de certains genres bactériens tels que Cellulomonas sp.,
Pseudomonas sp., Bacillus sp. et Micrococcus sp. a été démontrée (Susilowati et al., 2015). Un
role clé dans la décomposition et la transformation des matieres organiques telles que les résidus
végéetaux dans I'écosystéme du sol sont attribuées aux microorganismes aérobies, en particulier
aux bactéries cellulolytiques omniprésentes dans les sols (Gurjot, 2016). 69% d’isolats produisent
la cellulase. Nos résultats sont comparables a ceux de Prakamhang et al. (2009) qui ont rapporté
gue 96% de diazotrophes endophytes isolés des racines de riz étaient positifs pour I'activité de la
cellulase.

Les enzymes hydrolytiques sécrétées par les endophytes sont utilisées pour améliorer la
gestion industrielle de la dégradation des protéines et des polysaccharides (El-Esawi et al., 2019).
Dans le méme contexte, les activités enzymatiques hydrolytiques telles que I'amylase, la CMCase,
la pectinase, la gélatinase et la xylanase sont corrélées a l'activité hyperparasitaire et aident les
endophytes a pénétrer dans les cellules végétales (Kim & Chung, 2004). De plus, une étude
(Kavamura et al., 2013) a suggéré que les enzymes hydrolytiques sécrétées par les endophytes
peuvent favoriser la croissance des plantes en supprimant les maladies des plantes causées par les
agents pathogénes du sol.

Sur la base des propriétés morphologiques et biochimiques, les endophytes bactériens
pourraient étre assignés aux genres bactériens Bacillus, Pseudomonas et Rhizobium (Aneja, 2006
; Kumar et al., 2016 ; Sev et al., 2016). En effet, bien que I'association avec le Rhizobium ait été
largement explorée dans les nodules racinaires des légumineuses ou ils fixent l'azote
atmosphérique, des études récentes suggerent également que le Rhizobium peut présenter des
activités favorisant la croissance des plantes avec des non-légumineuses (Sev et al., 2016). De
plus, de nombreuses études ont signalé des bactéries endophytes isolées des plantes appartenant a
ces genres (Jasim et al., 2013 ; Kumar et al., 2016 ; Deshmukh et al., 2018).
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En outre, la coloration au bleu de méthyléne révele que tous les endophytes fongiques pré-
sélectionnés sont des champignons supérieurs. Ceci est accord avec la littérature qui a montré que
les champignons endophytes supérieurs particulierement les Ascomycota sont ceux les plus isolés
(Koukol et al., 2012 ; Rana et al., 2020). Le méme résultat s'est reflété dans notre étude ou nous
avons obtenu cing champignons pré-seélectionnés appartenant aux Ascomycota et un appartenant
aux Basidiomycota. Parmi les Ascomycota, les genres identifiés seraient Aspergillus, Alternaria
et Fusarium. Une étude menée en Chine sur des endophytes fongiques isolés de riziéres saines a
révélé que les genres Aspergillus et Penicillium étaient aussi parmi les endophytes les plus
communs, a part Fusarium (Tian et al., 2004). Il a été rapporté que les genres Fusarium,
Trichoderma, Acremonium, Aspergillus, Penicillium, Botryodiplodia, Alternaria alternata,
Phoma sp. et Beaveria bassiana étaient des endophytes isolés des racines de mais (Amin, 2013).

3.2.2.4. Propriétés favorisant la croissance des plantes des endophytes pré-sélectionnés de la
rhizosphéere du Curcuma longa

Actuellement, on s'intéresse de plus en plus au potentiel des endophytes pour leurs attributs
favorisant la croissance des plantes et a leur utilisation en qualité d'agent de lutte biologique contre
les phytopathogenes. Les endophytes améliorent la croissance des plantes en régulant leurs
niveaux de phytohormone soit en augmentant la production d'auxines, de cytokines et de
gibbérellines ou en diminuant les niveaux d'éthyléne (Santoyo et al., 2016). Les endophytes
peuvent également faciliter I'absorption de nutriments naturels.

La solubilisation du phosphore est un mécanisme essentiel pour favoriser la croissance des
plantes par le biais des endophytes (Li et al., 2016). Le phosphore est I'un des macronutriments
dont une grande quantité est nécessaire a la promotion de la croissance des plantes. Dans la plupart
des cas, le phosphore est présent dans le sol sous forme inorganique insoluble ; il est intéressant
de noter que différents endophytes ont la capacité de le convertir d'une source indisponible a une
source disponible pour I'absorption par les plantes (Fan et al., 2018). Dans la présente étude, tous
les isolats ont le potentiel de solubiliser le phosphore excepté les bactéries endophytes CICeEb2
et CICeNK1. Cette étude a révélé CIGINk1 (Is=4,81) comme la bactérie favorisant la croissance
des plantes avec la plus grande efficacité de solubilisation des phosphores parmi tous les isolats.
Il est rapporté que les endophytes solubilisent le phosphore inorganique en réduisant le pH par
I'¢limination de I'activité acide organique, tandis que le phosphore organique est solubilisé par la
production de diverses phosphatases, ce qui se traduit par un meilleur développement des plantes
et un meilleur rendement (Rodriguez & Fraga, 1999). Les champignons solubilisant le phosphore
peuvent étre utilisés pour augmenter la production agricole et favoriser la croissance des plantes

grace a la disponibilité du phosphore (Liu et al., 2014).
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L'azote est plus abondamment requis par les plantes que le phosphore, et les plantes ont
besoin de diazotrophes (microorganismes qui utilisent I'azote atmosphérique et le transforme en
des formes plus utilisables telles que I'ammoniac) pour fixer I'azote. Bien que certains diazotrophes
résident dans le sol et autour des racines des plantes, il existe également des études décrivant la
présence de diazotrophes endophytes qui appartiennent pour la plupart au genre Rhizobium (Hirsch
& Mauchline, 2015). Dans notre étude, on note que seule les endophytes bactériens fixent 1’azote.
Plusieurs endophytes ont été trouvés avec la capacité de fixer I'azote atmosphérique. L'habileté de
fixation de I'azote par diverses bactéries endophytes a été signalée dans de nombreuses études et
ce trait a contribué aux effets positifs sur les plantes cibles lors d’inoculations (Sun et al., 2008).
Puri et al. (2016) ont démontré que l'inoculation de Brassica napus L. avec la méme souche P.
polymyxa P2b-2R entrainait une fixation de I'azote et une stimulation de la croissance.

L'IAA est la principale phytohormone responsable de la croissance cellulaire, de la
construction des tissus du xyléeme et du phloeme, de la promotion et de I'augmentation de la
croissance et de I'élongation des racines, qui a leur tour favorisent la croissance des plantes grace
a I'absorption des nutriments (Ribeiro & Cardoso, 2012 ; Vacheron et al., 2013). Dans notre étude
tous les isolats ont produit I’indole a différentes proportions excepté 1’isolat fongique CIPdTb2
aprés 14 jours d’incubation. Les isolats CICeEbl, CICeEb2, CICeTb2 et CIGINk1 sont ceux
produisant les plus grandes quantités d’indole. Les résultats obtenus sont semblables aux travaux
effectués par Ahemad & Khan (2010) ; Jasim et al. (2013). En effet, Mercado-Blanco &
Lugtenberg (2014) estiment que, jusqu’a 80% des bactéries de la rhizosphére peuvent synthétiser
des auxines et Ripa et al. (2019) ont rapporté que 56% des champignons endophytes isolés de
Triticum aestivum L. peuvent produire de I'lAA. La production de molécules favorisant la
croissance des plantes comme I'lAA est une importante contribution des endophytes qui peuvent
stimuler en méme temps des réponses rapides telles que I'élongation cellulaire et des réponses a
long terme telles que la division cellulaire et la différenciation des tissus végétaux (Taghavi et al.,
2009).

En plus de I'lAA, la production d'ammoniac est I’'un des mécanismes essentiels pour
favoriser la croissance des plantes (Li et al., 2016). La production d'ammoniac est un autre trait
des MFCP qui a un réle de signalisation parmi les interactions entre les plantes et les microbes
(Ahemad & Khan, 2010). L'ammoniac produit peut-étre absorbé par les plantes comme source
d'azote pour I'allongement des racines et des pousses et favoriser ainsi la croissance des plantes ou
pour favoriser la croissance des plantes de maniére indirecte par la suppression des
phytopathogénes (Deepa et al., 2010 ; Nain et al., 2012). Tous les isolats possédent la capacité de

produire de I'ammoniac.
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L'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxyliqgue (ACC) joue un réle important dans la
biosynthese de I'éthyléne, une hormone inhibitrice de croissance des plantes. Dans cette étude,
tous les endophytes pré-sélectionnés ont montré une activité ACC désaminase révelée par un test
qualitatif excepté les isolats CIEaDj2 et CIPdEb2. Nos résultats sont étayés par des rapports
antérieurs sur la production d'ACC désaminase par plusieurs souches isolées (Gupta & Pandey,
2019). La production d’ACC désaminase est I'une des caractéristiques importantes des MFCP.
L'ACC désaminase clive I'ACC, le précurseur immediat de I'normone végétale éthyléne, pour
produire de I'a-cétobutyrate et de I'ammoniac (Todorovic & Glick, 2008). Des études antérieures
ont rapport¢ que l'inoculation de plantes avec des microorganismes producteurs d’ACC
désaminase diminuait les niveaux d'éthylene, ce qui entrainait une diminution de I'inhibition de la
croissance des plantes sous des stress biotiques et abiotiques (Glick et al., 2007 ; Farwell et al.,
2007).

L’isolement d’endophytes locaux est d’un atout indéniable pour I’amélioration de la
productivité au Cameroun. Ces endophytes possédent de nombreuses propriétés favorisant la
croissance des plantes qui pourraient étre exploitées pour 1’amélioration de la quantité et de la

qualité des rhizomes de Curcuma longa.

3.2.3. Potentiel des endophytes sélectionnés pour la production de rhizomes de Curcuma
longa et de curcumine

L’inoculation des plants de Curcuma longa avec différents isolats d’endophytes en
condition semi-contr6lée a abouti non seulement a une amélioration quantitative, mais encore a

une amélioration qualitative de ladite plante.

3.2.3.1. Potentiel des endophytes sélectionnés pour la production de rhizomes de Curcuma
longa

Les résultats obtenus sur la croissance du Curcuma longa montrent que 1’application des
différents isolats améliore la croissance de cette plante (Figure 46). Le diamétre au collet et la
surface foliaire des plantes ont augmenté a un rythme plus rapide jusqu'au 5¢ mois de croissance
et ont ensuite diminué. Cette diminution de la croissance a partir du 6¢ mois de culture peut étre
attribuée au transport de nutriments des feuilles aux rhizomes. En général, dans toutes les cultures
de tubercules, au fur et a mesure que la taille de I'organe de stockage souterrain augmente, il y aura
une diminution graduelle de la croissance des parties aériennes (Kawakami, 1978).

L’efficacité des inocula sur la stimulation de la production de Curcuma pourrait s’expliquer
par ’amélioration de la nutrition minérale du Curcuma par ceux-ci. Ces résultats vont dans le

méme sens qu’une étude (Jemo et al., 2007) qui a demontreé que la production de biomasse aérienne
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et racinaire de Mucuna pruriens est significativement améliorée par 1’inoculation mycorhizienne.
Une étude analogue (Haro et al., 2018) a montré que 1’inoculation mycorhizienne du niébé avec
les inocula locaux permet d’améliorer la production de biomasse et le rendement de la production
de cette plante. Dans notre étude, dans la majorité des cas, I’application des fertilisants biologiques
a eu un effet positif sur les parameétres de croissance (surface foliaire, diamétre au collet, nombre
de feuilles) comparé au témoin quelle que soit la période de culture. Ces résultats corroborent avec
ceux de Vinayarani & Prakash (2018) qui ont montré que I’application d’un champignon
endophyte sur la culture de Curcuma longa favorise I’augmentation de la taille du plant et la
production de rhizome.

L'application d'engrais organiques et des biofertilisants améliorent la productivité et la
fertilité du sol, ce qui ameliore le rendement des cultures de longue durée comme le Curcuma
(Dinesh et al., 2010). Dans notre étude, les masses des rhizomes pour les traitements TCIPdBil
(17,89 g/plante) et TC1SgDj1 (17,66 g/plante) sont les plus élevées suivies de celles des traitements
TClCeDsl1 (17 g/plante) et TCICeBel (16,10 g/plante) (Figure 46). Samanhudi et al. (2014) ont
montré que les CMA augmentent le poids frais des rhizomes de Temulawak. Dans ce travail les
CMA utilisés ont augmenté le rendement, mais celui obtenu par la majorité des endophytes
sélectionnés leur était supérieur. En effet I'inoculation de suspension bactérienne de diazotrophes
(Pseudomonas et Bacillus sp.) a montré une amélioration significative du poids des rhizomes
(60%) et de la population microbienne du sol en comparaison aux témoins respectifs (Suryadevara
& Ponmurugan, 2012). Kumar et al. (2013) ont inoculé Azotobacter chroococcum dans le rhizome
de Curcuma longa et ont observé I'augmentation du nombre de feuilles, de la hauteur des pousses,
de la biomasse des pousses et de la biomasse des rhizomes. Certaines études Jasim et al. (2014) ;
Kumar et al. (2016) ; Bamisope et al. (2018) ont démontré le lien entre les endophytes, la
production de métabolites secondaires et la croissance de la plante. Les especes rhizosphériques
et endophytes sont impliquées directement ou indirectement dans la promotion de la croissance et

la gestion des maladies chez les plantes (Kumar et al., 2017).

3.2.3.2. Potentiel des endophytes sélectionnés pour la production de curcumine

Les résultats montrent que la teneur en curcumine a augmenté pour la plupart traitements
ayant recu les endophytes sélectionnés. Celle-ci est meilleure pour les traitements ayant regu les
inocula constitués des isolats CICeNk1 (13,83 pg/mL), CISgDj1 (10,02 pg/mL) et CIPdBIi1 (10,04
pg/mL) (Figure 48). L’inoculum a base de I’endophyte CICeNK1 est le plus efficace de tous les
inocula utilisés dans cette étude pour la production de curcumine. Tout comme la masse de
rhizome, les CMA utilisés ont augmenté la teneur en curcumine mais celle obtenue par la majorité

des endophytes sélectionnes leur était supérieur. En effet, Yamawaki et al., (2013) montrent que
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I'inoculation de CMA a des effets bénéfiques sur la croissance du Curcuma et la production de
curcumine. Ils ont montré que l'inoculation de CMA a entrainé une augmentation de la production
de biomasse et de I'absorption des nutriments du Curcuma. De plus, la concentration de curcumine,
contenue dans le rhizome, a augmenté dans le traitement CMA. Ces résultats indiquent que
I'inoculation de CMA a des effets bénéfiques sur la croissance du Curcuma et la production de
curcumine. L’inoculum a base de CICeNkl augmente deux fois la teneur en curcumine des
rhizomes. En outre, 52% de traitements inoculés favorisent une augmentation de la teneur en
curcumine supérieure au traitement urée et 74% de traitements inoculés favorisent une
augmentation de la teneur en curcumine supérieure au témoin. Les endophytes ont stimulé
efficacement le principe actif de la plante. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux d'El
Gendy et al., (2013), qui ont montré une amélioration de la teneur en huile essentielle, flavonoides
et polyphénol de la citronnelle par utilisation de bactéries bénéfiques endophytes.

L'inoculation de ces endophytes seul ou en combinaison en champ serait efficace pour
I’augmentation des rendements et des teneurs en curcumine. Ceci laisserait donc entendre que les
endophytes sélectionnés pourraient avoir des propriétés antimicrobiennes ou mieux encore
posséderaient la capacité de produire des molécules permettant a la plante de résister aux différents

stress biotiques et abiotiques.

3.2.4. Propriétés antimicrobiennes des endophytes sélectionnés et antioxydantes des extraits
de Curcuma longa
3.2.4.1. Potentiel des endophytes sélectionnés pour la stimulation des activités
antimicrobiennes

Les MFCP ont attiré beaucoup d'attention en qualité d'agents de lutte biologique pour leur
role dans la lutte contre les maladies des plantes, bien que leur plein potentiel n'ait pas encore été
atteint. Par conséquent, de nombreux endophytes bactériens favorisent indirectement la croissance
des plantes en inhibant la croissance et les activités des phytopathogénes par la production de
substances antimicrobiennes (Wu et al., 2016). Plusieurs espéces de champignons endophytes sont
maintenant testées avec succés comme agents de lutte biologique contre les champignons
phytopathogeénes. Cette stratégie est trés prometteuse pour I'amélioration de la productivité des
cultures et comme alternative aux fongicides chimiques et aux engrais synthétiques
(Saravanakumar et al., 2016).

Dans la présente étude, 23 endophytes sélectionnés ont été évalués in vitro pour leur
potentiel antagoniste vis-a-vis de Fusarium oxysporum responsable d’importantes maladies de
flétrissement vasculaire chez les plantes et également de la pourriture des rhizomes. Nos résultats

ont clairement montré que, parmi les 23 endophytes testés les isolats CIGINKk1 et CIKbDI2 sont
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les plus efficaces contre Fusarium oxysporum et ont considérablement réduit la croissance
mycélienne de Fusarium oxysporum avec respectivement des pourcentages d’inhibition de 80 et
60 % (Figure 51/c). Cependant, les effets dépendaient de chaque endophyte testé. Des effets
similaires ont été rapportés par différents auteurs en utilisant des champignons endophytes isolés
du concombre et d'autres plantes médicinales et identifiées comme Trichoderma, Alternaria,
Phomopsis, Colletotrichum, Phoma, et Acremonium (Saravanakumar et al., 2016 ; Xiang et al.,
2016). D’autres études ont par ailleurs signalé le role clé joué par les endophytes contre les
champignons pathogenes comme celle de Miles et al. (2012) qui a étudié le potentiel de contréle
biologique de 100 endophytes fongiques associés a Espeletia sp. contre les agents pathogenes
courants des cultures, notamment Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum et
Phytophthora infestans. Leurs résultats ont indiqué que toutes les souches endophytes étaient trés
efficaces contre de nombreux agents pathogenes et I'effet inhibiteur était di a la production de
métabolites bioactifs par les endophytes. D'autre part, Amaresan et al. (2012) ont découvert que
six isolats bactériens d’endophytes présentaient une activité antagoniste contre Fusarium
oxysporum, Colletotrichum capsici et Pythium sp.

Le flétrissement bactérien, la maladie vasculaire causée par la bactérie du sol Ralstonia
solanacearum, est considérée comme un facteur limitant majeur pour de diverses cultures dans le
monde, y compris les cultures vivrieres de subsistance, les petites cultures commerciales agricoles
et les cultures industrielles, y compris les Iégumes (Solanum tuberosum, S. lycopersicum,
Capsicum spp.), banane (Musa spp.), arachides (Arachis hypogaea) et tabac (Nicotiana tabacum)
(Ji et al., 2005). Dans cette étude, les endophytes isolés et sélectionnés du Curcuma longa ont été
testés contre Ralstonia solanacearum. La plupart des isolats ont montré une activité antagoniste
contre Ralstonia solanacearum. Ce résultat est conforme a la littérature. En effet, Zhou et al., 2018
ont démontreé que les isolats BJ-1 et BJ-31 sont efficaces pour lutter contre les maladies a Ralstonia
solanacearum sur le gingembre. Des résultats similaires ont été rapportés sur les bactéries
endophytes du plant de tomate. 1l faut noter que les isolats CICeEb2 et CICeEDb1 sont les plus
efficients contre Ralstonia solanacearum avec respectivement des diamétres d’inhibitions de 2,3
et 1,8 cm (Figure 51/a).

Pythium myriotylum est un agent causal de la pourriture molle des racines dans de
nombreuses cultures économiquement importantes, notamment les arachides, la tomate, le blé, le
concombre, le soja, le sorgho, le tabac, le chou, mais également le Curcuma longa. Le criblage in
vitro d'isolats endophytes pour un antagonisme contre Pythium myriotylum a rapporté que les
isolats CICeEb2 suivi de CICeTh2 sont plus efficaces et présentent une inhibition > 60% (Figure
51/b). Un travail récent (Meshanki et al., 2018) a demontré que quatre isolats d'endophytes

bactériens étaient tres efficaces, car ils inhibaient plus de 70 % la croissance de Pythium spp. La
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capacité des endophytes bactériens a supprimer la croissance de I'agent pathogene peut se refléter
dans leur capacité a produire une enzyme hydrolytique responsable de la dégradation de la paroi
cellulaire de I'agent pathogéne. Les présents resultats sont soutenus par Dinesh et al. (2015) qui
ont rapporté que l'isolat de Bacillus GRB35 amyloliquefaciens présentait une inhibition de 78,51%
de la croissance de Pythium myriotylum dans le gingembre.

Phytophthora megakarya est 1’'un des agents pathogénes de la classe des Oomycétes
identifié sur Theobroma cacao. C’est le plus virulent de I’espéce Phytophthora qui est responsable
de la pourriture brune du cacao. Dans les conditions de précipitations fortes et fréquentes au
Cameroun, Phytophthora megakarya peut entrainer des pertes de rendement allant de 50 a 70%
voir 100% lorsqu’aucune mesure de contréle n'est prise (Nwaga, 1984 ; 1988). Dans notre étude,
seul un des endophytes testés in vitro contre Phytophthora megakarya montre un antagonisme
avec un pourcentage d’inhibition supéricur a 50%. Les isolats CISgNk3, ClCaTh2, CIKbDI3
donnent les meilleurs pourcentages d’inhibition avec respectivement des valeurs de 55%, 41%, et
41% (Figure 51/d). Ces travaux sont analogues a ceux de Fadiji & babalola (2020) ; Agnes et al.
(2021) qui ont montré que des endophytes inhibent la croissance de Phytophthora palmivora sur
le plant de cacao in vitro et in vivo. Les endophytes peuvent inhiber l'infection et la prolifération
des agents pathogénes dans I'h6te directement via la production d'antibiotiques, la production
d'enzymes, la compétition et le parasitisme ou indirectement en induisant des réponses de
résistance intrinseques a I'n6te (Fadiji & babalola, 2020).

Ces résultats suggerent que le Curcuma longa posséde une diversité d’endophytes en son
sein, a partir desquels les agents de lutte biologique potentiels contre les pathogenes des plantes
tels que Fusarium oxysporum, Ralstonia Solanacearum, Pythium myriotylum, Phytophthora
megakarya peuvent étre produits. Dans cette étude, certains isolats ont montré des effets
antagonistes sur 2, 3 ou 4 pathogenes en méme temps, par exemple, les isolats CICaTbl et
CIKbNK1. Ceux-ci seraient un atout non négligeable pour la lutte biologique contre les maladies

des plantes.

3.2.4.2. Potentiel des endophytes sélectionnés pour la stimulation des activités antioxydantes

Les antioxydants font partie des éléments clés qui protégent les plantes des dommages
oxydatifs causés par les stress abiotiques. Les thiols sont des antioxydants importants et des études
récentes ont montre que leur contenu varie en fonction des groupes de denrées alimentaires. Les
résultats montrent que 1’application des isolats CICeBel, CICeTh2 et ClICeDs1 sur le Curcuma
longa contribuent a une augmentation des teneurs en TT avec des valeurs respectives de 75,67 ;
80,79 et 132,37 umol/g (Figure 53). L'importance biologique des composes thiols est liee a
I'activité du groupe sulfhydryle impliqué dans les réactions antioxydantes et de désintoxication
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(Noctor et al., 2012 ; Sytykiewicz, 2016). Dans les molécules de protéines, les acides aminés
contenant des groupes thiol et le soufre sont les sites les plus sensibles a I'action des ERO (sharma
et al., 2012). Les ERO peuvent réagir avec les résidus cystéine pour former un acide sulfénique
qui peut conduire par la suite a la formation de plusieurs produits, dont des disulfures (sharma et
al., 2012).

Le GSH est une petite molécule de thiol intracellulaire qui est considérée comme un
puissant antioxydant non enzymatique. Le GSH est un tripeptide composé de cystéine, d'acide
glutamique et de glycine et est le thiol non protéique le plus abondant dans les cellules. Son groupe
actif est le groupement thiol (-SH) de la cystéine. Le GSH est maintenu a I'état réduit. Dans notre
étude, les isolats ClICeDs1, ClCeBel, CICeDs2 sont ceux qui appliqués sur Curcuma longa ont
favorisé une meilleure stimulation de production de GSH comparés aux témoins avec des valeurs
respectives de 15,27 ; 14,71 ; 14,45 mmol/g (figure 52). Le GSH améliore la tolérance des plantes
a différents stress abiotiques tels que : la salinité, la sécheresse, les températures élevées ou basses
et la toxicité métallique (Nahar et al., 2015a, b). Les thiols et le glutathion (GSH) sont deux des
métabolites essentiels qui agissent comme détoxiquant et antioxydants (Noctor et al., 2012 ;
Sytykiewicz, 2016).

Les caroténoides sont des tétraterpénoides synthétisés dans les plantes, dans les organismes
photosynthétiques ainsi que dans certaines bactéries, levures et moisissures non
photosynthétiques. Selon leur composition chimique, ils sont classés en carotenes ou en
xanthophylles. Tels que les TT, le GSH, et certains composés de faible poids moléculaire contenant
des groupes sulfhydryle, les caroténoides sont considérés comme des importants antioxydants non
enzymatiques (Lombardi & Sebastiani, 2005). Dans notre étude, nous avons évalué I’habileté des
endophytes a stimuler la production des caroténoides chez le Curcuma longa (Figure 54). Les
isolats CIKbDI2 et CICeBel sont ceux qui multiplient les plus grandes quantités de caroténoides
notamment 6,1 et 5,99 mg/g de poudre de Curcuma longa. Cette présence de caroténoides dans la
plante lui confére des propriétés antioxydantes. En effet, ce sont des antioxydants efficaces qui
éliminent le radical superoxyde et les radicaux peroxydes (Stahl & Sies, 2003). ls peuvent réagir
avec les radicaux libres de plusieurs maniéres, a savoir : transfert d'électrons, transfert ou ajout
d'atomes d'hydrogéne. Des études ont révélé que les caroténoides pourraient également protéger
les plantes du stress oxydatif en modulant les propriétés physiques des membranes
photosynthétiques avec une implication du cycle de la xanthophylle (Stahl & Sies, 2003).

L’étude montre que, les teneurs en GSH de CICeDsl1, en TT de CICeDsl1 et en CAR de
CIKbDI2 sont respectivement 1,13 ;1,91 et 2,29 fois supérieures a celle du témoin. Ces travaux
témoignent a suffisance de ’efficacité des endophytes pour la stimulation de la production des

molécules antioxydantes chez le Curcuma longa.
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En somme, les meilleurs isolats pour 1’amélioration de la production de Curcuma longa
(Tableau XXIV) ont permis de retenir cinqg isolats dont quatre isolats bactériens (CICeNK1,
ClICaTb1l, CICeDs1, CISgDj1) et un isolat fongique (CIPdBI1).

Tableau XXIV. Synthese sur les 3 meilleurs isolats d’endophytes (bactéries et champignons (C))

pour I’amélioration de la production de Curcuma longa et de métabolites fonctionnels

Production
Rhizomes Curcumine Glutathion Thiol totaux | Caroténoides
Meilleurs CIPdBIi1(C) ClCeNk1 ClCeDsl ClCeDsl CIKbDI2
Solats ClISgDj1 CIPdBil ClCeBel ClCeBel ClCeBel
ClCeDs1 CISgDj1 ClCeDs2 ClCeTbh2 CISgNk3

Les isolats CICeNK1, CIPdBIl et CISgDj1 sont retenus pour leur potentiel biofertilisant ;
I’isolat ClICaTb1 pour son potentiel biopesticide contre les quatre agents pathogénes des plantes
testés dans le cadre de 1’étude et I’isolat ClCeDs1 pour son potentiel antioxydant.

De plus, il faut noter que des cing isolats retenus, trois d’entre eux ont été isolés a partir
des milieux de culture constitués d’extraits de sols et d’extraits de Curcuma longa. Ceci montrerait
que les milieux classiques d’isolement ne favorisent pas 1’isolement de microorganismes locaux a
fortes potentialités. Dés lors, 1’utilisation de substrats locaux pourrait étre une nouvelle approche

pour la fabrication de milieu de culture.
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CONCLUSION GENERALE

Cette étude avait pour objectif de déterminer 1’effet produit par les endophytes locaux sur
la production de rhizomes, de curcumine et sur la stimulation des activités antioxydantes et
antimicrobiennes du Curcuma longa. Aprés 7 mois de culture de Curcuma longa sur 8 substrats
des 5 zones agroécologiques du Cameroun, une croissance moyenne et une production de rhizome
comprise entre 5 et 11,44 g/plante est obtenue. La meilleure production de rhizome est obtenue a
partir des substrats des zones agroécologiques | (Touboro (10,84 g/pante), Il (11,16 g / plante) et
111 (11,44 g/ plante) qui ont des rendements en production de rhizomes 2 fois supérieur au substrat
de la zone 1V (5¢g/plante) qui a la plus faible production. La culture de Curcuma longa est adéquate
sur des sols & texture argileuse et Limono-argilo-sableuse. Le Curcuma longa préfére les sols
moyennement acides a neutre et riche en matiére organique. L’activité biologique est plus intense
pour les sols des zones 11 et I11.

Au total, 105 isolats d’endophytes sont isolés de Curcuma longa. Cette étude évoque que

I’isolement des endophytes est fonction du substrat de piégeage et qu’il existe une diversité
d’endophytes de Curcuma longa. Le nombre d’endophytes est plus ¢élevé pour le zone
agroécologique V avec 43 endophytes et plus bas pour la zone agroécologique II qui n’enregistre
gue 8 endophytes. Les endophytes fongiques CIEaDj1 ; CIEaDj2, CIEaDs1 sont spécifiques aux
zones | (substrat du Djarengol) et 111 ; tandis que, CICaTb1, CICaBil, ClICaDs1 spécifiques aux
zones | (substrat de Touboro), Il et 11l; De plus, CICeThl, CICeDsl ; ClCeDs2, ClCeBel,
ClICeNKk1 sont spécifiques aux zones | (Touboro), Il et V (substrats de Bertoua et Nkometou).
L’endophye bactérien CIEaEblest spécifique a la zone V (substrat de Bertoua).
Les endophytes locaux tolérent de grands niveaux de stress abiotiques. De plus, ces endophytes
possedent de nombreuses propriétés favorisant la croissance des plantes. La majorité des isolats
pré-sélectionnés produisent des enzymes de lyse particuliérement la protéase, la catalase, 1’uréase,
la cellulase et I’amylase qui peuvent intervenir dans la lutte biologique. La plupart des isolats
produisent le phosphore, I’ACC désaminase, les isolats bactériens fixent 1’azote et tous les isolats
présélectionnés produisent de I’indole et de I’ammoniac. Les 20 isolats bactériens pré-selectionnés
sont regroupés en sept morphotypes qui pourraient appartenir aux genres Pseudomonas ; Bacillus
et Rhizobium tandis que les six isolats fongiques retenus sont regroupés en six morphotypes et
dont cing appartiennent aux Ascomycota et un aux Basidiomycota.

Les endophytes augmentent le rendement de production en rhizomes et les teneurs en
curcumine de Curcuma longa sur substrat stérile et en conditions semi-contrdlées avec des
rendements supérieurs a celui obtenu sur un sol ayant regu I’urée comme engrais conventionnel.
Les endophytes CIPdBIil (issus de la zone I1) et CISgDj1 (issus de la zone I) sont ceux qui
favorisent les plus grandes productions en rhizomes et les endophytes CICeNKk1 (issus de la zone
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V), CICaTb1l (issus de la zone 1) et CIPdBIil (issus de la zone I1) les plus grandes teneurs en
curcumine. L’isolat CICeNk1 permet de doubler la teneur en curcumine comparé au témoin (14
pg/mL pour CICeNKk1 contre 7 pg/mL pour le témoin). Ceci pourrait contribuer a réduire le cycle
de production de la plante de 2 ans a 1 an. Ainsi, la production de Curcuma longa et de curcumine
dépend de I’interaction plante-endophyte et varie d’un endophyte a un autre. Ces résultats orientent
vers le choix de certains isolats proposés pour des essais en champ (CICaTbl ; ClCeDs1 ;
CICeNK1 ; CISgDj1 et CIPdBI1).

L’association endophyte-Curcuma longa augmente les effets antimicrobiens et permettrait
une meilleure croissance de celle-ci lorsqu’elle est attaquée. On note que 52% d’isolats
sélectionnés ont une activité contre Fusarium oxysporum ; 43% d’isolats inhibent la croissance
Pythium myriotylum ; 35% d’isolats ont un effet antagoniste sur Phytophthora megakarya et 56%
d’isolats ont un effet inhibiteur sur le développement de Ralstonia solanacearum. Ces isolats
proviennent de toutes les zones agroécologiques. L’activité antagoniste varie en fonction de
I’agent pathogéne. Les isolats CICaTbl (issus de la zone I) et CIKbNKk1 (issus de la zone V) ont
présenté des effets antagonistes contre tous les pathogenes. De plus, certains endophytes
sélectionnés favorisent 1’augmentation des teneurs en glutathion réduit et en thiols totaux et la
plupart des endophytes sélectionnés augmentent les teneurs en caroténoides de Curcuma longa.
En général, 1’association endophytes-Curcuma stimulent la production de Curcuma longa, celles

de curcumine et des activités antioxydantes et antimicrobiennes de la plante.
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PERSPECTIVES

Des recherches doivent étre entreprises suite a ce travail de thése pour mieux valoriser
I’utilisation des endophytes, une alternative durable, moins colteuse et respectueuse de
I’environnement pouvant accroitre les rendements de production du Curcuma, mais
également d'autres cultures. Ces travaux ultérieurs pourraient se focaliser sur :
¢ I’identification moléculaire des isolats sélectionnés au cours de cette étude ;
¢ laréalisation d’essais en champs multi-locaux afin de mettre a la disposition

des agriculteurs ces souches efficientes ;

¢+ I’évaluation des souches sur d’autres cultures d’intérét ;
+ la formulation de biopesticides et de biofertilisants ;

+ laréalisation de la cartographie des microorganismes au Cameroun.
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ANNEXE 1. COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE DE L’ETUDE

Ingrédients | g/L
PDA
Pomme de terre 250
Glucose 15
Agar 15
pH ajusté a 25°C 7+0,2
YEMA
Mannitol 10
Extrait de levure 0,5
K2HPO,, 7H.0 0,2
NaCl 0,1
Agar 15
pH ajusté a 25°C 6,8+ 0,2
YMB + peptone
Mannitol 10
Extrait de levure 0,5
K:HPQO,4, 7TH.0O 0,2
NaCl 0,1
Peptone 5
pH ajusté a 25°C 6,8+ 0,2
Gélose King-B
Peptone 20
Glycérol 10 mL
KoHPO, 7TH20 15
MgSOQOs, 7 H,O 15
Agar 15
pH ajusté a 25°C 72+0,2
GLM

Extrait de levure 3
Extrait de Malt 3
Peptone 5
D-Glucose 10
Agar 18
pH ajusté a 25°C 7+£0.2
SGA
KzHPQO4, 7H20 0,75
MgSQO4, 7 H.O 0,4
CaC03 014
Sucrose 2,5
Glucose 2,5
Yeast extract 3
Agar 15
pH ajusté a 25°C 7102
EA
Extrait de sol (10%) 200 mL
Agar 20
pH ajusté a 25°C 7+0.2
CA
Extrait de Curcuma (10%) 200 mL
Agar 20
pH ajusté a 25°C 7+£0.2
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CEA

Extrait Curcuma (10%) 200 mL
Extrait de sol (10%) 200 mL
Agar 20g
pH ajusté a 25°C 7+£0.2
SMA
Lait écrémé 15
Extrait de levure 0,5
Agar 9,3
pH ajusté a 25°C 6,8+ 0,2
CMC agar
KH2PO4 1
MgS0..7H,0, 0,5
NaCl 0,5
FeS0,4.7H:0 0,01
MnS0O4.H,0O 0,01
NHiNO3 0,3
CMC 10
Agar 12
pH ajusté a 25°C 7+0,2
NFEM
CaCl, 0,02
NaCl 0,1
FeCl; 0,001
KH,PO4 0,4
K2HPO4 0,5
MgSO4-7H,0 0,2
Na:Mo04-2H,0 0,002
Sodium malate 5
Extrait de levure 0,5
pH ajusté a 25°C 7,2-7,4
Nutrient Agar
Peptone 5
NaCl 5
Extrait de levure 15
Agar 15
pH ajusté a 25°C 6+0,2
Bouillon nutritif
Peptone 5
NaCl 5
Extrait de levure 15
pH ajusté a 25°C 7+0,2
Milieu minimal de sels DF
KH,PO4 4
K2HPO4 6
MgS04.7H:0 0,2
FeS04.7H:0 0,1
Acide borigue 10ug
MnSOq (I1) 10 ug
ZnS0, 70 ug
CuSO, 50 ug
MoOs 10 ug
Glucose 2
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Acide gluconique 2
Acide citrique 2
Agar 12
pH ajusté a 25°C 6,8+0,2
Eau peptonée
Peptone 10
Nacl 5
KH2PO, 15
Na;HPO, 3,5
pH ajusté a 25°C 7+0,2
NBRIP Medium
Glucose 10
Caz(POa), 5
Mgcl, 0,5
(NH4)SO4 0,1
MgS0,.7H.0 0,25
Kcl 0,2
Agar 15
pH ajusté a 25°C 7+£0.2
CtMA
Carotte 250g
Glucose 10
Mannitol 15
Agar 15
pH ajusté a 25°C 6,8+0,2
YGPA (Yeast Glucose Peptone Agar)
Glucose 10
Peptone 5
Extrait de levure 5
Agar 15
pH 7,2

ANNEXE 2. INOCULA D’ENDOPHYTES PRODUITS A PARTIR DES ISOLATS PRE-
SELECTIONNES
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ANNEXE 3. PRODUCTION DE RHIZOMES DE CURCUMA LONGA SUR DIFFERENTS
SUBSTRATS ET PIEGEAGE DES ENDOPHYTES

Figure A. Mise en place du dispositif

expérimental 1

Figure B. Plants de Curcuma longa 60 jours aprés le semis (a) et 210 jours apres le semis (b)
(Cliché SONTSA-DONHOUNG)

e —
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ANNEXE 4. INFLUENCE DES ENDOPHYTES SUR LA PRODUCTION DES
RHIZOMES DE CURCUMA LONGA ET DE CURCUMINE SUR SUBSRAT STERILE

Figure C. Suivi du Dispositif expérimental 11 6 mois apres le semis (Cliché SONTSA-
DONHOUNG)

TCICaDj1--TCICaTb1--TCICaTb2--TCICeBel--TCICeDs1 TCICeEb1--TCICeEb2--TCICeNk1--TCICeTh2--TCIGIBe2

TCIGIDj4--TCIGINk1--TCIKbBi2--TCIKbDI2--TCIKbDI3 TCIKbDs2--TCIKbDs3--TCIKbNk1--TCISgDj1--TCISgNk3

Fig D. Effet des endophytes sur la croissance des plants de Curcuma longa 6 mois apreés le
semis (Cliché SONTSA-DONHOUNG)

e —
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Fig E. Curcuma standard

Lol

W 1

Fig F. Extraits méthanoliques de curcuminoides obtenus aprés 3 jours de macération. Tc:
témoin; TN : BFA; TP: MSP; TU : urée ; CMA ; 1: TCICaDjl1; 2 : TCICaTbl; 3: TCICaTh2 ; 4:
TClCeBel; 5 : TCICeDsl; 6 : TCICeEbl; 7 : TCICeEb2 ; 8 : TCICeNkl; 9 : TCICeTbh2 ; 10 :
TCIGIBe2 ; 11 : TCIGIDj4 ; 12 : TCIGINK1 ; 13 : TCIKbBi2 ; 14 : TCIKbDI ; 15 : TCIKbDI3 ; 16 :
TCIKbDs2 ; 17 : TCIKbDs3 ; 18 : TCIKbNK1 ; 19 : TCISgDj1; 20: TCISgNk3 ; C1: TCICeDs2 ;
C2:TCICeNk2 ; C3: TCIPdBI1

ANNEXE 5. APPRECIATIONS DE QUELQUES PARAMETRES CHIMIQUES

Appréciation des bases échangeables

Niveau Ca™ Mg™ K2 Na’
(meq/100 g sol)

Tres élevé >20.0 >8.0 >1.2 >2.0

Elevé 10.0-20.0 3.0-8.0 06-1.2 0.7-2.0

Moyen 5.0-10.0 15-3.0 0.3-0.6 0.3-0.7

Faible 2.0-5.0 05-15 0.1-0.3 0.1-0.3

Trés faible <2.0 <0.5 <0.1 <0.1

Source : Euroconsult (1989)

e —
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Appréciation de I’acidité du sol

pH Classification
<45 Extrément acide
4,6-5 Trés fortement acide
51-55 Fortement acide
5,6-6 Moyennement acide
6,1-6,5 Faiblement acide
6,6-7,3 Neutre
7,4-7,8 Légerement alcalin
7,9-8,4 Moyennement alcain
8,5-9 Fortement alcalin

Source : Memento de 1°agriculture (1993)

Appréciation de ’azote total

Source : Euroconsult (1989)

Niveau N total%
Tres faible <0.050
Faible 0.050-0.125
Moyen 0.125-0.225
Elevé 0.225-0.300
Tres élevé >0.300
Source : Euroconsult (1989)
Appréciation du phosphore
Niveau P (ppm)
Tres faible <7
Faible 7-16
Moyen 16-46
Elevé >46
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ANNEXE 6. GUIDE D’ENQUETE SOCIOECONOMIQUE SUR LA PRODUCTION
ET LA COMMERCIALISATION DU CURCUMA LONGA AU CAMEROUN

(2018-2019)
Producteur
Date te.eiii
A. Identité de ’enquété
I 0] 0 PN
SEXE i
Tel oo

2. Tranche d’age : 20-30 ; 30-40 ; 40-50 ; 50-60 ; 70- o0 .

3. Situation familiale (célibataire, marié, veuf...) @ ..ot

C. Activité Curcuma/Production
1. Variétés

Espéces Années de culture Rendement Couleur Golt
2. Localisation des parcelles de CUrCUMA ... ....oiiiriii e e,
3. Culture d’association (O/N)...... Lesquelles et pourquoi ?

4. Utilisation de curcuma par le ménage (O/N) :........ Sous quelle(s) forme(s) ? ...............

5. Quelle(s) étape(s) réalisez-vous ?

"1 Division rhizomes meres | Défrichage 1 Sarclage "1 Paillage

1 Jachere [ Labour (] Traitements phytosanitaires

"I Fertilisation LLAURTS .o
6. PEriode de reColte «.. ... e,
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7. D’apreés quels facteurs décidez-vous de récolter ?

a) Epreuves particuliéres

o Feuilles jaunes o0 Taille des pieds

0 Sortie des rhizomes de la terre O AULTES Iounii e

b) Sans épreuve

0 Besoin de trésorerie 0 Peur du vol sur pied

0 Présence de demande OAUIIES touviiiiiiiee e,
8. Récolte méme si les feuilles sont vertes (O/N): ........ccooviiiiiinnn.l.

9. Nb main d’ceuvre mobilisée/ embauchée : ..................................

10. Quels sont les problémes liés a la culture ?

11. Utilisez-vous des fertilisants (O/N) : ...............ooiinl.

Quel type ? Chimique ; Organique ; Bio-fertilisant

F N DL (T 153 (o1 1<) PP
Connaissez-vous les bio-fertilisants ? Oul NON

Noms des fertilisants utilisés

AAULTES A DI ST & ottt ittt e e e e e e

12 -Rendement de culture

a-Uree

Bon Moins bon Mauvais
b-Engrais

Bon Moins bon Mauvais
c-Organique

Bon Moins bon Mauvais

d- Bio-fertilisant

Bon Moins bon Mauvais
YA U L1 e W o] 10 1] TP
Bon Moins bon Mauvais

13 -Difficultés rencontrées
a-Conditions environnementales

Type de sol sécheresse exces d’eau variabilité climatique autres

——
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b-Maladie
Feuille Tige racine Autres
A quel moment cette maladie est-elle observée :

o Endébut de culture
o Lors de la maturité des rhizomes
o Apreés la récolte des rhizomes
Depuis combien d’années observez-vous cette maladie : ................oooiiiii i

Est-elle fréquente ou PEHOdIGUE & ... .oerini e e
AULTES ODSEIVATIONS & ...ttt et
14 -Moyens de lutte
Chimique Biologique Autres
Satisfaisant Oul NON
15 -Utilisation de la production

Consommation Vente
10-Approvisionnement en semence

Personnelle Marché Structure spécialisée

11- Opérations post-récoltes
Lavage Epluchage Egouttage
Découpage Séchage

11-Conservation de la production

——
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Commergant

A. Identité de ’enquété

2. Tranche d’age : 20-30 ; 30-40 ; 40-50 ; 50-60 ; 70- oo .

B. Activité Curcuma/Commercialisation

1.Année d’expérience : ..............c...ceeneee
2.Quantité vendue

2-Difficultés rencontrées dans la commercialisation du produit

Baisse de la productivité Temps d’écoulement de la marchandise
Rendement de 1a Vente 1. . ..o e s
Durée de stockage Pourriture des rhizomes Diminution de la taille des rhizomes
Moyen de transport Disponibilité des marchés

F N D13 (ST 153 (o1 1<)
3-Moyen de lutte face aux difficultés renCoNtrées ... .........ooiiiiiiiii i
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