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Abstract 

Fungi and bacteria constitute a large part of the components of the phyllosphere. These complex 

communities of microorganisms play a significant role from an agronomic and environmental 

point of view. However, their origins, their organization within their habitat, as well as the 

factors that influence their composition remain little known. 

The main perpuse of this research is first of all to understand the composition and dynamics of 

the phyllo-spherical habitat of pistachio species, P atlantica and P lentiscus, but also to identify 

the environmental and site factors that modulate this habitat. These elements will allow us to 

visualize the way in which these species coexist in order to design a theoretical model of 

biodiversity in this sphere. 

To realise this , the bacteria and phyllospheric fungi were cultured and their organization into 

statistical sets were carried out. The Correlations between the number of fungi and bacteria, the 

surface of the leaf, the species studied and the aridity of the stations were also carried out, then, a 

metagenomic study of the fungal communities was effectuated in order to identify these species, 

to identify their roles and delimit the factors that modulate their composition. 

Our results demonstrate that the composition and number of microorganisms are positively 

correlated with leaf area, species and aridity, there is a consistent link between the qualitative 

and quantitative aspect of phyllospheric components and their distribution in their habitats. The 

composition, diversity and richness of the phyllosphere of the lentisk pistachio tree and the atlas 

pistachio tree are therefore closely linked to the climatic zone and to the host species. 

Key-words: 

phyllosphere, aridity, Pistacia atlantica, Pistacia lentiscus, fungal communities, biodiversity 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



لخصم  

 

تشكل الفطريات والبكتيريا جزءًا كبيرًا من مكونات مجال الورقة. تلعب هذه المجتمعات المعقدة من الكائنات الحية الدقيقة دورًا 

 وبيئية. رغم ذلك ، فإن أصلهم ، وتشكيلتهم داخل موطنهم ، إضافة الى العوامل التي تؤثر على تكوينهم مهمًا من ناحية زراعية

 لا تزال غير معروفة

الهدف من هذا البحث هوأولاً وقبل كل شيء فهم تكوين وديناميكيات موطن مجال الورقة لنوعين من الفستق ،البطم الأطلسي و 

العوامل المتعلقة بالبيئية والموقع التي تعدل هذا الموطن كما ستسمح لنا البطم العدسي ، ولكن أيضًا تحديد هذه العناصر تصور  

للقيام بذلك ، تمت زراعة  الطريقة التي تتعايش بها هذه الأنواع من أجل تصميم نموذج نظري للتنوع البيولوجي في هذا المجال

مجموعات إحصائية. تم إجراء العلاقات المتبادلة بين عدد  بكتيريا وفطريات الموجودة في مجال الورقة وتم تنظيمها في

 والبكتيريا وسطح الورقة والأنواع المدروسة وجفاف المحطات ، ثم أجريت دراسة الجينوميات  الفطريات

 المجتمعية الفطرية للتعرف على هذه الأنواع وعلى أ دوارها وتحديد العوامل التي تعدل تكوينها

الكائنات الدقيقة وعددها يرتبطان ارتباطًا إيجابياً بمساحة الأوراق والأنواع والجفاف ، وهناك صلة  توضح نتائجنا أن تكوين

 لمكونات مجال الورقة وتوزيعها في موائلها. لذلك فإن تكوين وتنوع وثراء الغلاف النباتي ثابتة بين الجانب النوعي والكمي

.ا وثيقاً بالمنطقة المناخية وبالأنواع المضيفة لهالشجرة البطم الأطلسي و البطم العدسي يرتبط ارتباطً   

ة  للتنوع البيولوجي البطم الأطلسي و البطم العدسي الجفاف , المفتاحية الكلمات  ,مجال الورقة       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Résumé  

      Les champignons et les bactéries représentent une grande partie des composants de la 

phyllosphère. ces communautés complexes de micro-organismes  ont  un rôle non-négligeable d'un 

point de vue agronomique et  environnemental. Cependant leurs origines, leur organisation au sein 

de leur habitat, ainsi que les facteurs qui influencent leur composition  demeurent  peu connus. 

        L’objectif de cette recherche, est d'abord, de comprendre la composition et la dynamique de 

l'habitat phyllosphérique des de espèces de pistachiers, le P atlantica et le P lentiscus, mais aussi, de 

cerner les facteurs environnementaux et stationnels qui modulent cet habitat. Ces éléments nous 

permettront pouvoir visualiser la manière dont ces espèces cohabitent  afin de concevoir un modèle 

théorique de la biodiversité sur cette sphère. 

      pour ce faire, une mise en cultures des bactéries et champignons phyllosphériques et leur 

organisation en ensembles statistiques ont été effectués. Des corrélations entre le nombre de 

champignons et de bactéries, la surface de la feuille,  les espèces étudiées et l'aridité des  stations ont 

été réalisées, ensuite, une étude metagénomique des communautés fongiques a été effectuée afin 

d'identifier ces espèces, cerner leurs rôles et délimiter les facteurs qui modulent leurs composition. 

     Nos résultats démontrent que la composition et le nombre de microorganismes sont corrélés 

positivement avec la surface foliaire, l'espèce et l'aridité, il existe un lien cohérent entre l'aspect 

qualitatif et quantitatif des composants phyllosphériques et leur distribution dans leurs habitat. La 

composition, la diversité et la richesse de la phyllosphère  du pistachier lentisque et du pistachier de 

l'atlas sont alors étroitement liées à la zone climatique et à l'espèce hôte . 

Mots clés: 

phyllosphere, aridité, Pistacia atlantica, Pistacia lentiscus, communautes microbiennes, biodiversité 

 

 

 

 

 

 



Liste des figures  

 

Chapitre I: Synthèse bibliographique  
 

 

Figure 1: Schéma d’une coupe transversale de feuille.                                                                   

Figure2: Structure tridimensionnelle de la phyllosphère par microscopie électronique    

à  balayage.                                          

Figure 3: la composition et rôles de la phyllosphère.                                                                     

Figure 4: les facteurs biotiques et abiotiques responsables de la composition de la                

phyllosphere. 

Figure 5: Cadre théorique de structuration des communautés microbiennes foliaires.                 

Figure 6: Illustration des trois types de réponses possibles des espèces face au                     

changement climatique.                                                                                                                                      

Figure 7: Estimation de la répartition des espèces dans les règnes du vivant.         

Figure 8: Aire de répartition du genre Pistacia dans le monde.                                                 

Figure 9: Les espèces de genre Pistacia selon leurs feuilles.                                                      

Figure 10: Pistachier de l'Atlas.                                                                                                    

Figure 11: Répartition du pistachier de l'Atlas en Algérie.                                                          

Figure 12: Aire de répartition de Pistacia lentiscus dans le bassin méditerranéen.                  

Figure 13 : Dogme central de la biologie moléculaire.                                                               

Figure 14: Arbre phylogénétique du monde vivant                                                                    

Figure 15: Schéma synthétique de la méthodologie employée pour caractériser les                

communautés fongiques  phyllosphériques.                                                                                                      

Figure 16: Schéma de l’opéron ribosomal de l’ADN nucléaire des champignons.                   

Figure 17: Illustration du barcoding gap et du chevauchement.                                                

Figure 18: Fonctionnement du séquençage haut débit avec la technique Illumina.                  

Figure 19: Comparaison entre les algorithmes d'alignements BLAST et Smith-

Waterman.     

Figure 20: Exemple de lecture d'un résultat BLAST.                                                                 

 

07 

08 

 

09 

11 

 

13 

14 

 

16 

19 

20 

21 

23 

25 

28 

29 

31 

 

32 

33 

35 

38 

 

39 

Chapitre II: Etude du milieu  

Figure 21 : Localisation des sites d'échantillonnage.                                                                  

Figure 22: images satellites des 6 stations.                                                                                   

Figure 23:Présentation des sites de la wilaya de Médéa.                                                             

Figure 24:Présentation du site de la wilaya de Djelfa.                                                                 

Figure 25:Présentation du site de la wilaya de M'sila.                                                                               

Figure 26 : Climatogramme d'Emberger pour les 6 stations d'echantillonage                            

Figure 27: diagrammes Ombro-thermiques des six stations.                                                   

Figure 28:Analyse en composantes principales (A.C.P.) des données climatiques 

(2014).      

Figure 29: Facteurs de séparation climatique entre les stations.                                                 
 

42 

43 

44 

46 

47 

53 

54 

54 

 

57 

 

 



Chapitre III: Matériel et Méthodes  

Figure 30: Echantillonnage et méthodologie pour la partie microbiologique.                            

Figure 31: Plan de travail pour le séquençage d'ADN.                                                               

Figure 32: Méthodes utilisées pour la partie génomique.                                                           

Figure 33: Disposition des échantillons sur les  plaques d'extraction.                                        

Figure 34: Echantillons représentatifs de chaque station pour le séquençage d’ADN             

Figure 35: Prétraitement des séquences et création de la table d'OTUs.                                    

Figure 36: Fonctionnement de la requête BLAST.     

                                                                 

64 

64 

65 

66 

68 

71 

73 

Chapitre IV: Résultats et discussions  

Figure 37: Comparaison intra-spécifique et interspécifique de la surface foliaire (SF),          

du nombre de   bactéries (NBACT) et du nombre de champignons (NFUN) entre les 

deux espèces de pistachiers étudiées.                                                                                                                     

Figure 38: Classification hiérarchique ascendante (C.A.H.) représentant les différents          

groupes  de stations.                                                                                                                                        

Figure 39: Analyse en composantes principales (ACP), montrant la répartition du 

nuage  de points représentant les corrélations entre les différentes variables mesurées 

et les différents facteurs à l’origine de la variation.                                                                                              

Figure 40: Synthèse des résultats principaux de la partie 1, partie microbiologique.                

Figure 41: Dissemblance de l'assemblage fongique de la phyllosphère entre six 

parcelles situées le long d'un gradient d'aridité représentant une mise à l'échelle 

multidimensionnelle non métrique (NMDS).                                                                                                                                     

Figure 42: Effet de la diversité, de la richesse et de l'équitabilité sur les trois zones               

 climatiques  (semi- aride pour Berroughia1, Berrouaghia 2 ; subhumide pour Harbil 

et Ouamri ; et aride pour Ain Oussera et El Hamel).                                                                                                            

Figure 43: Abondance relative de chaque taxon fongique dans chaque échantillon, par 

ordres. 

Figure 44: Abondance relative de chaque taxon fongique dans chaque échantillon par 

classes. 

Figure 45: Exemple du résultat de la requête Blast pour l'OTU12.                                              

Figure 46: Résultats de l'annotation des séquences inconnues.                                                    

Figure 47: Synthèse des résultats du tri des OTUs.                                                                      

Figure 48: Identification des OTUs pathogènes du pistachier de l'Atlas, du pistachier 

lentisque et les ubiquitaires.                                                                                                                             

Figure 49: Exemple synthétique de la dynamique de l'habitat foliaire.                                       

 

82 

 

 

84 

 

85 

 

 

89 

91 

 

 

93 

 

 

94 

 

95 

 

100 

103 

107 

108 

 

116 

 

 

 

 

 

 



Liste des tableaux 

 

Chapitre I: Bibliographie   

Tableau1: Amorces utilisées en métabarcoding au cours de cette thèse.                                      

 

34 

Chapitre II: Etude du milieu 

Tableau 2:Corrections climatiques sur l'ensembles des stations.                                                   

Tableau 3:Caractéristiques climatiques des sites d'échantillonnage.                                             

Tableau 4 :Types de climat selon De Martonne (1929) des stations d’étude.                               

Tableau 5 :Types de climat selon Emberger des stations d’étude.                                                 

Tableau 6:  régimes saisonniers des différentes stations.                                                               

 

 

49 

51 

52 

53 

55 

Chapitre IV: Résultats et discussions 

Tableau7: Statistiques descriptives pour les différentes variables mesurées pour les deux 

 espèces étudiées, P. atlantica et P. lentiscus.                                                                                              

Tableau 8 :Analyse de la variance multifactorielle (ANOVA) des variables étudiées pour P. 

atlantica P. lentiscus                                                                                                                       

Tableau 9 :Analyse de la variance(ANOVA) montrant l’effet du site sur les variables 

mesurées pour les deux espèces étudiées.                                                                                                       

Tableau10:Analyse permutationnelle multivariée de la variance de la dissemblance 

compositionnelle entre les assemblages fongiques phyllosphériques le long d'un gradient 

d'aridité.                                                                                                                                        

Tableau 11:Abondance relative à l'intérieur de chaque espèce pour les OTUs les plus 

représentatives.                                                                                                                             

Tableau 12: Les unités taxonomiques opérationnelles les plus exprimées dans la 

phyllosphère  du  pistachier de l'Atlas.                                                                                                                     

Tableau 13: les nouvelles OTU relatives au pistachier de l'Atlas                                                

Tableau 14: Les unités taxonomiques Opérationnelles les plus exprimées dans la 

phyllosphère du pistachier lentisque.                                                                                                                       

Tableau 15: Présentation des OTU ubiquitaires avec leurs abondances dans chaque site           

Tableau16: Identification des OTUs ubiquitaires                                                                       

Tableau 17: Expression des OTU dans les localités de P. atlantica représentatives des OTU 

arides, semi-arides et subhumides.                                                                                               

Tableau 18: Expression des OTU dans les localités de P. lentiscus représentatives des OTU 

arides, semi-arides et subhumides .                                                                                             

 

 

 

 

 

 

81 

 

83 

 

83 

 

90 

 

 

98 

 

99 

 

101 

104 

 

105 

105 

106 

 

106 

 



Table des matières   

Chapitre I: Synthèse bibliographique  
 

 

Partie 1: la phyllosphere et ses composants 

     1.1.  Définitions et composition de la phyllosphère 

     1.2.  Distribution des microbiomes sur la feuille  

     1.3.  Rôle écologique des microorganismes  de la phyllosphère 

    1.4.  Origine de la phyllosphere 

    1.5.  Facteurs responsables de la composition des communautés microbiennes 

     1.6.  Le comportement  microbien face  aux changements climatiques  

     1.7.  le règne des champignons 

     1.8.  les champignons pathogènes 

Partie 2: présentation des espèces étudiées 

     2.1.  Présentation du genre Pistacia  

         2.1.1.  Systémique  

         2.1.2.  Aire de répartition 

         2.1.3.  Caractéristiques botaniques 

     2.2.   Le pistachier de l'atlas 

          2.2.1.  Présentation de l'espèce 

          2.2.2.  Systémique et aire de répartition 

         2.2.3.  Caractéristiques botaniques 

     2.3.   Le pistachier lentisque 

          2.3.1.  Présentation de l'espèce 

         2.3.3.  Aire de répartition 

         2.3.4.  Caractéristiques botaniques 

          2.3.4.Comparaison entre les deux espèces de pistachiers   

Partie 3: bioinformatique génomique 

     3.1.   Découvertes et phylogénie  

     3.2.  Méthodes de culture des champignons 

          3.2.1. Méthodes culture-dépendantes 

          3.2.2. Méthodes culture-indépendantes: Le métabarcoding: 

                    3.2.2.1.  Le barcode chez les champignons 

    3.3.  Le séquençage d'ADN  

    3.4.   bioinformatique 

         3.4.1.  Les bases de données biologiques 

         3.4.2.  L'annotation des génomes 

         3.4.3.  Alignement des séquences : Le BLAST      
 

06 

06 

08 

09 

10 

12 

14 

15 

16 

17 

17 

18 

18 

20 

21 

21 

22 

23 

24 

24 

24 

26 

26 

27 

27 

30 

30 

30 

32 

34 

35 

36 

37 

37 

 

Chapitre II: Etude du milieu  

II.1.  Présentation de la zone d’étude 

      II.1.1. Présentation de la wilaya de Médéa  

           II.1.1.1.Station de Harbil 

                  II.1.1.2.Station de Ouamri  

                  II.1.1.3. Stations de Berrouaghia 1 et 2 

42 

43 

44 

45 

45 



        II.1.2. Présentation de la wilaya de Djelfa 

                  II.1.2.1.Station d'Ain Oussera  

        II.1.3. Présentation de la wilaya de M'sila  

                  II.1.3.1. Station d'El Hamel 

II.2.  Etude climatique 

       II.2.1. Paramètres climatiques des sites d'études  

      II.2.2. indices climatiques étudiés 

                 II.2.2.1. l'indice d'aridité de Martonne : 

               II.2.2.2. le quotient pluviométrique d'Emberger  (Q2) 

       II.2.3. Diagramme Ombro-thermique 

       II.2.4. Pluviométrie et régime saisonnier 

       II.2.5. Données climatiques pour l'année de l'échantillonnage  

       II.2.6. Conclusion  
 

45 

46 

46 

47 

48 

48 

50 

51 

52 

53 

55 

55 

57 

Chapitre III: Matériel et Méthodes  

III.1.Echantillonnage  

III.2. Etude microbiologique 

       III.2.1.Calcul de la surface foliaire 

       III.2.2. Préparations des feuilles et mise en culture des microorganismes 

       III.2.3. Analyses statistiques  

III.3. Etude génomique des champignons  

     III .3.1.Découpe des feuilles  

     III .3.2. Extraction de l’ADN : 

     III .3.3. Amplification des barcodes par PCR : 

     III .3.4. séquençage d'ADN: 

     III .3.5. prétraitement des séquences  

     III .3.6. Organisation en OTUs 

      III.3.7. Taxonomie: 

      III .3.8. Statistiques  

           III.3.8.1. Etude des ensembles  

                 III .3.8.1.1.Préparation de l'environnement de travail 

                 III .3.8.1.2.Tri des OTUs 

                 III .3.8.1.3.Raréfaction  

                   III .3.8.1.4. Effet de l’espèce et de la zone climatique sur la composition             

des communautés fongiques foliaires 

                   III .3.8.1.5.Représentation de la dissimilarité entre échantillons sur une 

NMDS 

                   III .3.8.1.6. Effet de l’espèce et du site sur la diversité et la richesse des 

communautés fongiques foliaires.          

                    III .3.8.1.7.Histogrammes taxonomiques par site et par espèce 

              III.3.8.2.Isolation des OTUs représentatifs 

              III.3.8.3.Identification par annotation génomique 

 

59 

60 

60 

60 

63 

64 

67 

67 

69 

69 

69 

70 

71 

73 

74 

74 

74 

74 

75 

 

75 

 

75 

 

76 

76 

77 

Chapitre IV: Résultats et discussions  

IV.1.Résultats 80 



           IV.1.1. Etude microbiologique :  

                  IV.1.1.1. Statistiques descriptives 

                  IV.1.1.2.Analyse de la variance multifactorielle (ANOVA) 

                  IV.1.1.3.Classification ascendante hiérarchique (CAH) 

                  IV.1.1.4. Analyse en composantes principales (ACP) 

                  IV.1.1.5.Discussion  

          IV.1.2.Etude génomique des fungi  

                  IV.1.2.1. Etude statistique de l'ensemble des OTUs 

                          IV.1.2.1.1. Effet de l’espèce et de la zone climatique sur la 

                          composition des communautés fongiques foliaires 

                             IV.1.2.1.2. Représentation de la dissimilarité entre échantillons sur 

                           NMDS     

                             IV.1.2.1.3.Effet de l’espèce et du site sur la diversité, la richesse  et                                                                                        

l'équitabilité  des communautés fongiques foliaires 

                                        A)   La diversité 

                                        B)   La richesse 

                                        C)   L'équitabilité 

                          IV.1.2.1.4. Histogrammes taxonomiques par site et par espèce 

                IV.1.2.2. Isolation des OTUs représentatifs  

                          IV.1.2.2.1.vérification du témoin  

                          IV.1.2.2.2.Présentation des OTUs les plus abondantes chez le  

pistachier de  l'Atlas 

                          IV.1.2.2.3. Identification des séquences inconnues 

                          IV.1.2.2.4. Présentation des OTUs les plus abondantes chez  le, 

pistachier lentisque 

                          IV.1.2.2.5. Isolation des OTUs ubiquitaires 

                          IV.1.2.2.6. Isolation des OTUs relatifs au zones climatiques 

                          IV.1.2.2.7.Isolation des OTUs pathogènes 

IV.2.Discussions et hypothèses 

       IV.2.1.Composition fongique de la phyllosphere des deux espèces étudiées  

          IV.2.2.Facteurs qui modulent la composition fongique phyllosphérique  

               IV.2.2.1 Effet de l'espèce hôte   

               IV.2.2.2. Effet du site  

           IV.2.3. Symbiose au sein de l'habitat foliaire  

IV.3. Similitudes entre les deux parties d'études  

         IV.3.1. Station de Berrouaghia 2 et réchauffement climatique ou pollution 

atmosphérique? 

IV.4. illustration théorique de habitat phyllospherique  

IV.5. perspectives  

Conclusion 

Références bibliographiques 
 

 

80 

80 

82 

83 

84 

85 

89 

90 

90 

91 

91 

 

92 

 

92 

92 

92 

93 

96 

97 

97 

 

102 

103 

 

104 

105 

107 

108 

108 

110 

110 

112 

114 

114 

115 

 

115 

117 

118 

118 

 

 

 



Abréviations 

 
ADN                  Acide Désoxyribonucléique 

AFLP                 Amplified Fragment-Lengthpolymorphism 

BLAST               Basic Local Alignement SearchTool 

DDBJ                  Dna  Data Bank  du Japon 

ddNTP                didésoxyribonucléotides triphosphates 

dNTP                  désoxyribonucléotides triphosphates 

EMBL                    European Molecular Bioinformatics Laboratory 

GLM                   Modèle Linéaire Généralisé  

ITS                      Internal Transcribed Spacer 

NCBI                  National Center for Biotechnology Information 

ORF                    Open Reading Frame 

OTU                    Unité Taxonomique Opérationnelle 

PB                        Paires de Bases 

PCR                     Polymerase Chain Reaction 

PIR                           Protein Identification Ressource 

PSM                    Poste de Sécurité Microbiologique 

RAPD                 Random Amplified Polymorphic DNA  

SF                       Surface Foliaire  

SMS                    Séquence Manipulation Suite 

SOLID                Sequencing by Oligo Ligation Detection 

SR                       Système Racinaire  

TFD                    Ttanscription Factor Database 

UNIPROT          Universal Protein Resource 

 

http://www.ebi.ac.uk/ebi_docs/embl_db/ebi/topembl.html
http://www.bis.med.jhmi.edu/


Introduction 

 

La partie aérienne des plantes, la phyllosphère, est colonisée par des communautés 

complexes de micro-organismes. Les bactéries y sont numériquement majoritaires à côté des 

archées et des champignons (Vorkolt, 2012).      

Il existe deux définitions de la phyllosphère dans la littérature, l’une désigne l’habitat  

fourni par l’ensemble des parties aériennes des plantes (Lindow & Brandl, 2003) et l’autre  

désigne seulement la partie foliaire des plantes (Jumpponen & Jones, 2009). Ces feuilles et autres 

parties aériennes abritent de nombreuses espèces bactériennes et fongiques sous forme de 

levures, de champignons filamenteux ou encore de spores en dormance (Lindow & Brandl, 

2003). Dans  la présente étude, la phyllosphère fait référence à la partie foliaire des plantes. 

Aussi vrai que la composition phyllosphérique a été déterminée chez certaines espèces, 

son origine demeure mal connue. En premier lieu, les variations climatiques changeraient  

considérablement  la structure et l’assemblage des microorganismes qui occupent la phyllosphère 

(Comptant, 2010). Il se pourrait, aussi, qu’elle soit liée à la génétique de l’espèce hôte (Cordier, 

2012), en l’occurrence à tous ce qui caractérise ses traits foliaires comme les huiles essentielles 

et les phénols (Yadav, 2008), cas du  pistachier lentisque qui présente d’importantes propriétés 

aromatiques et antioxydantes (Hemma et al., 2018). 

Les microorganismes de la phyllosphère peuvent être soit épiphytes (vivant sur la surface 

des feuilles) (Inacio et al., 2002), soit endophytes (vivant à l’intérieur des tissus, dans les espaces 

intercellulaires des feuilles) (Arnold et al., 2000; Rodriguez et al., 2009). La distinction entre le 

statut d’endophyte ou d’épiphyte n’est pas évidente. En effet, certaines espèces microbiennes 

peuvent activement pénétrer les tissus de la feuille pour devenir endophytes (Viret et al., 1994; 

Wilson et al., 1999). 

         L’objectif principal de cette thèse, était d'abord de comprendre la composition et la 

dynamique de l'habitat phyllosphérique des deux espèces de pistachiers, en d'autres termes, la 

possibilité d'identifier ces espèces et connaître leurs rôles dans le fonctionnement de 

l'écosystème, mais aussi, de cerner les facteurs environnementaux et stationnels qui modulent cet 

habitat. Ces éléments devaient nous permettre de pouvoir visualiser la manière dont ces espèces 



cohabitent  afin de concevoir un modèle théorique d'une niche écologique représentative de cette 

sphère. 

      Notre hypothèse de départ, est que les microorganismes de la phyllosphère, sont soumis 

constamment à des facteurs environnementaux et stationnels qui peuvent moduler et influencer 

cet habitat. 

     Dans l'optique de mieux cerner ces théories, il fallait explorer deux éléments primordiaux, 

d'abord, la composition de l'habitat phyllosphérique des deux espèces de pistachiers en bactéries 

et en champignons, ensuite, les facteurs environnementaux et stationnels qui le modulent, plus 

précisément, l’effet  du site d’échantillonnage et de l'espèce hôte sur la composition, la structure 

et l’assemblage des communautés de microorganismes phyllosphériques. 

     Pour tester notre hypothèse, nous avons pris pour modèle deux essences forestière et pré-

forestière, un modèle idéal pour l'étude de la dynamique des communautés microbiennes, il s'agit 

de deux espèces de pistachiers : Pistacia lentiscus (le lentisque) et Pistacia atlantica (Pistachier 

de l’Atlas). Ces deux espèces appartenant au genre Pistacia, un genre particulier (de la famille 

des Anacardiacées), qui de par sa dioéicie et ses fleurs nues, peut constituer une famille à part: 

les Pistaciacées (Gaussen et al.,  1982). 

Ces deux espèces sont différentes par le type de leurs feuillages : les feuilles du  lentisque 

sont persistantes tandis que celles du pistachier de l’Atlas sont caduques. La structure de l’arbre 

n’est pas la même non plus, le pistachier de l’Atlas est un grand arbre alors que le lentisque se 

présente, plutôt, sous forme d’arbuste. Enfin, le pistachier de l’Atlas (sous espèce atlantica) est 

considérée par plusieurs auteurs (Zohary, 1952 ; Quezel et Santa, 1963 ; Alyafi, 1979 ; 

Monjauze, 1980 ; Ozenda, 1983 ; White, 1986 et Médail et Quezel, 2003) comme plus répandue 

et endémique de l’Afrique du Nord et préfère des milieux plus ou moins arides à semi-arides ; 

alors que le lentisque s’étend jusqu’aux milieux humides. Toutes ces différences présentent un 

grand intérêt certain pour cette étude comparative. 

Les communautés bactériennes de la phyllosphere du pistachier lentisque ont, déjà, été 

étudiées, notamment  par  rapport à la composition des feuilles en huiles essentielles (Yadav 

2008), mais aussi par rapport à l’interaction des facteurs chimiques avec les microorganismes  

(Yadav, 2005) et à leurs réactions face aux variations de l’écosystème (Vouku, 2012). Le profil 



foliaire structural et chimique du lentisque reflète la taille des populations épiphytes, or  de par 

son feuillage de forte teneur en phosphore (Yadav, 2005) et très aromatique, il compte beaucoup 

de colonies bactériennes qui se sont adapté à l’activité antimicrobienne des huiles essentielles et 

l’utiliseraient, même, comme source de Carbone (Yadav, 2008). Même si une étude génétique a 

déjà ciblé le pistachier de l'atlas par l'estimation de la taille de son genome (El Zerey-Belaskri et 

al., 2018 ; Labdelli et al., 2020), sa phyllosphère n’a jamais été étudiée et demeure quant à elle 

une exclusivité.  

Cette thèse gravite autour de plusieurs disciplines, l'écologie forestière, l'écologie des 

communautés et la génétique microbienne; elle est rédigée afin d'apporter des réponses à une 

série de questions pour mieux cerner la composition et la dynamique de la phyllosphère. Parmi 

ces réflexions, nous allons tenter de répondre aux  questions suivantes: 

 Quelle est la composition de la phyllosphère en bactéries et champignons? 

 Existe-il une différence de cette composition entre les deux espèces de pistachiers? 

 Les stations d'étude ainsi que le climat, ont-ils une influence significative sur la 

composition des microorganismes?  

 Est-ce que la composition de la phyllosphère est due à l’apparentée génétique ou à 

l’environnement ? 

 Comment ces espèces parviennent-elles à cohabiter? 

 

 Ce travail nous permettra de mettre en évidence les effets potentiels du changement 

climatique et de l’apparentée génétique sur la répartition des microorganismes (bactériens et 

fongiques) sur la surface foliaire des deux espèces de pistachiers. 

Pour cela, nous avons choisi des stations d’échantillonnage hétérogènes, avec un gradient 

d’aridité croissant, pour les deux espèces. Nous avons fait en premier lieu une étude comparative 

de la composition phyllosphérique par la mise en culture des microorganismes (champignons et 

bactéries) et leurs organisations en ensembles statistiques, nous permettant ainsi d’établir les 

différences liées au climat et à l’espèce. 



 En deuxième lieu un séquençage d’ADN des communautés fongiques uniquement, et un 

alignement des séquences  ont été réalisés  afin  d'estimer le niveau de diversité et caractériser les 

facteurs qui influent sur ces communautés, enfin une étude génomique et bioinformatique se sont 

imposées pour classer ces espèces fongiques et les répertorier sur les banques de gènes.  

L'identification des espèces nous a permis de connaitre le rôle de ces champignons et par 

conséquent l'élaboration d'un modèle de niche écologique de l'habitat foliaire. 

Cette thèse est subdivisée en quatre différents chapitres : 

 en premier lieu, le chapitre 1 concerne une synthèse bibliographique, il est subdivisé en 3 

grandes parties, la première définit la notion de la phyllosphère et ses différentes 

composantes; la deuxième présente les deux espèces étudiées, le pistachier lentisque et le 

pistachier de l'Atlas, tandis que la troisième partie décrit les outils bioinformatiques pour 

l'étude génomique des assemblages fongiques phyllosphériques ; 

 le chapitre II est réservé à l’étude du milieu, notamment l'étude climatique des stations 

d'échantillonnage ; 

 le troisième chapitre rapporte la méthodologie ainsi que la partie expérimentale 

nécessaire à ce travail ; 

 le dernier chapitre expose les résultats enregistrés ainsi que leur discussion. 

Enfin une conclusion viendra clôturer ce travail de recherche suivie de nos perspectives de 

recherches sur la thématique. 
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Chapitre I : Synthèse bibliographique 

         Dans le but d'entamer cette thèse, nous avons choisi de commencer par un premier 

chapitre qui englobe la bibliographie nécessaire à ce travail. Il est subdivisé en trois parties 

distinctes : 

- la première partie : traite de la phyllosphère et ses composants ; 

- la deuxième partie : nous renvoie à la présentation des espèces étudiées ; 

- la troisième partie : s’intéresse aux notions de la bioinformatique génomique. 

         Nous allons commencer par la première partie qui lève le voile essentiellement sur la 

notion de la phyllosphère, sa définition, sa composition en microorganismes ainsi que la 

provenance de ces derniers afin de cerner son origine. On illustrera également les différents 

facteurs responsables de la répartition phyllosphérique. Cette partie sera clôturée par  une  

synthèse  sur la réaction des composants microbiens de la phyllosphère ainsi que leurs  réponses 

aux différents stress environnementaux.  

 

I. La phyllosphère et ses différents composants 

I.1. Définition et composition de la phyllosphère 

Les microorganismes sont un groupe qui rassemble les bactéries, les archées et les  

eucaryotes microscopiques comme les champignons (Martiny et al., 2006), ces derniers se 

trouvent sur toutes les surfaces qui nous entourent y compris la surface des plantes. Ces 

interactions entre les microorganismes et les espèces hôtes ont donné naissance à un nouveau 

concept qui remet en cause la notion de l'individu, c'est l'holobionte, une notion qui évoque les 

associations étroites entre les microorganismes et l'hôte (Margulis, 1991).  

La phyllosphère est, donc, la partie de la plante située au-dessus du niveau du sol (Bringel 

et al., 2015), dans la littérature on trouve, également, que cette dénomination ne concerne que la 

partie foliaire des plantes (Jumpponen et Jones, 2009) (Figure 1). 

Les microorganismes de la phyllosphère sont nommés épiphytes ou endophytes selon 

leurs position sur la feuille, en effet les épiphytes  se trouvent  à la surface de, tandis que ceux 

vivants à l’intérieur des tissus, dans les espaces intercellulaires des feuilles sont nommés 

endophytes (Arnold et al., 2000; Rodriguez et al., 2009).  



 

 

Figure 1:  Schéma d’une coupe transversale d’une feuille (Vorholt, 2012). 

 

Ce statut peut varier, car certains épiphytes peuvent pénétrer la feuille pour devenir des 

endophytes (Viret et al., 1994; Wilson et al., 1999). Ces feuilles et autres parties aériennes 

abritent en effet de nombreuses espèces bactériennes et fongiques sous forme de levures, de 

champignons filamenteux ou encore de spores en dormance (Lindow et Brandl, 2003), ces 

derniers  forment le microbiote de la plante (Figure 2).  

La phyllosphère est, majoritairement, composée de bactéries, elles sont non pathogènes et 

appartiennent à quelques groupes phylogénétiques prédominants, y compris les classes des 

Alphaproteobacteria, des Gammaproteobacteria, les phylabacteroidetes et Actinobacteria 

(Vorholt, 2012). Les champignons également détectés dans la phyllosphère semblent être très  

divers. La surface foliaire couvre une proportion significative de la surface terrestre, estimée à 

6,4108 km² (Yumlembam et al., 2016), fournissant ainsi un habitat d'une grande diversité de 

microorganismes ce qui apporte une contribution importante à la diversité microbienne (Ding et 

al., 2016), ces sphères ont été, par le passé, très mal connues à cause des moyens d'identification 

très restreints, mais avec l'avènement des nouvelles technologies, notamment le séquençage 

d'ADN en masse et la metagénomique (étude des génomes dans leurs environnements naturels) 

offre une meilleure compréhension de ces ensembles. Cette incroyable diversité est  ainsi mieux 



estimée. Vorholt (2012) a estimé que chaque cm² de feuille hébergerait entre 106 a 107 cellules 

bactériennes, Lambais et al. (2006) ont, quant à eux, estimé qu’il y aurait entre 2 et 13 millions 

d’espèces bactériennes distinctes qui coloniseraient les 20 000 plantes vasculaires des forêts 

atlantiques brésiliennes. 

 

I.2. Distribution des microbiomes sur la feuille  

       Les microorganismes de la phyllosphère se nichent dans des endroits bien spécifiques sur les 

feuilles, il se fait que les bactéries affectionnent particulièrement les jonctions de la paroi 

cellulaire épidermique (Behrendt et al., 1997), en particulier dans les sites protégés et confinés 

comme les rainures le long des nervures, les plis et les stomates ainsi que la base des trichomes 

et les cuticules, plus précisément dans les dépressions de ces dernières (Mansvelt et al., 1987; 

Mew et al., 1986) (Figure 2). 

 

Figure 2: Structure tridimensionnelle de la phyllosphère par microscopie électronique à balayage. (a) Face 

supérieure d’une feuille de vigne (Vitis vinifera cv. Neuburger) colonisée par de l’Oïdium (Erysiphe 
necator). (b) Face inférieure d’une feuille de vigne (V. vinifera cv. Welschriesling), avec un stomate et 

deux types de trichomes. (c) Face supérieure d’une feuille de chêne (Quercus robur) colonisée par de 

l’oïdium (Erysiphe sp.). (d) Face inférieure de feuille de chêne (Q. robur), montrant plusieurs stomates 
partiellement couverts de mycelium. Source : Vacher et al. (2016). 

 



En général les bactéries se trouvent en un plus grand nombre sur la surface inférieure des 

feuilles car cette dernière a une plus grande densité de stomates ou de trichomes, ou une couche 

cuticulaire plus mince (Beattie et al., 2002; Belhadj et al., 2008). Les microorganismes peuvent 

se produire individuellement sur la surface des feuilles, mais souvent, ils se produisent sous 

forme d’agrégats ; les populations bactériennes de la phyllosphère ont une distribution très 

variable au sein de leur habitat foliaire, tandis que les champignons filamenteux peuvent être 

mieux décrits par une distribution normale (Bringel, 2015). Dans la figure 2, on peut observer 

ces affinités que les champignons de la phyllosphère présentent au sein des surfaces de feuilles. 

 

I.3. Rôle écologique des microorganismes de la phyllosphère 

Les microbiomes dans les différents hôtes sont vitaux, par exemple la flore du tube 

digestif chez l'humain (Shreiner et al., 2015), de même chez les végétaux, ces micro-organismes 

contribuent à de nombreuses fonctions essentielles, et leur absence affecterait significativement 

la vie sur la planète (Gilbert et Neufeld, 2014). 

Ces petits êtres microscopiques influencent d'une manière considérable la vie des 

végétaux, ils ont plusieurs rôles (Figure 3), ils agissent comme moteurs de biodiversité (Bradley 

et al., 2008). Certaines espèces mutualistes améliorent la fitness de leur hôte en limitant les 

attaques d’insectes herbivores par la production d’alcaloïdes toxiques (Wilkinson et al., 2000). 

 

 

Figure 3 : Composition et rôles de la phyllosphère (original, 2020) 



De plus en plus d’études mettent en évidence l’influence des champignons de la 

phyllosphère sur la fitness des plantes hôtes. Par exemple, les pathogènes diminuent la fitness de 

leur hôte (Gilbert, 2002; Newton et al., 2010) et agissent en limitant les infections par d’autres 

champignons pathogènes (Arnold et al., 2003), ou en augmentant la résistance aux stress 

environnementaux (Rodriguez et Redman, 2007).  

Cette flore discrète a un grand rôle dans la promotion de la croissance de la plante hôte, 

en effet, le microbiome végétal est le déterminant clé de la croissance et de la gestion de la santé 

des plantes en modulant les processus physiologiques des plantes dans différentes conditions 

environnementales (Paramanantham et al., 2019). Les composants de la phyllosphere continuent 

à avoir un rôle même après que les feuilles tombent, ils sont considérés comme dégradateurs 

(décomposeurs) précoces de la litière forestière, participant ainsi au recyclage de la matière 

organique (Osono, 2006).  

       La résistance de la plante aux différents stress environnementaux est due en partie à ces 

microorganismes (Rodriguez et Redman, 2007), ils peuvent modifier les tolérances 

physiologiques d’une plante au climat (Cordier, 2012), et donc sa capacité à coloniser de 

nouveaux milieux ou à s’adapter à de nouvelles conditions environnementales. Par exemple, 

certaines associations complexes, impliquant un virus infectant un champignon mutualiste d’une 

plante, peuvent permettre à cette plante de survivre à des conditions extrêmes de température 

(65°C) durant plusieurs jours, alors que ni le champignon ni la plante ne le pourront seuls 

(Redman et al., 2002; Márquez et al., 2007).  

 

 

I.4.Origine de la phyllosphère 

Depuis plusieurs siècles, la pensée que l'air et les surfaces contiennent quelque chose de 

vivant était déjà établie; dès 1891, Aristote, malgré ses idées sur la théorie de la génération 

spontanée, avait supposé que la contagion de certaines maladies se faisait via quelque chose dans 

l’air, «parce qu’il y a dans cet air quelque chose de morbide». Plus tard, avec l'observation 

microscopique, cette théorie se confirme, l'air est donc remplie de microorganismes, c'est 

naturellement la première source des microorganismes de la phyllosphère, l'atmosphère est donc 

le premier fournisseur (Bulgarelli et al., 2013). Lors de leur arrivée sur la feuille, ceux-ci vont 

entrer en interaction avec les micro-organismes déjà installés, puis avec ceux qui viendront 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444641915000109#!


s’établir par la suite (Lindow et Brandl, 2003). La transmission peut être verticale, des espèces 

microbiennes peuvent provenir des graines ou de l’environnement de la germination (Barret et 

al., 2015). C'est le cas de plusieurs champignons endophytes (Hodgson et al., 2014; Rodriguez et 

al., 2009). Les facteurs environnementaux tels que la pluie et le vent peuvent déposer les 

microorganismes sur les feuilles (Morris et al, 2008). Les animaux et les insectes ont aussi un 

grand impact sur la diversité phyllosphèrique, ces acteurs permettent le transport de plusieurs 

microorganismes d'une plante à une autre (Osono, 2014). Les  bactéries du sol peuvent aussi 

coloniser l’intérieur des racines et devenir endophytes dans les feuilles via le système vasculaire 

de la plante (Lamb et al., 1996). Il serait donc probable que la composition de la phyllosphere 

serait en fait la résultante de l'influence simultanée de plusieurs facteurs biotiques et abiotiques 

(Figure 4). 

 

Figure 4 : Facteurs biotiques et abiotiques influençant la composition de la phyllosphère 

(original, 2020). 

 

 



I.5. Facteurs responsables de la composition des communautés microbiennes  

 Aussi vrai que la composition phyllosphérique a été déterminée chez certaines espèces, 

son origine ainsi que les facteurs qui influencent sa composition, restent mal connus. 

La dispersion, qui est le mécanisme de l'arrivée des microorganismes sur les feuilles, 

reste soumise à plusieurs facteurs biotiques et abiotiques qui la modulent. Alors que l’air est  

considéré comme un vecteur passif de dispersion du microbiote foliaire (Womack et al., 2010), 

les variations  climatiques telles que la température ou la pluviométrie changeraient 

considérablement la structure et l’assemblage de la phyllosphère (comptant, 2010). Les 

différentes saisons présentent aussi des variations dans la composition du microbiote foliaire 

(Barberán et al., 2014). Cette variation  a également été montrée avec du pyroséquençage, avec 

plus d’un tiers des espèces dynamiques dans la saison et les deux autres tiers constants dans la 

saison (Jumpponen et Jones, 2009). 

L'influence de la génétique de l'espèce hôte reste primordiale (Cordier, 2012), en 

l’occurrence  à tout ce qui caractérise ses traits foliaires comme  les huiles essentielles et les 

phénols (Yadav, 2008), c’est le cas, par exemple, du  pistachier lentisque qui présente 

d’importantes propriétés aromatiques. Quand la dispersion se produit, les microorganismes 

foliaires ne restent pas statiques, ils sont en évolution constante. En effet, plusieurs mutations se 

produisent pour que ces espèces puissent faire face aux différents changements 

environnementaux, le taux de mutation est élevé car les micro-organismes sont soumis à de forts 

stress abiotiques favorisant les mutations, tels que les rayonnements UV ou des dérivés réactifs 

de l’oxygène (Vorholt, 2012). 

Ces différents changements au sein des communautés microbiennes sont responsables de 

la diversification de celles-ci. Parfois, certaines mutations ne provoquent pas l'effet escompté, au 

lieu de permettre à l'espèce de subsister, elles provoquent tout à fait l'effet contraire, ces 

mutations stochastiques, conduisent à l'extinction des espèces, ou au contraire à leur expansion 

dans le milieu, modifiant en cascade la succession de la communauté (Maignien et al., 2014). On 

appelle cela la dérive écologique (Unterseher et al., 2011).  

Selon Fort (2016), une rude sélection s'effectue au sein de ces structures de 

microorganismes, le moindre changement de conditions écologiques de l’habitat foliaire, 

caractérisé par le microclimat, la plante hôte et les interactions biotiques, peut alors conduire à 

une modification de la communauté microbienne foliaire. 



Finalement, beaucoup de facteurs influenceraient les communautés microbiennes 

foliaires. L’effet de la dispersion, considéré comme essentiel à l’apport de la diversité 

microbienne à l’habitat foliaire, reste cependant peu connu, car beaucoup d'éléments 

environnementaux tels que les espèces avoisinantes, l'aridité du milieu ou même la composition 

du sol, pourraient influencer  ces communautés. Ces différents  mécanismes sont résumés dans la 

Figure 5. 

 

 

Figure 5 : Cadre théorique de structuration des communautés microbiennes foliaires. 

Celles-ci sont représentées à l’interface entre la plante et l’atmosphère. Les quatre processus éco-

évolutifs sont présentés en rouge. Les effets de la plante et de l’atmosphère sur ces processus 

sont représentés par des flèches grises (modifié de Fort, 2016). 

 

 



1.6. Comportement microbien face aux changements climatiques  

Après avoir illustré les différents facteurs qui modulent la composition de la 

phyllosphère, il est très important de comprendre le comportement de ces microorganismes face 

à ces changements. Les réponses écologiques observées correspondent généralement à des 

modulations de distribution géographique et des changements de phénologie (Bellard et al., 

2012). 

En fait, ces petits êtres microscopiques réagissent de la même manière que le reste des 

êtres vivants en face d'une menace ou d’un changement quelconque. L'espèce tente, d'abord, de 

s'adapter à sa nouvelle condition dans la mesure du possible ; on remarque surtout sur le plan 

microbien des mutations, permettant à ces espèces d'acquérir des gènes de résistance, mais il 

arrive parfois qu'ils  ne puissent pas s'adapter, la migration vers de nouveaux habitats se présente 

comme une excellente alternative.  Enfin, si la migration ou l’adaptation sont impossibles ou trop 

lentes par rapport aux changements, la réponse sera de type extinction. Ces types de réponses ont 

été montrés pour une large gamme de groupes taxonomiques, incluant les plantes (Llorens et al., 

2003; Lenoir et al., 2008), les oiseaux (Devictor et al., 2007) et le zooplancton (Beaugrand et al., 

2013) (Figure 6). 

 

Figure 6: Illustration des trois types de réponses possibles des espèces, face au changement 

climatique (adapté de Cordier, 2012) 



1.7.  Le règne des champignons (les fungi) 

       La plus grande partie de ce travail concerne le règne des champignons, il est donc 

important de le décrire, en effet, comme de décrit la figure 7, parmi tous les organismes vivants, 

on estime que les champignons représentent le deuxième règne le plus riche en espèces de la 

biosphère, les insectes étant de loin le règne le plus riche (Purvis & Hector, 2000) (Figure 7). 

 

        Déjà en 1991, on estimait que ce règne regroupait 69 000 espèces en une dizaine de 

phylums, et dont la classification est régulièrement revue (Blackwell, 2011). mais ces 

estimations sont constamment revues à la hausse, les dernières, réalisées avec des estimations de 

diversité fongique issues des approches de metagénomique environnementale, varient entre 3,5 à 

5,1 millions d’espèces (Cordier, 2012), ces outils ont permis la découverte de plusieurs nouvelles 

espèces, avec un rythme moyen de 1 300 espèces nouvelles décrites annuellement (Heitman et 

al., 2020). 

 

       Le règne  des fungi, aussi appelés Mycota ou Mycètes ou fonge, constitue un taxon 

regroupant des organismes eucaryotes  appelés communément champignons, le botaniste suédois 

Elias Magnus Fries (1794- 1878), dès ses premiers ouvrages en 1821 avait décrit que ce règne 

constitue un large groupe diversifié, depuis des organismes microscopiques, invisibles à l'œil 

nu, microchampignons unicellulaires (levures) ou pluricellulaires (moisissures), jusqu'aux 

champignons supérieurs.  

 

    La phyllosphère, à l'instar des autres sphères du vivant, regorge de fungi, c'est un habitat 

attractif pour les microorganismes en raison de l'abondance de nutriments et de stabilité relative 

de l'environnement. Les communautés fongiques présentes sur les feuilles sont dominées par le 

phylum des Ascomycètes à plus de 70% suivi par celui des Basidiomycètes à 10% (Kembel et al, 

2014; Jia et al., 2018). 

 



 

Figure 7: Estimation de la répartition des espèces dans les grands groupes du vivant (Purvis & 

Hector, 2000). 

 

I.8.  Les champignons pathogènes 

       Aussi vrai que les espèces fongiques phyllosphériques peuvent être bénéfiques pour la 

plante, certains sont des bio-agresseurs responsables de plusieurs maladies des plantes. En effet, 

la plupart des champignons sont des saprophytes ; 10 000 espèces fongiques sont considérées 

comme phytopathogènes (Petit et al., 2019), elles sont responsables de plus de 70% des maladies 

des plantes cultivées (Deacon, 2005). Ce qui, en plus de nuire au végétal, cause des pertes 

économiques considérables (Arora et al., 2003). 

        Les champignons ont un cycle de vie compliqué, normalement avec une reproduction 

asexuée et sexuée qui implique la formation de différentes structures de reproduction. De plus, 

lors d'une maladie des plantes, les champignons produisent différents composants essentiels pour 

compléter le processus d'infection (enzymes, toxines, etc.) et sont appelés « facteurs de 

pathogénicité » (Fernandez-Acero et al., 2007). 



         Les études dans ce domaine ont répertorié  plusieurs de ces espèces fongiques nuisibles, 

une recherche faite par des  phytomycologues associés à la revue Molecular Plant Pathology  a 

même classé les 10 espèces fongiques les plus phytopathogènes (Dean et al., 2012), la liste 

comprend, par ordre de classement :  

1. Magnaporthe oryzae ;  

2. Botrytis cinerea ;  

3. Puccinia spp.;  

4. Fusarium graminearum ;  

5. Fusarium oxysporum ;  

6. Blumeria graminis ; 

7. Mycosphaerellagraminicola;  

8. Colletotrichum spp.; 

9. Ustilago maydis ;  

10. Melampsora lini   

 

2. Présentation des espèces étudiées 

Dans cette deuxième partie du chapitre, nous allons nous intéresser essentiellement  aux 

espèces étudiées dans ce travail de recherche, à savoir Pistacia atlantica et P. lentiscus. 

Afin de répondre aux questions sur la phyllosphère et ses modulations de composition et 

de comportement face aux changements climatiques et environnementaux, nous avons, donc, 

choisi d'étudier les composants phyllosphériques des deux espèces du genre Pistacia (le 

pistachier de l'Atlas et le pistachier lentisque). Le genre Pistacia sera présenté, en premier lieu, 

ensuite les deux espèces étudiées seront décrites séparément, d'un point de vue systématique et 

répartition géographique. Les caractéristiques botaniques seront également décrites. 

 

2.1. Présentation du genre Pistacia 

Le genre Pistacia regroupe plusieurs espèces d’arbres et d’arbustes, ces espèces 

végétales dicotylédones appartiennent à la famille des Anacardiacées (sous-famille des 

Anacardioïdées), originaires des zones tempérées à tropicales du globe (principalement d'Asie et 

du pourtour méditerranéen) (Ozenda, 1983 ; Zohary, 1987).  

https://www.quelleestcetteplante.fr/generalites/monocotyledones_dicotyledones.php


En 2012, Al-Saghir et Porter ont décrit treize espèces dans le genre, qui sont divisées en 

deux sections monophylétiques : 

 Section Pistacia : P. atlantica, P. chinensis, P. eurycarpa, P. falcata, P. integerrima, P. 

khinjuk, P. mutica, P. palaestina, P. terebinthus et P. vera ; 

 Section Lentiscus: P. aethiopica, P. lentiscus, P. mexicana, P. texana et P. 

weinmannifolia et P. vera. 

 

Cependant, la classification du genre Pistacia a subi de nombreux remaniements grâce à 

l’avènement des techniques de pointe et de nouvelles technologies, qui se basaient sur le profil 

ADN des chloroplastes (Belhadj, 2007; Al-Saghir et Porter, 2012). Anciennement classées en 4 

sections par Zohary (1952), les espèces connaissent une nouvelle classification initiée par Parfitt 

et Badenes (1997) qui ont subdivisé le genre en deux sections (Terebinthus et Lentiscus). Grâce à 

des analyses phylogénétiques et aux techniques de RAPD (Random Amplified Polymorphic 

DNA) et de l’AFLP (Amplified Fragment-Lengthpolymorphism), Perl-Traves (2002) et Katsiotis 

et al. (2003) ont mis en place deux grands groupe dans le genre: l’un contenant les espèces à 

feuillage persistant et le second les caducifoliées. 

 

2.1.1. Systématique 

Spichiger et al. (2000) a établi la plus récente des classifications concernant le genre 

Pistacia dans laquelle, le genre est classé dans la Classe des Dicotylédones, l’Ordre des 

Térébinthales et la Famille des Anacardiaceae. On note également que d’autres auteurs (Judd et 

al., 2002; Lieutaghi, 2004; Yaakobi et al., 2009 ; Dobignard et Chatelain, 2013) ont rapporté une 

classification remaniée au niveau de la classe (Magnoliopsida) et de l’ordre (Sapindales). 

 

2.1.2. Aire de répartition 

Dans le monde contemporain, ces espèces sont répandues à travers plusieurs continents, 

souvent sous forme de peuplements. Les pistachiers s'étendent du bassin méditerranéen jusqu'en 

Amérique centrale, en passant par de plus petits regroupements en désert d'Arabie, en Égypte et 

au Sahara algérien (Zohary, 1952 ; Monjauze, 1980 ; Belhadj, 2002 ; Yi et al., 2008) (Figure 8). 

 

 



 
  

Figure 8: Aire de répartition du genre Pistacia dans le monde (D'après, Yi et al, 2008). 

Sur cette carte  sont illustrées  11 espèces de pistachiers ainsi qu'un hybride (a=P.atlantica, b=P. 

chinesis, c=P. intergerrima, d=P. khinjuk, e=P. lentiscus, f=P. mexicana, g=P. palaestina, h=P. 

terebinthus, i=P. texana, j=P. vera, k=P. weinmannifolia, l=P. saportae). 

 

 

Zohary (1952) et Quézel Santa (1963) ont rapporté la présence en Algérie, de cinq 

espèces du genre Pistacia, en l'occurrence P. lentiscus, P. terebinthus, P. atlantica, P. vera et P. 

Saportae Burnat. Cette dernière est semblable à P. lentiscus mais à feuilles imparipennées et à 

inflorescences en grappe rameuse (Belhadj, 2007 ; Chehrit-Hacid, 2016).  

 

Ces espèces sont  réparties dans le Tell (pour P. lentiscus, où il participe à la strate 

arbustive des formations forestières du bassin de la Soummam et des zones semi-arides), sur le 

littoral (pour P. terebinthus, que l’on retrouve sous forme arbustive dans le bassin de la 

Soummam, le versant Nord du Djurdjura et dans le bassin d’El Ksour, le versant sud-ouest d'Ain 

Sefra), dans les régions semi-arides et arides (pour P. atlantica, souvent en association avec 

Ziziphus lotus et Pinus halepensis) (Belhadj, 2007). 

 

 

 

 



2.1.3. Caractéristiques botaniques 

 

 

Figure 9: Morphologie des feuilles des différentes espèces de genre Pistacia (Zohary, 1952). 

 

 

Pour l'identification des espèces du genre Pistacia, plusieurs critères sont pris en compte. 

Premièrement, le type de feuille est variable selon les différentes espèces, selon Zohary (1952), 

c'est un critère de base pour différencier les différentes espèces (Figure 9). Des feuilles alternes, 

persistantes ou caduques (cas du pistachier de l'Atlas ou du lentisque), pari- ou imparipennées, 

rarement trifoliées ou simples, membraneuses ou épaisses. Le nombre de folioles varie de 2 à 6 

paires. Le rachis des feuilles et le pétiole sont parfois élargis et aplatis pour former une 

expansion verte comme une aile. La texture des folioles peut varier aussi, elle peut être fine ou 

épaisse, cas du lentisque mais aussi du lentisque (Belhadj, 2007). 

 



2.2. Le pistachier de l'Atlas 

2.2.1.  Présentation de l'espèce  

Le pistachier de l'Atlas (P. atlantica Desf.), ce grand arbre majestueux ne laisse pas 

indifférent (Figure 10),  il fait partie des essences pré-forestières en déclin (Belhadj et al., 2008). 

Dans certaines stations mineures, et ayant été relativement protégées des pressions 

antropozoogènes, il peut frôler les 25m de hauteur avec un diamètre qui atteint parfois 2,5 m et 

jusqu'à 300ans de longévité (Spichiger et al., 2002; Belhadj, 2007). Sa cime est généralement 

hémisphérique et volumineuse (Zohary, 1952) et l’arbre peut couvrir jusqu'à 150 m² de terrain 

(Brichet, 1931). 

 

 

Figure 10 : Aspect général du pistachier de l'Atlas (Original, station de Berrouaghia Mars 2021). 

 

L'imposant Bétoum (Botma, Betouma ou Btouma) comme on l'appelle, en Arabe ou 

encore Iggh en Berbère (Belhadj, 2007; Benabderrahmane et al., 2009), est largement répandu en 

Afrique du Nord, il prospère dans les lits d'oueds et les  dayas sous forme de peuplements vastes  

et clairsemés (Boudy, 1952; Zohary, 1954; Leutrech-Belerouci, 1981). 

Le pistachier d’Atlas est connu pour être parmi les espèces qui ont une résistance aux 

contraintes édapho-climatiques; présent jusqu'aux portes du désert, il résiste aux vents forts ainsi 

qu'aux longues périodes de sécheresse des zones steppiques (Belhadj, 2007). Cette plasticité 



attire l’attention sur la connaissance actuelle de cette essence et de son interaction avec le milieu 

dans un but de protection et de valorisation et de lutte contre la désertification. L’espèce est très 

peu exigeante du point de vue édaphique, elle s'accommode à une large gamme de sols: des 

terrains acides aux sols calcaires en Syrie, à l'exception des sols sablonneux (Boudy, 1955). 

L’espèce grandit bien dans l'argile ou les sols limoneux, bien qu’elle puisse se développer aussi 

sur les roches calcaires (Khaldi et Khoudja, 1996). 

 

2.2.2. Systématique et aire de répartition 

         Concernant les différentes variétés et/ou sous-espèces de Pistacia atlantica, les taxons 

sont difficilement différenciés par les caractères morphologiques foliaires uniquement ; cet 

unique  représentant de la section Butmela (Zohary, 1952), reste sujet aux controverses quant à 

sa classification infra spécifique, puisque plusieurs spécimens peuvent présenter des caractères 

intermédiaires (Zohary, 1982 ; Yaltirik, 1967 ; Belhadj, 2011). 

          

P. atlantica est l'une des espèces spontanées les plus répandues du genre. Il a longtemps 

occupé la région méditerranéenne, essentiellement présent au Maghreb, son aire de distribution  

est préférentiellement l’Afrique du Nord où il constitue les steppes arborées du bioclimat aride 

mais également les iles Canaries, la Lybie, Chypre et le Proche-Orient (Zohary, 1952; Quezel et 

Médail, 2003). La sous-espèce atlantica est quant à elle endémique du grand Maghreb (Zohary, 

1996).   

 

En Algérie, le bétoum se présente à l’état de groupements isolés. Il apparaît du Nord 

jusqu’aux régions sahariennes en passant par les hauts plateaux. Il se retrouve surtout sur l’Atlas 

saharien, dans le secteur du Sahara septentrional et en plein cœur du Hoggar, plus précisément 

dans les ravines et les zones d’épandage (Monjauze, 1965; Abdelkrim, 1985).  

 

Dans le nord de l’Algérie, il est souvent dominant et associé aux espèces thermophiles 

épineuses méditerranéennes. Au sud, son association se limite au Jujubier, à l’Alfa, au Sparte et à 

l’Armoise (Benhassaini et al., 2007) (Figure 11).  

 



 

 

Figure 11: Répartition du pistachier de l'Atlas en Algérie (Chebouti, 2014) 

 

2.2.3. Caractéristiques botaniques 

En fait, la confusion taxonomique, qui plane autour du pistachier de l'Atlas, est due à la 

grande variabilité de ses caractères morphologiques (Belhadj et al., 2007a, 2007b, 2008, 2011; El 

Zerey-Belaskri et Benhassaini, 2016 ; Amara et al., 2020). Les feuilles de l'Atlas sont caduques, 

sessiles et imparipennées avec 7 à 11 folioles entières lancéolées similaires à celles de P. 

lentiscus, de 2,6 cm de longueur sur 0,5 à 1,5 cm de largeur. Leur couleur varie du vert  foncé sur 

la face supérieure au vert clair sur la face inférieure (Monjauze, 1980; Belhadj, 2007 ; Chehrit, 

2016). Zohary (1996), les décrit comme peu coriaces, quant à Ozenda, (1977), il décrivit des 

feuilles à pétiole un peu ailé. Les feuilles présentent une grande variabilité inter et intra 

individuelle qui peut constituer un critère de classification infra-spécifique (Belhadj, 2007). 

Le fruit du pistachier de l'Atlas est une drupe monosperme de 06 à 08 mm de long sur 05 

à 06 mm de large, de couleur rouge qui vire au vert foncé une fois mature (Ozenda, 1977). En 

Algérie, on le nomme « Elkhodiri » ou « Godeim », en rapport avec la couleur vert foncé des 

drupes, à maturité (Belhadj, 2007). Cependant, ces graines présentent un taux faible de  

germination et une croissance lente durant les premières années. 



Les fleurs sont unisexuées; de couleur rose ; la floraison a lieu avant le développement 

végétatif. Les fleurs mâles sont groupées en inflorescences composées. Elles ont tendance à 

fleurir avant les fleurs femelles (protandrie) (Spichiger et al., 2002; Rezaeyan et al., 2009). 

Le  système racinaire (SR) du pistachier de l'Atlas est très puissant, c'est l'un de ses plus 

grands atouts pour l'adaptation dans les sols calcaires et salins, cette espèce constitue d'ailleurs 

un matériel prometteur pour la valorisation des sols salins (Merbah et al., 2021), lui permettant 

ainsi une meilleure résistance à la sécheresse, il est d'ailleurs préconisé comme porte-greffe pour 

le pistachier vrai faisant de ce dernier un arbre très vigoureux (Maaruf, 1997). Ce SR, évolue 

avec  l'âge des individus, les plus jeunes ont des racines plus ramifiées pour mieux puiser l'eau 

du sol, tandis que les sujets adultes présentent une architecture racinaire de plus en plus 

profonde; en fait, la circonférence racinaire se développe avec l'âge, cela confère au pistachier de 

l'Atlas un  meilleur ancrage et une meilleure stabilité de la partie aérienne devenue de plus en 

plus volumineuse (Limane, 2009). 

 

2.3. Le pistachier lentisque 

2.3.1. Présentation de l'espèce  

L'arbre au mastic ou Lentisque en français, puise son appellation dans le latin (Lentus) ce 

qui veut dire visqueux en référence à sa sève qui est utilisée pour la réalisation d'une gomme à 

odeur (Spichiger et al., 2002; Dahmani, 2011). Il est nommé, également, Amadaγ, Imidekh ou 

Tidikth en berbère et Dharw ou Derou en arabe (Belhadj, 2007; Doghbage, 2011). L'arbre à 

mastic est  un arbuste buissonnant sclérophylle et dioïque. Sa hauteur est de 5 à 6 m mais peut 

atteindre 8m dans certaines conditions (Flexas et al., 2001). 

 C’est une espèce indifférente aux propriétés physico-chimiques du sol 

mais préfère des sols à faible concentration en phosphore et potassium 

conjugués avec des concentrations différentes en carbonates de calcium et en 

azote (Dogan et al., 2003). 

 

2.3.2. Aire de répartition 

Le pistachier lentisque préfère les variantes chaudes et tempérées des bioclimats semi-

arides, subhumides et même humides. C'est ce qui explique sa  présence sur tout le pourtour  du 

bassin méditerranéen ; cette essence forestière est caractéristique du paysage de la méditerranée 



(Figure 12). Cet arbuste est prédominant dans les écosystèmes extrêmes du bassin méditerranéen, 

notamment dans les régions ensoleillées à basse altitude, et constitue, avec les myrtes et les 

cistes, d’immenses broussailles appelées maquis, c'est ce qu'on appelle une espèce thermophile. 

L’espèce s'étend jusqu'au Nord-Est de l'Afrique et de l'ile de Madère, à l'intérieur de la péninsule 

ibérique, dans des aires ombragées, évitant des endroits à hiver froid. En Algérie, il occupe 

l’étage thermo-méditerranéen, sa limite méridionale se situe aux environs de 

Saida, sa présence au sud de l’Atlas saharien n’est pas signalée (Zohary, 1952; 

Boudy, 1955; AlSaghir, 2006; Bhouri et al., 2010 ; Abdelwahed et al., 2014). 

 

 

 

 
 

 

Figure 12 : Aire de répartition de Pistacia lentiscus dans le bassin méditerranéen  (Adapté de 

AL-Saghir, 2006). 

 

 



 

2.3.3. Caractères botaniques  

Le lentisque est un arbrisseau résineux de 1 à 3m de hauteur. Il se distingue des deux 

autres espèces de pistachiers méditerranéens, notamment du térébinthe par ses feuilles ayant un 

nombre, paire, de folioles. Les feuilles sont composées, paripennées à pétiole étroitement ailé, 6 

à 12 folioles petites (nombre paire) disposées en 2 rangs, coriaces, sans poils, luisantes en dessus, 

pâles et mates en dessous, son feuillage est persistant et restent fonctionnelles pendant plusieurs 

années. Les fleurs du lentisque sont petites, verdâtres en grappes spiciformes, latérales, denses, 

pédicelles et bractéoles très courts, calice petit, brun, dioïques (organes unisexués des mâles et 

des femelles situés sur des pieds différents). La floraison s’étale d’avril à juin, et la pollinisation 

se fait par le vent, quant aux drupes, elles sont petites de forme ovoïde, apiculées au sommet, 

presque sèches, d’abord rouges puis noires à maturité qui fructifient généralement  en novembre 

(Zohary, 1952; Rameau et al., 2008). 

 

2.3.4.Comparaison entre les deux espèces de pistachiers   

Aussi vrai que les deux espèces étudiées font partie du genre Pistacia L., le pistachier de 

l'Atlas et le pistachier lentisque ne sont pas aussi similaires, il existe en effet plusieurs 

différences morphologiques et  écologiques entre ces deux espèces. 

D'abord la structure de l'arbre n'est pas la même, comme désigné dans les caractéristiques 

morphologiques, le lentisque est, plus communément, un arbuste tandis que le pistachier de 

l'Atlas est un grand arbre. Le lentisque a un feuillage persistant, ses feuilles sont composées, 

alternées et paripennées. Les folioles sont de formes lancéolées dont le nombre est compris entre 

2 à 6 paires tandis que le feuillage du pistachier de l'Atlas est caduc, Chez cette espèce, les 

feuilles sont composées imparipennées, renfermant 3 à 4 paires ou 3 à 5 paires de folioles 

(Monjauze, 1980). 

L'aire de répartition des deux espèces n'est pas la même n'en plus, le pistachier de l’Atlas 

est une espèce des régions forestières subtropicales de l’ancienne zone méditerranéenne (Quézel 

et Santa, 1963), mais la sous espèce étudiée, Pistacia atlantica ssp. atlantica est endémique pour 

le grand Maghreb, et présente une répartition plus ou moins discontinue dans la région des dayas 

et des zones semi-arides et arides de la steppe algérienne (Quezel et Santa, 1963 ; Monjauze, 



1980 ; Belhadj, 2007). Le lentisque par contre, s'étend sur tout le bassin méditerranéen (Zohary, 

1996), et occupe des zones plus ou moins arrosées, plus commun dans les formations forestières. 

En fait cette répartition géographique dépend fortement de la résistance de chaque espèce 

aux conditions environnementales, par exemple, le lentisque n'est présent généralement qu'a 

basse altitude, ne dépassant pas les 400m. Le pistachier de l'Atlas par contre, peut se retrouver 

sur une large gamme altitudinale, de 300 à 2500m d'altitude (Zohary, 1996). En Algérie, il peut 

se développer jusqu’à 2000m d’altitude dans les montagnes sèches (Atlas Saharien) (Monjauze, 

1980 ; Quézel et Santa, 1963). 

 Les étages bioclimatiques se chevauchent pour les deux espèces, le pistachier de l'Atlas 

préfère les milieux arides, tandis que le lentisque se trouve plus sur les milieux tempérés 

(Monjauze, 1980). Le pistachier de l'Atlas est en effet une espèce d'une grande amplitude 

écologique, et d'une plasticité remarquable, cette espèce peut être présente jusqu'au Hoggar, 

preuve de sa grande adaptation pour les milieux arides (Monjauze, 1980 ; Berrichi et al., 2017), il 

est présent spontanément sous diverses conditions écologiques. 

 

3. Bioinformatique génomique 

Ce travail sur la phyllosphère des pistachiers, de l’Atlas et du lentisque, a été réalisé en 

deux parties : la première consistait en une étude microbiologique des colonies bactériennes et 

fongiques ; la  seconde consiste en une étude génomique des champignons phyllosphériques 

uniquement. Pour cette dernière, on a fait appel aux nouveaux outils d'identification des 

génomes. 

En effet, ce volet de la thèse a nécessité  un séquençage des espèces fongiques suivi par 

une étude taxonomique pour l'identification de ces derniers, il est donc important, de présenter 

dans cette partie de la bibliographie, les méthodes génomiques ainsi que tout le pipeline 

bioinformatique nécessaire à ce genre d'étude metagénomique, du barcoding, jusqu'à  

l'annotation des génomes, toute une nouvelle discipline sera décrite. 

 

3.1. Découvertes et phylogénie  

       Pour pouvoir identifier un champignon, il faut d'abord comprendre le concept même de 

l'espèce chez les microorganismes, Ernst Mayr dans son ouvrage sur la systématique et l'origine 

des espèces en 1947 la définit comme telle: 



« Une espèce est une population ou un ensemble de populations dont les individus peuvent 

effectivement ou potentiellement se reproduire entre eux et engendrer une descendance viable et 

féconde, dans des conditions naturelles. »  

 

        Selon Hausdorf (2011), même si l’espèce constitue l’unité la plus importante en biologie, la 

définition du terme est encore soumise à controverse. Avant l'avènement des outils de biologie 

moléculaire, les critères morphologiques, ont été le seul moyen de classer les espèces. C'est la 

définition même du concept d’espèce phénétique, autrement dit, seuls les critères phénotypiques 

étaient pris en compte. Darwin (1964), fut le précurseur de cette méthode de classification, ses 

premières esquisses d'arbre de vie remontraient à son premier ouvrage sur l'origine des espèces,  

cependant, cette méthode de classification ne reflète pas forcément les relations évolutives 

phylogénétiques. La méthode de reproduction est un critère primordial dans la classification, 

contrairement aux espèces dont la reproduction est sexuée, les microorganismes se reproduisent 

d'une manière asexuée rendant ainsi la tache de leur identification plus complexe (Rosselló-

Mora, 2001), d'autant plus que pour certains champignons, les caractères phénotypiques sont 

difficiles à déceler, la biologie moléculaire simplifie dans ce cas l’identification, la 

phylogénétique présente alors une option de choix, car cette discipline tient compte des gènes,  

plus précisément, des séquences consensus ou conservées qui représentent à elles seules l'identité 

d'une espèce. Cette discipline a été initiée avec l’énoncé du dogme central en 1958 par Francis 

Crick (Crick, 1958) (Figure 13) marquant les fondements de la biologie moléculaire et la 

définition des objets majeurs en biologie jusqu’à la publication des séquences complètes du 

génome de la levure saccharomyces cerevisiae et de l’homme à la fin du XXème siècle, de 

grands changements ont été alors opérés en biologie. 

 

Figure 13 : Dogme central de la biologie moléculaire énoncé par Crick (1958). 

 



         En 1977, grâce à une analyse des ARN ribosomique 16s, des scientifiques dirigés par le 

microbiologiste américain Carle Woese  annoncent la découverte d'une nouvelle forme de vie qui 

bouleverse les fondements de la taxinomie biologique, ils révèlent que les systèmes vivants 

représentent l'une des trois lignées de descendance autochtones: (1) les Eubactéries, comprenant 

toutes les bactéries typiques; (2) les Archaebactéries, contenant des bactéries méthanogènes; et 

(3) les Eucaryotes, maintenant représentés dans la composante cytoplasmique des cellules 

eucaryotes (Woese, 1977). Cette dernière lignée abrite le règne des Fungi (Figure 14). 

     En 2015, grâce à des chercheurs en  bioinformatique évolutionnaire, une nouvelle 

classification a été introduite, ils ont dressé un nouvel arbre de la vie où les Virus sont les 

descendants d'une lignée de protocellules distinctes et constituent une branche du vivant à part 

entière, aux côtés des Archées, des Bactéries et des Eucaryotes (Ikonicoff, 2015).    

 

 

Figure 14: Arbre phylogénétique du monde vivant d'après Woese et al. (1990) 

 

 

 



3.2.  Méthodes de culture des champignons 

3.2.1.  Méthodes de culture-dépendantes 

     Pour l'étude des communautés microbiennes, des méthodes de culture microbiologiques 

telle que la mise en culture dans un milieu nutritif,  sont depuis longtemps utilisées, elles sont 

appelées "méthodes de culture dépendantes", plusieurs  études consacrées aux champignons 

associés aux plantes ont été réalisées par isolement sur milieu de culture. L’avantage majeur 

d’obtenir des cultures pures de champignon, en plus de pouvoir formellement décrire des traits 

phénotypiques, est de pouvoir directement étudier l’effet de traitements expérimentaux (Cordier, 

2012). Cependant,  ces méthodes ont montré des limites quant à la précision de l'identification 

des organismes, près de 99% des espèces microbiennes ne sont pas cultivables en milieu nutritif, 

et ne peuvent, donc, être détectées par ces méthodes (Müller & Ruppel, 2014), or, dans une étude 

comme la nôtre, basée sur des facteurs climatiques et environnementaux différents, il est 

impossible de recréer artificiellement les conditions dans lesquelles les champignons se 

développent. Ces approches peuvent également fausser les résultats de la richesse spécifique des 

communautés par exemple, car dans un milieu de culture, l'accès aux ressources nutritives n'est 

pas le même que dans leurs habitats d'origine, par conséquent, toutes les notions de compétition 

et de symbiose entre les microorganismes sont négligées.  

 

3.2.2.  Méthodes de culture-indépendantes: le métabarcoding 

       Pour l'étude d'un organisme dans son milieu naturel, de nouvelles méthodes dites de 

culture-indépendantes sont utilisées, comme leur nom l'indique, elles ne se basent pas sur la mise 

en culture, mais sur un principe génétique révolutionnaire, elles cibleraient, alors, les séquences 

consensus pour départager les espèces. Ces méthodes constituent une approche metagénomique 

pour l'estimation du niveau de la diversité.  

          Le métabarcoding, une de ces techniques en plein essor, a été employée pour la première 

fois dans une étude sur l’agent responsable de la Malaria (Plasmodium falciparum). Elle consiste 

en l’usage d’un gène hypervariable pour identifier les différentes lignées d’une espèce et de 

mener ainsi des études de génétique des populations et d’épidémiologie (Arnot et al., 1993), cette 

méthode  préconise l’usage d’un marqueur génétique standard court pour identifier un organisme 

au niveau spécifique. Ceci offre un moyen simple et rapide d'identification des espèces. 

L’identification d’une espèce par barcode ADN permet de s’affranchir des limites liées à la 



morphologie et de délimiter les espèces d’un complexe d’espèces cryptiques (Hebert et al., 2003; 

Valentini et al., 2009). La plus simple définition du barcode, reste celle de Cordier (2012), elle 

décrit le barcode idéal comme étant un gène orthologue (présent chez toutes les espèces), court 

(moins de 1000 pb), facilement amplifiable par PCR et ayant surtout un niveau de variabilité 

interspécifique minimal supérieur au niveau maximal de variabilité intraspécifique, en d'autres 

termes, il faut une partie du génome très stable chez l'ensemble des champignons, mais assez 

variable à l'intérieur pour permettre de différencier les espèces.  

       La caractérisation des microorganismes suit tout un processus, d'abord, à partir d’un 

échantillon environnemental, cas d'une feuille de pistachier dans notre étude, est extrait l’ADN 

total ou l'ADN environnemental (Taberlet et al., 2012) c'est pour cela qu'on l'appelle "méta" 

barcode, ce suffixe fait référence à une étude menée directement au sein de l'environnement sans 

passer par une culture invitro. Ensuite un "barcode" spécifique à l’ensemble du groupe d’espèces 

ciblées, mais variable entre les espèces est amplifié par PCR puis séquencé ; le séquençage de 

ces organismes permet de connaître avec exactitude l'espèce à laquelle ils appartiennent (Müller 

& Ruppel, 2014). Par des méthodes de séquençage haut débit, les séquences obtenues sont 

partitionnées en Unités Taxonomiques Opérationnelles (OTUs); chaque OTU est enfin comparée 

à une base de données afin d’obtenir une assignation taxonomique (Fort, 2016). Ce processus est 

résumé dans la figure 15. 

 

Figure 15: Schéma synthétique de la méthodologie employée pour caractériser les communautés 

fongiques phyllosphériques (Original, 2020). 

 



3.2.2.1.  Le barcode chez les champignons 

Chercher à identifier une espèce avec un barcode, est  une recherche avec un seul critère 

commun de sélection, il est important que ce dernier soit bien choisi, cela est très possible mais 

une limite pourrait venir à l'esprit, et si ce caractère n'était pas assez sélectif, n'est-il pas plus 

judicieux d'utiliser dans ce cas un double critère. Lors de  travaux précédents (White et al., 1990 ; 

Gardes et Bruns, 1993), le barcode "ITS" (internal transcribed spacer) a déjà été utilisé chez les 

champignons et qui par conséquent, est très bien représenté dans les bases de données de 

séquences. De plus, l’ITS présente un excellent  pouvoir discriminant entre les espèces (Schoch 

et al., 2012; Tedersoo et al., 2015; Fort, 2016). 

L'utilisation de l'ADNr (ADN ribosomal), est très répandue dans les études de la diversité 

génétique des communautés de champignons. Il en existe deux types, l'ADNr mitochondrial et 

l'ADNr nucléaire ; le premier est plus utilisé pour les champignons mycorhiziens, tandis que le 

second comprend des régions codantes pour les ARNr (18S, 5.8S, 28S et 5S) relativement bien 

conservées avec les fameux espaceurs ITS. Ces deux types d’ADNr sont plus utilisés pour les 

champignons de la phyllosphère. La région ITS est maintenant largement utilisée comme « code-

barre » génétique pour caractériser la diversité des champignons (Nguyen, 2008). Une 

illustration de l'ITS est représentée dans la Figure16. 

 

 

Figure 16:Schéma de l’opéron ribosomal de l’ADN nucléaire des champignons. Le 18S, le 5.8S 

et le 28S sont des zones très conservées, alors que l’ITS1 et l’ITS2 sont très variables d’une 

espèce à l’autre (adapté de Cordier, 2012). 

 

Il est important de citer que ces fragments d'ADNr sont amplifiés naturellement au sein 

des génomes des différents microorganismes, il ya des organismes qui possèdent plusieurs 

copies, ce nombre peut différer au sein des isolats d'une même espèce  (Jumpponen et al., 2017), 

ceci dit, il ya en plus d'une identification qualitative, une identification quantitative. 

Les barres-codes ont également été utilisés pour l'analyse génétique et phylogéographique 

des populations, l'identification des proies dans le contenu intestinal, la détection d'espèces 



envahissantes, la médecine légale, et la sécurité des fruits de mer. De manière plus controversée, 

les codes à barres ont été utilisés pour délimiter les limites des espèces, révéler des espèces 

cryptiques et découvrir de nouvelles espèces (Bucklin et al., 2011). 

       Cependant, la plus grande limite de l'utilisation des barres-codes, reste le chevauchement 

inter et intraspécifique, c'est à dire, qu’il est possible que des espèces différentes possèdent 

exactement la même séquence pour ce marqueur par des transferts interspécifiques de gènes ou 

par une spéciation inachevée (Valentini et al., 2009). On appelle la distance génétique de ces 

séquences entre les espèces "Barcoding gap", ce seuil de délimitation est en effet bien plus 

souvent un chevauchement qu’une vraie séparation (Figure 17). 

 

Figure 17: Illustration du barcoding gap et du chevauchement (adapté de Meyer & Paulay,  

2005).  

 



      Pour pallier aux problèmes liés  à ce chevauchement,  utiliser une double amorce  s'avère 

être un choix  très judicieux,  par exemple la séquence ITS1 est aussi présente chez les 

eucaryotes , des fragments de l'espèce hôte (un fragment de la feuille par exemple pour les études 

phyllosphériques) peuvent donc se confondre aves les séquences fongiques, pour cela,  Fort dans 

ses  travaux  (Fort, 2016), a testé  trois jeux de données  avec trois  couples d'amorces (fITS7-

ITS4, fITS7-ITS4 et ITS1-ITS2), les deux premières combinaisons présentaient un taux 

important de séquences non fongiques, pas très sélectives donc, tandis que le dernier couple 

d'amorces ITS1/ITS2 avoisinait les 100% de séquences fongiques. Plusieurs combinaisons de ces 

séquences sont donc possibles, les plus utilisées sont représentées dans le tableau 1. 

 

Barcode Amorce Sens Séquence (5'- 3') 

ITS1 ITS1F direct CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 

ITS1 ITS2 indirect GCTGCGTTCTTCATCGATGC 

ITS2 fITS7 direct GTGARTCATCGAATCTTG 

ITS2 ITS4 indirect TCCTCCGCTTATTGATATGC 

 

Tableau 1: Amorces ITS utilisées en métabarcoding (Fort, 2016). 

 

 

3.3. Le séquençage de l'ADN  

Après l'amplification des séquences par PCR, le séquençage de ces petites parties du 

génome est effectué, il sert à déterminer la séquence nucléotidique, c’est-à-dire 

l’ordonnancement des nucléotides d'ADN cible, dans notre étude il s'agit des séquences  

ITS1/ITS2. Le séquençage d'ADN est basé sur le même principe que celui de la PCR, sauf que le 

mélange réactionnel contient en plus des dNTP, des ddNTP, didésoxyribonucléotides 

triphosphates (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Il ya en fait plusieurs types de séquençages haut 

débit, les plus communs sont le pyroséquençage (Roche 454), le séquençage par synthèse 

(Illumina), le séquençage par ligation (SOLiD) et le séquençage par ion semi-conducteur (Ion 

Torrent) (Goodwin et al., 2016 ; Heather & Chain, 2016).   

Dans cette étude nous avons utilisé le séquençage par synthèse (Illumina). Cette 

technique présente deux  grands avantages, elle est rapide et moins couteuse. On pourrait 

expliquer cela par un principe innovateur, si l'on  pouvait comparer le séquençage d'ADN  à un 



grand puzzle avec des milliers de petites pièces à assembler dans le but d'identifier une  

photographie, en somme, l'ancienne méthode consistait à assembler toutes les pièces pour avoir 

le résultat, cela prend énormément de temps, les nouvelles méthodes, par contre, rassemblent 

juste de petites parties caractéristiques du puzzle, une vue d'ensemble de celles-ci permet 

d'identifier la photographie plus rapidement avec un résultat tout aussi correct. Le plus grand 

avantage du séquençage, est qu’il donne accès aux séquences, pour faire des identifications 

d’espèces, ou pour accéder à la composition phylogénétique d’une communauté et tester des 

hypothèses sur les facteurs écologiques impliqués dans l’assemblage de cette communauté 

(Cavender-Bares et al., 2009 ; Morlon et al., 2011). Cette méthode de séquençage consiste 

d'abord en une fragmentation de l'ADN en petits fragments (méthode shotgun), ensuite, n'étant 

pas obligé de séquencer tous les fragments, des amorces spécifiques sont utilisées, le séquençage 

ne s'effectuera donc que sur de petites parties du génome (Figure 18). 

 
Figure 18: fonctionnement du séquençage haut débit avec la technique Illumina (Original, 2020) 

 

3.4.  Bioinformatique 

       À la fin d'un séquençage d'ADN, les résultats bruts de l'ensemble des séquences sont   

sauvegardés dans un fichier nommé "Fastq", la chimie laisse alors place à la bioinformatique, 



mais le travail est très loin d'être fini, en effet, il n'ya que des petits fragments de quelques paires 

de bases avec le défi d'identifier une espèce inconnue. On appelle ce processus "l'annotation 

génomique". 

La bioinformatique se base sur deux grands principes, le premier est que, toute 

information existante, est répertoriée dans des bases de données, classées avec minutie dans des 

banques  en ligne. Ce sont des bibliothèques géantes qui regroupent toutes les recherches faites à 

ce jour. Le deuxième principe, est un panel d'outils nécessaires aux traitements de ce flux 

d'informations.  Avec des séquences inconnues et toutes ces informations établies, une méthode 

logique s'impose, en fait, pour identifier quelque chose d'inconnu, il faut le comparer à ce qui 

existe déjà, c'est de cette logique qu'apparait un procédé qu'on appelle "l'alignement des 

séquences".  

Dans cette partie, nous allons expliquer ces méthodes bioinformatiques, car elles ouvrent 

droit à tout un travail de recherche à partir d'un ordinateur et une connexion internet, c'est ce qui 

constitue la recherche « in silico», par analogie avec in vitro . 

 

3.4.1. Les bases de données biologiques   

L'avènement des banques de données biologiques s'est fait en parallèle avec les avancées 

scientifiques sur le séquençage des génomes, il fallait trouver une solution à tout ce flux 

d'informations. Les banques biologiques se sont divisées en deux types, les banques généralistes 

et les banques spécialistes, subdivisées selon la nature des données en des banques nucléiques et 

des banques protéiques. C'est au début des années 80 que les premières banques de séquences 

sont apparues sous l'initiative de quelques équipes comme celle du Professeur Grantham à Lyon 

(Grantham et al., 1981). Très rapidement, la collecte et la gestion des données ont nécessité une 

organisation plus conséquente. Ainsi, plusieurs bases de données commencent à émerger. Trois 

grandes banques nucléiques généralistes ont été créées  à peu près à la même période, elles sont 

les pionnières de la description des caractéristiques biologiques qui accompagnent les séquences. 

D'abord, la banque nucléique européenne EMBL, parallèlement, une banque nucléique 

américaine nommée GenBank a été créée (Bilofsky et al., 1986), elle se trouve actuellement sur 

NCBI (National Center for Biotechnology Information). La troisième est la banque japonaise 

DDBJ (Dna Data Bank du Japon). Au même moment, avec toutes ces donnes génomiques, la 

protéomique prend son essor, des banques protéiques sont alors apparues, les plus connues sont : 

https://fr.wikipedia.org/wiki/In_silico
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la Protein Identification Ressource (PIR-NBRF) (George et al., 1988) et la Swissprot  qui a été 

constituée à l'Université de Genève à partir de 1986 (Bairoch et Boeckmann, 1993 et 1994). 

Devant la croissance quasi exponentielle des données  et l'hétérogénéité des séquences 

contenues dans les principales bases de séquences généralistes, d'autres bases spécialisées sont 

apparues. Elles tournent autour d'une thématique biologique spécifique, c'est comme des petites 

bibliothèques qui puisent leurs données dans les grandes bibliothèques afin de mieux organiser 

les résultats. On note quelques-unes comme les bases à motifs nucléiques tels que  la base de 

facteurs de transcription TFD dédiée aux facteurs de transcription eucaryotes, et les bases à 

motifs protéiques tels que PROSITE et BLOCK (Henikoff et al., 2000). 

 

3.4.2. l'annotation des génomes 

La génomique est composée de plusieurs volets complémentaires : la génomique 

structurale, la génomique fonctionnelle, la transcriptomique et la protéomique. 

La génomique structurale analyse la structure des gènes tandis que la génomique 

fonctionnelle analyse les fonctions de ces derniers, elle inclut l'analyse du transcriptome et du 

protéome. L’annotation d’un génome, d'un transcriptome, d'un protéome, ou d'un métabolome,  

consiste à documenter de la manière la plus exhaustive les informations issues de ces disciplines. 

Devant les différents outils disponibles pour l'étude des génomes, nous avons utilisé ceux qui 

sont disponibles gratuitement en ligne et qui ne nécessitent pas un matériel informatique spécial. 

Le principe de l'annotation réside dans la comparaison d'une séquence inconnue, à toutes les 

séquences déjà connues et répertoriées dans les banques, avec des séquences communes ou déjà 

étudiées, un simple alignement sur BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) est suffisant 

pour identifier l'espèce (Altschul et al., 1990). Mais parfois avec de nouvelles séquences, il est 

nécessaire de passer par une annotation manuelle pour identifier l'espèce et la répertorier dans les 

banques de gènes. 

 

3.4.3. Alignement des séquences : Le BLAST   

        Le premier alignement de séquences fut celui de "Smith-Waterman", c'est 

un algorithme, d'alignement de séquences, utilisé notamment en bioinformatique, il a été inventé 

par  F. Smith  et Michael S. Waterman en 1981. Cet algorithme cherche à optimiser l'alignement 

de deux séquences biologiques, elles sont traitées comme des caractères. Le pourcentage de 
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similitude est appelé score, cependant  plus le score est élevé et plus la correspondance est 

correcte. Cette méthode compare la séquence entière  sur toute sa longueur, de la  1re paire de 

bases jusqu'à la dernière, le résultat est garanti mais cette méthode reste trop lente, en fait, la 

comparaison d'une seule séquence contre tout UNIPROT peut prendre jusqu'a 5 jours tandis 

qu'avec le BLAST, la même opération ne prend que 20 secondes. 

On peut expliquer cette grande différence de temps de comparaison par un principe très 

ingénieux que l'algorithme de BLAST a adopté. C'est une méthode de recherche heuristique. Les 

régions similaires entre deux ou plusieurs séquences de nucléotides ou d'acides aminés sont 

établies, mais contrairement à la méthode Smith-Waterman, BLAST ne compare pas la séquence 

sur toute sa longueur, il choisit deux régions courtes de longueur K séparées par une distance D,  

le score dépendra de ces trois paramètres (Figure 19). La probabilité que deux séquences aient 

ces critères en commun et ne soient pas homologues est très infimes, d'ailleurs le score calculé 

par les deux algorithmes reste le même (Dardel et Képès, 2000). 

 

Figure 19: Comparaison entre les algorithmes d'alignements BLAST et Smith-Whaterman 

(Original, 2020) 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Heuristique_(math%C3%A9matiques)
https://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9quence_biologique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nucl%C3%A9otide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fr%C3%A9d%C3%A9ric_Dardel
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fran%C3%A7ois_K%C3%A9p%C3%A8s


La méthode BLAST peut comparer une séquence inconnue à toutes les séquences 

UNIPROT avec un résultat qui atteint les 500 homologues, si cette inconnue a déjà été étudiée 

auparavant, c'est impossible de passer à côté de l'espèce correspondante. La Figure 20 explique 

la lecture d'un résultat sur BLAST.  

Figure 20: Exemple de lecture d'un résultat BLAST (Original, 2020) 

 

Lors de la lecture d'un résultat  sur BLAST, deux paramètres sont immédiatement pris en 

compte, le premier est le score, qui indique le degré de similitude, plus il est élevé et plus la 



séquence inconnue ressemble à la séquence obtenue. Le deuxième paramètre, c'est le paramètre 

le plus informatif, il s'agit de  la "e-value", elle nous informe quant au risque si nous considérons 

la similarité comme significative. La "e-value"est liée au concept de risque de faux positifs : le 

risque de considérer comme significatif un résultat qui ne l'est pas, plus la "e-value" est faible, 

plus l'alignement est significatif. Cependant, la décision finale repose aussi sur une inspection 

visuelle du résultat par l'expérimentateur.  

Il arrive parfois que le BLAST ne donne aucun résultat, cela veut dire que parmi toutes 

les séquences existantes, aucune ne correspond à la séquence inconnue, en d'autres termes, cet 

organisme est complètement inconnu des bases de données, il est primordial dans ce cas, de les 

introduire dans les bases de données comme étant une nouveauté, le plus souvent sur la base 

internationale GENBANK. La plupart des revues exigent que les séquences d'ADN et d'acides 

aminés cités dans les articles soient soumises à un référentiel de séquences publiques (DDBJ/ 

ENA/ Genbank-INSDC) dans le cadre du processus de publication. Un numéro d'accession est 

donc attribué à chacune des séquences soumises (Dardel et Képès, 2000). 
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Chapitre II 

Etude du milieu 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



II.1. Présentation de la zone d’étude 

   Pour aborder la composition de la phyllosphère, et étudier les interactions 

environnementales et stationelles qui peuvent moduler la dynamique des communautés 

fongiques et bactériennes de cette sphère, il est primordial d'étudier le milieu de vie de ces 

espèces, avec toutes ses composantes biotiques et abiotiques.  

           Pour ce faire, nous avons choisi des stations avec différentes conditions climatiques, nous 

avons, en effet,  échantillonné sur six différents sites répartis sur trois wilayas : Médéa avec 

quatre stations (Ouamri, Harbil, Berroughia1 et Berrouaghia 2), Djelfa (Ain Oussera) et M’sila 

(El hamel) (Figure 21).  

Trois sites d'échantillonnage ont donc, été sélectionnés pour chacune des deux espèces, 

ces sites sont définis par des conditions climatiques différentes (2 sites dans l’aride et quatre 

autres dans le subhumide). La figure 22 montre des images satellites, elles proviennent de 

Google Earth (2016), ces images représentent les sites d’échantillonnage, on peut voir la 

répartition éloignée des pieds de pistachier de l’Atlas et les arbustes de pistachier lentisque, on 

reconnait aussi le changement du paysage selon l’aridité du site. 

   Dans ce chapitre nous allons présenter ces sites d'études un par un ainsi qu'une étude et 

une synthèse bioclimatique de ces derniers.  

 

 

Figure 21: Localisation des sites d'échantillonnage 

(GPS visualizer : file:///C:/Users/AMAZON/Downloads/carte_des_sites_avec_legende.html) 

file:///C:/Users/PC%20Store/AppData/Downloads/carte_des_sites_avec_legende.html


 

Figure 22: Images satellites des 6 stations d’échantillonnage 

 

II.1.1. Présentation de la wilaya de Médéa  

La wilaya de Médéa est située à 40 km au sud de Blida, à 88 km au sud de la capitale 

Alger, avec 981m d’altitude en moyenne, et une superficie de 8716 km².les coordonnées 

géographique de Wilaya de Medea sont : Latitude 36.08333 et Longitude 3. C'est une ville de 

montagne de l’Atlas tellien, située dans une dépression entre le massif de l’Ouarsenis au Sud et 

de l’Atlas  blidéen au Nord 

La région de Médéa est régie par un climat méditerranéen caractérisé par l'alternance 

d'une saison sèche avec une saison froide, humide et pluvieuse. Les pluies sont importantes en 

automne et en hiver. 

Médéa dispose d’une superficie forestière estimée à 161320 hectares, comprenant 

principalement le pin d’Alep, le chêne-liège et le chêne vert. En plus de cette richesse en arbres 

forestiers, on retrouve également différentes variétés de plantes et d’arbustes aux vertus 

médicinales. Parmi ces plantes, nous citerons le Romarin, le Frêne, la Bruyère et l’Eucalyptus 

(D.G.F., 2015). 



Quatre sur six de nos stations d'échantillonnage se situent dans cette wilaya  (Figure 23), 

à savoir Harbil, Ouamri, Berrouaghia1, Berrouaghia2, il est donc  important de décrire chacune 

des stations. 

 
Figure 23:Situation des sites d’échantillonnage de la wilaya de Médéa 

 

II.1.1.1.Station de Harbil 

   La station de Harbil est une petite localité de 60 km²  qui se trouve à11,2 km du chef-lieu 

de Médéa, elle est à 292m d'altitude. La commune est située dans le tell central algérien dans 

l'Atlas tellien dans l'Atlas blidéen à environ 90 km au sud-ouest d'Alger.  

   Nous avons réalisé l'échantillonnage du pistachier lentisque sur un terrain en pente aux 

abords de la nationale 18. 

 



II.1.1.2.Station de Ouamri  

   Toujours sur la N18, vers Hanacha, se trouve notre deuxième station de Médéa à 412m 

d'altitude, l'échantillonnage a été réalisé sur une petite colline à 6,5km de la station de Harbil, sur 

de petits peuplements de pistachier de l'Atlas. 

   La localité de Ouamri est une petite commune,  pas très lointaine de Oued Harbil, elle est 

située sur les monts de Dahra. Elle se tient entre Médéa et Khemis Meliana, 24 km vers l'ouest et 

à environ une centaine de km d’Alger et d'environ 30 km au nord-ouest de Berrouaghia. 

   Ouamri est à environ 740m d'altitude. C'est une région agricole avec d'abondantes 

sources d'eau naturelle. Sa surface agricole totale est de 17 450 hectares dont 12 392 ha utiles. 

 

II.1.1.3.Stations de Berrouaghia 1 et 2 

Deux de nos sites se trouvent à Berrouaghia, nous les avons nommé 1 et 2 pour les 

différencier. Le premier site, Berrouaghia 1, se trouve à l'entrée nord de Berrouaghia par la N18 

à 869 m d'altitude, sur un champ plat à proximité de la route se trouve plusieurs individus de P. 

atlantica. Le deuxième site, nommé Berrouaghia 2, se trouve à 15,4km du premier site, il 

concerne l'échantillonnage de P. lentiscus, il se trouve à la sortie de Berrouaghia aux abords de 

la nationale N1 à 897m d'altitude. 

 Berrouaghia est une commune de la wilaya de Médéa, elle est située dans la région du  

Tell au nord-ouest de la Wilaya de Médéa, à environ 90 km au sud-ouest d'Alger et à 18 km au 

sud-est de Médéa, elle est à 939m d'altitude, c’est une ville de montagne de l'Atlas tellien, située 

dans une dépression entre l'Atlas blidéen au nord et le massif d'Ouarsenis au sud qui forme, dans 

l'extrême sud-est de la commune, les monts de Bibans. 

 

II.1.2. Présentation de la wilaya de Djelfa                            

Djelfa est située dans les hauts plateaux, dans la partie centrale de l’Algérie du Nord à 

égale distance de ses frontières Est et Ouest. Elle est située à 300 km au sud d’Alger, à 110 km 

au Nord de Laghouat et 80 km au Sud-ouest de Boussaâda. Elle est comprise entre 2° et 5° de 

longitude Est et entre 33° et 35° de latitude Nord. La région de Djelfa occupe, à 1200 mètres 

d’altitude, une large dépression dans les monts des Ouled Naïl. Elle se caractérise par des reliefs 

relativement élevés.  Notre station d'échantillonnage se trouve dans la commune de Ain Oussera 

(Figure 24). 



 

 

 

Figure 24: Localisation du site de la wilaya de Djelfa 

 

II.1.2.1. Stations de Ain Oussera: 

   Notre site d'échantillonnage concerne le pistachier de l'Atlas, il se trouve plus 

précisément  dans la plaine de Boucedraia située à 10 km au sud de Ain- Ouassara, sur un terrain 

plat, à 725m d'altitude. La population de pistachier de l’Atlas est limitée à l’est par la route 

nationale N°1, l’oued Boucedraia la contourne à l’ouest, au sud par Hassi El Oussif, et au nord 

par Aïn-Ouessara. 

 

II.1.3. Présentation de la wilaya de M'sila : 

   M'sila une wilaya qui se situe dans la partie centrale de l'Algérie du Nord, elle fait partie 

de la région des "Hauts Plateaux Centre", avec Djelfa et Laghouat. Elle se trouve entre les deux 

grandes chaînes de montagne, que sont l'Atlas tellien et l'Atlas saharien, les Coordonnées 

géographiques de M'Sila, Latitude: 35.7019, Longitude: 4.54697. C'est  une  wilaya 



principalement agropastorale, les principales agglomérations sont M'sila, Boussaâda, Sidi 

aissa et Ain Elmaleh, elle compte un domaine forestier d'une superficie de 139 734 ha, à laquelle 

s'ajoute une importante nappe alfatière évaluée à plus de 200000 ha. Localisé essentiellement sur 

les massifs montagneux du Sud/Est (Monts des Ouled Naïl) et aussi sur les Monts du Hodna, le 

couvert forestier est constitué principalement de pin d'Alep, espèce la plus dominante. Les 

espèces secondaires sont le genévrier de phoenicie, le genévrier oxycèdre et le chêne vert 

(P.A.W., 2009). Notre dernière station d'échantillonnage concerne le pistachier lentisque, elle se 

trouve à El Hamel sur le sud ouest de la wilaya de M'sila à 757m d'altitude (Figure 25). 

 

 

Figure 25:Présentation du site de la wilaya de M’sila 

 

I.1.3.1. Présentation du site d'El Hamel  

   El Hamel est une petite ville du nord de l'Algérie. Elle se situe à quelque 10 km au sud-

ouest de Boussaâda, sur la route nationale 89 reliant celle-ci à Ain El Maleh, dans la Wilaya de 

M'sila. Notre site se trouve à proximité de la nationale 46 en venant de Boussaâda, sur un terrain 

en pente.  



 

II.2.   Synthèse climatique 

   Notre recherche sur la phyllosphère se base sur une comparaison de ses microorganismes, 

en partie, par rapport à leurs habitats, il est donc important de faire une étude bioclimatique des 

différents sites d'échantillonnage. Nous allons d'abord présenter une vue d'ensemble, en étudiant 

les étages bioclimatiques de chaque site, en se basant sur les données climatiques des périodes 

entre 1992 et 2015 pour les sites de Médéa et de Djelfa et entre 2004 et 2013 pour le site de 

M'sila. Les données (température et pluviométrie) nous ont été fournies par l'ONM (office 

nationale métrologique) de chacune des 3 wilayas concernées. 

 

   En deuxième lieu, une étude climatique de l'année de l'échantillonnage, en l’occurrence 

l’année 2014, sera présentée, car les microorganismes, comme nous allons le prouver par la suite, 

sont très sensibles aux variations à l'échelle annuelle voire même saisonnière.  

 

II.2.1.  Paramètres climatiques des sites d'étude 

   Pour caractériser le type climatique des différents sites, nous avons d'abord effectué des 

corrections sur les données brutes fournies par l'ONM, elles se font par rapport à un gradient 

altitudinal.  

 

   Seltzer (1946), dans son étude sur le climat d’Algérie, préconise les gradients suivants : 

0,7°C de diminution pour tous les 100 m de dénivellation pour les maxima (M), et 0,45°C pour 

tous les 100 m pour les minima (m), pour les températures. Concernant la pluviométrie, plusieurs 

auteurs, comme Seltzer (1946), Le Houérou, (1974) ont noté l’existence d’une relation linéaire 

entre les précipitations et l’altitude.  

 

   Plus l’altitude est élevée, plus les précipitations augmentent. Ainsi, Seltzer (1946) 

propose une augmentation de 50mm pour 100m de dénivelée.  

 

          Dans le tableau 2 sont notées, les différentes corrections effectuées pour les 6 stations à 

partir des différences altitudinales entre nos stations et les stations de l'ONM ; on note que 

l'altitude de ces dernières est de 1030m pour Médéa, 1178m pour Djelfa et 459m pour M'sila. 



 

Tableau 2: Corrections climatiques mensuelles pour l'ensemble des stations avec (P) pour 

pluviométrie, avec (M) représentant la moyenne des maxima des températures du mois le plus 

chaud, (m) la moyenne des minima des températures du mois le plus froid 

  

  

STATION   J    F  M  A M  J  J  A  S  O N  D    

Medea (ONM) P 103 91,3 69,5 71 57 9,7 3,7 8 37 53 96 93 Total 693 

  M 9,3 9,8 13,5 16 21 27 32 32 26 21 14 10   

  M 4 4,1 6,6 8,6 13 18 21 21 17 13 8 5   
 

Ouamri P 71,5 63,4 48,3 49 39 6,7 2,6 6 26 37 67 65 Total 481 

  M 13,6 14,1 17,8 21 26 32 36 36 30 25 18 15   

  M 7,34 7,44 9,94 12 16 21 25 25 20 17 11 9   

 

Berrouaghia 1 P 92,2 81,8 62,3 63 51 8,7 3.3 7 33 48 86 84 Total 621 

  M 10,4 10,9 14,6 17 23 28 33 33 27 22 15 11   

  M 4,72 4,82 7,32 9,3 14 18 22 22 17 14 9 6   

 

Harbil P 78,5 69,7 53,1 54 43 7,4 2,8 6 28 41 74 71 Total 529 

  M 12,4 12,9 16,6 19 24 30 35 35 29 24 17 13   

  M 5,97 6,07 8,57 11 15 20 23 23 19 15 10 7   
 

Berrouaghia 2 P 94,4 83,8 63,8 65 52 8,9 3,4 8 34 49 88 86 Total 636 

  M 10,2 10,7 14,4 17 22 28 33 32 27 22 15 11   

  M 7,94 8,04 10,5 13 17 22 25 25 21 17 12 9   

 

Djelfa (ONM) P 28,8 34 26 30,1 29 16 9,6 23 34 27,6 25 26,2 Total 308 

  M 10 10 15 17,3 24 30 34 34 27 21,3 14 10,8   

  M 0,2 1,8 3 6,1 11 16 19 19 14 9,8 5 1,7  
  

Ain Oussera P 16,6 19 15 17,3 16 9,2 5,5 13 20 15,86 14 15,1 Total 177 

  M 13,2 13 18 20,49 27 33 37 37 30 24,49 18 14   

  M 2,25 3,8 5 8,148 13 18 21 21 16 11,85 7 3,75  

  

M'sila (ONM) P 9,2 15 15 28,52 23 8,1 6,4 6 31 22,96 15 10,2 Total 191 

  M 14,9 16 21 24,54 30 35 40 39 33 27,25 19 15,1   

  M 3,96 4,7 7 11,71 17 20 25 21 16 15 9 5,01   

 

El Hamel P 16,4 27 27 50,71 41 14 11 11 55 40,82 27 18,1 Total 340 

  M 12,9 14 19 22,46 28 33 38 37 30 25,17 17 13,1   

  M 2,62 3,4 6 10,37 15 19 23 19 14 13,66 7 3,67   



 

II.2.2.  Indices climatiques étudiés 

   Ayant pour objectif de séparer nos stations d'étude selon leurs différentes variations 

climatiques nous avons commencé par définir leurs zones climatiques respectives, pour cela, 

nous avons calculé deux indices climatiques : 

 

- le premier est le quotient pluviothermique (Q3) avec la nouvelle formule de Stewart 

(1969), une formule simplifiée du quotient d’Emberger qui sert à définir les cinq 

différents types de climats méditerranéens, depuis le plus aride, jusqu'à celui de haute 

montagne ; 

- Quant au deuxième indice climatique, il s'agit de l'indice d'aridité de De Martonne (I), 

c'est un indicateur utile pour caractériser le phénomène d'aridité. Ces valeurs nous ont 

permis de classer nos sites d'échantillonnage selon les différents étages bioclimatiques.  

 

A ces deux indices, l’étude du diagramme ombro-thermique de Bagnouls et Gaussen est ajoutée. 

 

   Chaque site a été géo-référencé et les coordonnées GPS ont été tiré de Google map. 

L’altitude quant à elle, a été tirée de free map tool (recherche d'élévation). Toutes ces 

informations sont renseignées sur le tableau 3.  

 

   De même, l’habitat qui représente l’espèce qui cohabite le plus avec notre espèce modèle, 

cas du jujubier sauvage (Ziziphus lotus) pour le pistachier de l’Atlas, et l’olivier sauvage, 

l’oléastre (Olea europaea ssp. sylvestris) pour le lentisque. 

 

Concernant l’altitude, on peut observer 3 zones dans le même gradient altitudinal, la 

première regroupe les stations d'Ouamri et Harbil avec 412m et 592m d'altitude, la deuxième 

zone concerne les deux stations de Berrouaghia 1 et 2 avec respectivement 869m et 897m, enfin 

la troisième zone qui regroupe la station d'Ain Oussera à 723m et la station d'El Hamel à 757m 

(Tableau 3). 

 

 



 

Tableau 3: Caractéristiques climatiques des sites d'échantillonnage 

 

 

II.2.2.1. Indice  d'aridité de De Martonne  

 En se basant sur des considérations essentiellement géographiques,  De Martonne (1929) 

définit l'indice d'aridité (I) en se basant sur la combinaison de régime thermique et 

hygrométrique selon la formule suivante :      

 

                                                                       I= P / T+10  

 

P : Précipitation moyenne annelle en (mm);  

T : Température moyenne annelle en (°C). 

  

   Selon De Martonne, le type de climat est défini par la valeur de l'indice (I), le tableau 4 

représente ces différents types climatiques des différents sites d'échantillonnage. 

 

 

 

Espèce Site Coordonnées 

géographiques 

Habitat P (mm)  Altitude  

(m) 

Q3 I 

 Ouamri (Médéa) 36 .239839 

2. 675606 

Ziziphus lotus 481 800 57,56 16,44 

Pistachier 

de l’Atlas 

Berrouaghia 1 

(Médéa) 

36.150544 

2. 938524 

Ziziphus lotus 621 970 75,31 20,03 

 Ain oussera 

(Djelfa) 

35. 360076 

2. 950004 

Ziziphus lotus 177 700 17,43 6,58 

 Harbil 

(Médéa) 

36. 225656 

2. 651917 

Olea europaea 529 790 62,50 19 

Lentisque Berrouaghia 2 

(Médéa) 

36. 300604 

2.784959 

Olea europaea 636 550 87,25 22,9 

 Elhamel 

(Msila) 

35.166639 

4.114610 

Olea europaea 

 

340 762 32,96 

 

12,19 



 

Tableau 4 :Types de climat selon De Martonne (1929) des stations d’étude  

Station  Pluviométrie (P)  

(mm)  

Température moyenne 

annelle (°C)  

Indice de De Martonne Climat* 

Médéa (ONM) 693 15,48 27,20 Sub-humide 

Ouamri 481 19,29 16,44 Semi-aride 
Harbil 529 17,98 19 Semi-aride 

Berrouaghia 1 621 16,48 20,03 Sub-humide 

Berrouaghia 2 636 17,89 22,09 Sub-humide 
Djelfa (ONM) 307,7 14,67 12,47 Semi-aride 

Ain Oussera 177 17,28 6,58 Aride 

M’sila (ONM) 191,45 19,6 6,48 Aride 
El Hamel 340 17,98 12,19 Semi-aride 

* :5<I<10, Aride; 10<I<20, Semi-aride; 20<I<30 Sub-humide. 

 

 

II.2.2.2. Quotient pluviothérmique d'Emberger  (Q2) 

 Pour caractériser le type climatique des différents sites, le quotient pluviothermique (Q2) 

introduit par Emberger (1955) est calculé selon la formule Q2 = 2000P/M²-m², avec (M) 

représentant la moyenne des maxima des températures du mois le plus chaud, (m) la moyenne 

des minima des températures du mois le plus froid et (P) la quantité annuelle moyenne de 

précipitations. 

Pour l'Algérie et le Maroc, on préfère la formule simplifiée de Stewart (1969) définie 

comme suit :         𝐐𝟑= 𝟑,𝐏/𝐌−𝐦 

 

3,43: Constante relative à la région : Algérie-Maroc ; 

P : Précipitations totales annuelles en mm; 

M : Moyenne des maxima du mois le plus chaud en C° ; 

m: Moyenne des minima du mois le plus froid en C°. 

 

   Nous avons calculé ce quotient avec les variables climatiques, la température et les 

précipitations, avec la formule de Stewart. La figure 26, illustre ces étages bioclimatiques. 

 



 

Figure 26 : Climatogramme d'Emberger pour les stations (Original, 2021) 

 

Tableau 5 : Types de climat selon Emberger des stations d’étude 

Station  m (°C)  Q3 Etage Climatique 

Médéa (ONM) 4 85,81 Sub-humide à hiver doux 

Ouamri 7,35 57,56 Semi-aride à hiver doux 

Harbil 5,97 62,50 Semi-aride à hiver doux 

Berrouaghia 1 4,72 75,31 Sub-humide à hiver doux 

Berrouaghia 2 7,94 87,25 Sub-humide à hiver doux 

Djelfa (ONM) 0,2 31,04 Semi-aride à hiver frais 

Ain Oussera 2,25 17,34 Aride à hiver frais 

M’sila (ONM) 3,96 17,99 Saharien à hiver doux 

El Hamel 2,62 32,96 Semi-aride à hiver frais 

 

 

II.2.3.. Diagramme ombro-thermique de Bagnouls et Gaussen 

Selon Bagnouls et Gaussen (1957), un mois sec est, biologiquement, défini comme un 

mois où le total mensuel des précipitations (P), exprimées en mm, est égal ou inférieur au double 

de la température moyenne mensuelle (T°C). Pour déterminer la suite successive des mois secs, 



ces auteurs ont proposé l'établissement du diagramme Ombro-thermique. Ce diagramme fait 

apparaître deux périodes bien délimitées: une période sèche et une période humide.  

La figure 27  représente les diagrammes ombro-thermiques des six stations. On remarque 

que la période de sécheresse s'étend de la moitié du mois d'avril jusqu'à la mi- septembre pour les 

deux stations de Harbil et Ouamri ; pour les deux stations de Berrouaghia 1 et 2, elle s'étend de 

mai à octobre. La station d'Ain Oussera affiche la période sèche la plus longue, de février jusqu'à 

décembre. Et enfin la station d'El Hamel a une période sèche de mai à septembre. 

 
 

Figure 27: Diagramme Ombro-thermique de Bagnouls et Gaussen des six stations d’étude 



II.2.4.Pluviométrie et régime saisonnier 

Le régime saisonnier est en relation étroite avec la pluviométrie, en effet, on le détermine 

avec le pourcentage des précipitations de chaque saison (H pour Hiver, P pour Printemps, E pour 

Eté et A pour Automne). Dans le tableau 6, on a illustré les régimes saisonniers de nos stations 

d'échantillonnage ainsi que les stations de références de l'ONM. 

 Toutes nos stations présentent un régime saisonnier de type HAPE excepté la station d'El 

Hamel qui reçoit plus de précipitations au printemps qu'en hiver, de ce fait, elle présente un 

régime saisonnier PAEH. 

Tableau 6: Régimes saisonniers des différentes stations étudiées 

Précipitations saisonnières (%) Hiver Printemps Eté Automne  Régime saisonnier 

Médéa 41.5 28,41% 15,69% 26,96% HPAE 

Ouamri 38,04% 19,66% 7,18% 35,09% HAPE 

Harbil 38,08% 19,75% 6,96% 35,19% HAPE 

Berrouaghia1 38,09% 19,78% 6,98% 35,14% HAPE 

Berrouaghia 2 38,03% 19,78% 7,13% 35,04% HAPE 

Djelfa 28,76% 27,42% 15,69% 28,11% HAPE 

Ain Oussera 28,65% 24,07% 21,80% 25,46% HAPE 

M’sila 17,97% 35,10% 10,86% 36,06% APHE 

El Hamel 20,76% 31,18% 22,71% 25,34% PAEH 

 

II.2.5.Données climatiques pour l'année de l'échantillonnage : 

 L'échantillonnage a été réalisé durant l'année 2014, à la même période pour toutes les 

stations afin d’éviter toute fluctuation importante ou changement de saisons qui risquerait 

d'interférer avec nos résultats. La sensibilité des microorganismes aux variations climatiques est 

très grande, cependant, il est très important de séparer nos différents sites selon les variables 

climatiques de l'année de la collecte des échantillons. Pour cela, des données climatiques ont été 

obtenues à partir des données brutes de Worldclim (http://www.worldclim.org/) (Hijmans et al., 

2005). Les données brutes ont été téléchargées à partir du carré numéro 16, cette partie du globe  

concerne l'Algérie, ces données concordaient exactement avec ceux de l'ONM. Par la suite, une 

Analyse en composantes principales (ACP) a été effectué avec 19 variables climatiques "bio"* 

(Figure 28) grâce au logiciel R. 



 

Evidemment, nous avons voulu savoir quels sont les facteurs principaux responsables de 

cette démarcation, nous avons alors calculé l'indice d'aridité de De Martonne et performé une 

deuxième ACP (Figure 29), cette dernière fait ressortir deux facteurs, l'indice d'aridité I et l'écart 

des températures avec un impact de 7,4% et 28%, respectivement. 

 

II.2.6. Conclusion  

 On peut mentionner clairement que cette ACP (Figure 29), sépare nos 6 stations en 3 

zones, comme le gradient altitudinal, et l'étude climatique précédente, notamment par les deux 

indices, le Q3 d'Emberger et l'indice d'aridité « I » de De Martonne dans les tableaux 5 et 6, 

respectivement. Les deux stations de Harbil et Ouamri sont toutes les deux dans l'étage 

bioclimatique semi-aride, leurs élévations sont avoisinantes, les deux autres stations de 

Berrouaghia 1 et 2 sont toutes les deux dans un climat sub-humide avec des élévations similaires, 

enfin la station d'Ain Oussera se situe dans un climat aride tandis que celle d'El Hamel est juste à 

la limite, entre l’aride inférieur et le semi-aride (Figure 26 ). 

 Grâce à cette synthese climatique, on dinstingue clairement 3 groupes ou zones 

climatiques, à l'intérieur de chacune d’elles 2 sites, un pour le pistachier de l'Atlas et un autre 

pour le pistachier lentisque. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Chapitre III 

Matériel & méthodes 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              Dans ce travail de recherche, nous avons  abordé la composition de la phyllosphère de 

nos deux espèces de pistachier étudiées (le lentisque et le pistachier de l'Atlas), dans deux parties 

bien distinctes : 

- la première partie consiste en une étude microbiologique des champignons et des bactéries 

phyllosphériques par la mise en culture de ces microorganismes et leur organisation en 

ensembles statistiques, elle sera nommée partie microbiologique ;  



- la deuxième partie est une étude génomique suivie d'un traitement bioinformatique puis 

statistique des communautés fongiques seulement, car nécessitant des techniques de séquençage 

haut débit, ce volet a été réalisé à l'étranger,  nous avons  eu la chance d'avoir un financement de 

l'université de Djelfa, et devant un choix d'ordre financier, il nous paraissait évident de faire 

l'identification fongique car elle est très difficile à mettre au point par les méthodes 

microbiologiques. Cette partie s’est déroulée en un 1 mois et demi dans l’équipe de génétique et 

écologie de l’UMR (BIOGECO) sur le site de l’INRA Pierroton (Bordeaux, France). 

 

Donc on commencera ce chapitre par la méthode d'échantillonnage qui est la même pour 

les deux parties, ensuite sous aborderons la méthodologie de chaque partie séparément. 

 

III.1.Echantillonnage  

Avant de faire nos sorties d'échantillonnage sur le terrain, il était primordial de penser au 

meilleur moyen pour transporter le matériel récolté (des feuilles), on a d'abord pensé à les 

envelopper dans du papier avant de les mettre dans une glacière, mais on risquait des 

contaminations, ces dernières pouvaient fausser les résultats, nous nous sommes fait livrer alors, 

des sachets de silicagel préparés et envoyés par la poste par l’UMR de BIOGECO, il y avait 

assez pour les deux parties, microbiologique (pour la mise en culture des bactéries et des 

champignons) et génomique (pour la partie fongique), ces sacs en plastique stériles contenaient 

suffisamment de gel de silice (10ml) pour un séchage rapide et une excellente conservation des 

échantillons. 

Les échantillons destinés à l'étude microbiologique ont été traités dans la semaine, tandis 

que les sachets de silicagel de la partie génomique furent envoyés au laboratoire le 05/01/2015 

via l’agence UPS et conservés jusqu'au traitement.   

   De septembre à octobre  2014, nous avons échantillonné sur six différents sites répartis 

sur trois wilayas: Médéa (Ouamri, Harbil, Berroughia1 et Berrouaghia 2), Djelfa (Ain Oussera) 

et M’sila (Elhamel), en effet, trois sites d'échantillonnage ont été sélectionnés pour chacune des 

deux espèces, ces sites, comme démontré dans le chapitre précédent (ref., Chap. II), sont définis 

par des conditions climatiques différentes. 

   Cependant, pour chacune des deux  parties, neuf (9) arbres par station ont été 

échantillonnés. Sur chaque arbre 3 feuilles ont été prélevées, autour de l’arbre, à partir de trois 



branches situées à 3 m au-dessus du sol pour P. atlantica et à 1 m pour P. lentiscus. Un total de 

324  échantillons, 162 pour la partie microbiologique et autant pour la partie génomique. 

 

III.2. Etude microbiologique 

III.2.1.Calcul de la surface foliaire 

   La surface des feuilles récoltées est mesurée grâce au logiciel Mesurim (20-04-13). Ces 

mesures se sont faites sous le bec benzène juste avant la mise en culture afin d'éviter toute 

contamination. 

   Les feuilles sont photographiées, dans un premier temps, sur une surface blanche, ensuite 

les photographies sont transférées sur le logiciel Mesurim qui calcule la surface de tout objet 

sans forme géométrique précise en cm². Ceci nous a permis de faire une comparaison entre les 

feuilles des différentes stations, déterminant ainsi avec exactitude la surface de l'habitat des 

microorganismes phyllosphériques. 

 

III.2.2. Préparations des feuilles et mise en culture des microorganismes 

   Les échantillons sont traités et mis en culture, en général, le même jour de 

l'échantillonnage, au plus tard le lendemain. Des boites de Pétri contenant deux milieux de 

culture, un avec de la gélose nutritive pour les bactéries et l’autre avec le milieu Sabouraud pour 

les champignons, ont été préalablement préparées en coulant entre 15 et 20ml de milieu de 

culture fondu au bain-marie et conservées au réfrigérateur pour une période n'excédant pas une 

semaine. Dans le but de limiter les contaminations, deux réplications ont été effectuées pour 

chaque échantillon, soit un total de 324 boites pour la culture des bactéries et autant pour la 

culture des fungi avec des boites vides en guise de témoins négatifs pour chaque site (846 boites, 

au total). 

   Les méthodes de culture sont nombreuses, parmi les techniques fréquemment employées, 

on trouve l'ensemencement d'une souche sur une boite de Pétri, il s'agit de placer l'échantillon à 

la surface ou à l'intérieur d'une gélose nutritive; avant de faire cette partie du travail, nous avons 

testé 3 méthodes : la première consistait en un prélèvement par écouvillonnage, la deuxième 

quant à elle consistait à tapoter la surface de la feuille sur la gélose (des deux faces), et la 

troisième par un rinçage des feuilles à l'eau distillée, la solution obtenue est par la suite étalée sur 

la boite de Pétri (Mokhtar, 2010). 



 

   La première méthode fut immédiatement écartée car elle ne pouvait pas prélever la 

totalité des microorganismes, la deuxième méthode était prometteuse, mais elle requerrait plus de 

manipulation des échantillons et donc un risque plus accru de contaminations. Nous avons 

finalement opté pour la troisième méthode. C'était la meilleure en matière de résultats. 

 

   Les feuilles étaient rincées individuellement dans un flacon de 100ml d’eau distillée 

stérile, les flacons sont soigneusement agités pendant 10mn au vortex, dans la zone stérile créée 

par le bec benzène, et à  partir de chaque flacon correspondant à chaque échantillon, un (01) ml 

de la solution est prélevé à l’aide d’une pipette graduée stérile. Deux boites de Pétri, pour chaque 

échantillon sont ainsi préparées, avec deux réplicas (2 avec de la gélose nutritive pour la culture 

des bactéries et 2 autres avec du milieu Sabouraud pour la culture de champignons). L’ensemble 

est mis en culture pendant 48h à 24°C, pour les bactéries et 3 jours à 37°C, pour les 

champignons. Des boites de Pétri témoin (sans solutions) sont préparées pour chaque station 

pour détecter les contaminations (Mokhtar, 2010; Yumlembam et al., 2016). 

 

   Un dénombrement des colonies sur chaque boite, s’ensuit après l’écoulement de la 

période d’incubation. Toute la méthodologie est résumée dans la figure 30. Les variables 

étudiées dans cette partie microbiologique sont le nombre de bactéries, le nombre de 

champignons et la surface foliaire 

 

 

 

 



 

Figure 30: Echantillonnage et méthodologie pour la partie microbiologique (SF pour surface 

foliaire, BACT pour bactéries et FUNG pour champignons) 

 



III.2.3. Analyses statistiques  

   Les données ont d'abord été organisées en matrice afin de permettre une première  

comparaison entre le nombre de bactéries et celui des champignons de la phyllosphère, des deux 

espèces étudiées. 

   Cette matrice contenait des variables climatiques, tels que, la pluviométrie, la température 

et l'altitude des stations, avec trois variables mesurées, il s'agit de la surface foliaire (SF), du 

nombre de bactéries (NBACT) et du nombre de champignons (NFUN). 

   Le logiciel STATISTICA Version 8 est ensuite utilisé pour effectuer les corrélations 

entre le nombre de microorganismes,  les espèces, la surface foliaire et les données climatiques, 

afin de déterminer leur organisation au sein de leur communauté, pour cela une analyse de la 

variance multifactorielle ANOVA a été performée. Par la suite, une classification ascendante 

hiérarchique (CAH) a été réalisée pour cerner  le seuil des différences entre les sites, suivie d'une 

analyse en composantes principales (ACP) afin de déterminer les facteurs responsables de ces 

démarcations. Pour cela nous allons détailler les méthodes statistiques effectuées une à une. 

- Test de normalité: D'abord, on a démarré notre partie statistique par des tests de normalité ; 

une courbe gaussienne a été effectué pour toutes nos variables. Cette étape est primordiale pour 

déterminer que nos échantillons sont statistiquement suffisants pour une étude statistique.  

- Statistiques descriptives: Des statistiques descriptives élémentaires ont été calculées pour 

toutes les variables de tous les sites et pour chacune des espèces étudiées (moyenne, minimum, 

maximum et écart-type). Cette étape est, en effet, très importante pour la description de nos 

données.  

- Analyse de la variance multifactorielle (ANOVA): En  statistiques, l'analyse de 

la variance (ou ANOVA pour analysis of variance en anglais), est un ensemble de modèles 

statistiques utilisés pour vérifier si les moyennes  des groupes proviennent d'une même 

population. On a effectué cette analyse pour l'effet du site, de l'espèce et les deux au même 

temps. Ensuite, on a étudié l'effet du site sur les trois variables NBACT, NFUN et SF à l'intérieur 

de chaque espèce, séparément. 

- Classification ascendante hiérarchique (CAH): L'objectif de cette étude étant de voir si nos 

variables se regroupaient au tour d'un groupe donné, l'espèce ou l'étage bioclimatique dans notre 

cas, une méthode de clustering est la plus adéquate. 



- Analyse en composantes principales (ACP): L’analyse en composantes principales (ACP) a 

été appliquée pour les variables quantitatives notamment le nombre de bactéries, le nombre de 

champignons et la surface foliaire avec les variables environnementales. 

 

III.3. Etude génomique des champignons  

 

Figure 31:Plan de travail pour le séquençage d'ADN (Original, 2020) 

 

Dans cette deuxième partie, nous utilisons des techniques de séquençage haut débit pour 

caractériser les différences entre les communautés fongiques, leur composition et leur structure. 



Ces techniques ont permis l’utilisation en routine de procédures d’identification des 

microorganismes de différents types d’habitat, y compris la phyllosphère. 

 

L’étude bioinformatique, notamment l’alignement des séquences, nous permettra  

d’estimer le niveau de diversité et les variations qu’elle peut présenter, ainsi qu'à répertorier les 

nouvelles espèces propres à la phyllosphère du pistachier. On aspire par ces techniques pouvoir  

déterminer, en premier lieu, leur composition, l’effet potentiel de l’espèce hôte, le climat et le 

degré d’aridité sur les champignons de la phyllosphère. 

  

Nous avons au total 162 échantillons, correspondant aux 3 réplicas des 9 arbres des 6 

stations, en contrepartie, 19 puits sont disponibles pour le séquençage de l’ADN. Pour cela, nous 

avons élaboré un plan de travail nous permettant, ainsi, de représenter chaque station avec trois 

réplicas. Le schéma ci-dessus est représentatif du traitement des échantillons au fur et à mesure 

de l’avancement du travail (Figure 31). 

  

Pour pouvoir lever le voile sur la composition et l'organisation de la phyllosphère du 

pistachier en champignons, nous allons passer par  plusieurs étapes : de la découpe des feuilles 

jusqu'à l'organisation des résultats en ensembles statistiques. Toutes ces manipulations sont 

résumées dans la figure 32. 

 

Avant de commencer toute manipulation, nous avons d'abord élaboré un plan pour 

chaque plaque d'extraction d'ADN. En effet, les plaques d’extraction contiennent 96 puits 

(8×12), pour cela nous avons planifié la disposition de nos échantillons sur ces plaques, 2 au total 

pour 162 échantillons avec 4 puits vides pour servir de témoins négatifs. 

  

Nous avons considéré X (station), Y (arbre), Z (réplica), et les deux lettres A et L (pour 

Atlas et pour lentisque, respectivement). A111 correspond par exemple au premier réplica du 

premier arbre du pistachier de l’Atlas (Figure 33). 

 



 
Figure 32: Méthodes utilisées pour la partie génomique (Original, 2020) 

 

 

III.3.1.Découpe des feuilles 

 Contrairement à la première étude microbiologique, cette partie ne prend pas en 

considération la surface totale de la feuille. En effet, pour l’extraction de l’ADN, on utilise un 

faible volume d’échantillon, chacun correspond à un petit disque foliaire de 4mm de diamètre. 

       Nous avons, alors, sorti les feuilles des sachets de silicagel pour les découper avec un 

pioncent de 4mm de diamètre, ces découpes ont été réalisées à l’aide d’un emporte pièce, 

stérilisé à l’alcool et à la flamme entre deux échantillons. Ces manipulations se sont déroulées 

sous une hotte en milieu stérile. Le protocole a été élaboré par Thomas Fort, chercheur à Biogeco 

(Fort, 2016) un plan détaillé sera présenté en annexes. 

 Après le découpage des feuilles en petits disques, des billes métalliques ont été mise dans 

les tubes pour permettre le broyage de ces dernières par ultrasons, c'est un moyen efficace de 

micro-broyage de particules par voie humide, cette étape permet d'avoir l'ADN des champignons 

endophytes et épiphytes. 



 Dans ce genre d'études, l'hygiène est d'une importance capitale car, la caractérisation des 

communautés fongiques par métabarcoding et séquençage haut débit implique de prendre de 

nombreuses précautions lors de l’échantillonnage et de la manipulation. En effet, de l’ADN 

fongique contaminant peut provenir de notre peau, d’outils mal nettoyés ou du matériel de 

stockage (Galan et al., 2016; Nguyen et al., 2015). Cependant, toutes les manipulations ont été 

faites dans un poste de sécurité microbiologique (PSM), afin d’éviter au maximum les 

contaminations, les mains doivent être lavées à l’alcool (ou autre solution désinfectante) et les 

échantillons doivent être manipulés avec des pinces. 

 Nous avons utilisé deux plaques de 96 puits, exactement comme celles de l'extraction 

d'ADN, avec le même plan de distribution tout au long du processus, elles contenaient nos 162 

échantillons, plus 3 puits vides comme témoins négatifs (Figure 33). 

 

III.3.2. Extraction de l’ADN  

Notre ADN a été extrait à l’aide du plant minikit DNeasy de QIAGEN. Ce kit, déjà 

utilisé, auparavant, dans de multiples études (Cordier et al., 2012 ; Coince et al., 2014; Fort, 

2016) permet d’obtenir un ADN extrait de bonne qualité. Le protocole détaillé de l'extraction est 

présenté en annexes. 

Cette partie a été réalisée également sous PSM (un poste de sécurité microbiologique), 

car des expériences similaires, auparavant réalisées sous hotte chimique (Sorbonne), ont noté que 

les témoins négatifs contenaient de nombreuses séquences. Selon Fort (2016), la cause des 

contaminations réside dans le fait que la hotte chimique est caractérisée par un flux vertical 

ascendant, pouvant augmenter le risque de contaminations croisées entre les différents 

échantillons tandis que la PSM à flux d’air vertical, descendant. A l'issue du séquençage, les 

témoins contenaient en effet une quantité très infime, voir négligeable de séquences.  

 L'extraction de l'ensemble des échantillons a été réalisée, mais pour le séquençage d'ADN 

seulement 19 puits étaient disponibles (Figure 31), il fallait faire un choix pour les échantillons à 

séquencer, nous avons opté pour un pool d'échantillons (Figure 34), nous avons pris les trois 

premiers échantillons de chaque station et nous avons mélangé leurs trois réplicas respectifs, 

donc finalement chaque station a été représenté par 9 échantillons, 3 par tube ; les témoins ont 

été également mélangés dans le 19eme puits. 



 
 

III.3.3. Amplification des barcodes par PCR  

Une fois l'extraction d'ADN réalisée, il fallait amplifier les barcodes par la bridge PCR, 

comme cité dans la bibliographie, le choix du barcode est crucial, l’étude des communautés 

fongiques foliaires implique inévitablement la présence d’ADN végétal dans les échantillons. 

Comme l’ITS est un locus présent chez tous les Eucaryotes, l’amplification d’ADN végétal est 

possible mais doit être limitée afin d’obtenir un maximum de séquences fongiques, pour cela 

nous avons choisit un couple d'amorce ITS1/ITS2 (Tableau 1). 

 

III.3.4. séquençage d'ADN 

        Dans cette étude, nous avons séquencé  nos 19 échantillons par la méthode Illumina, suite 

à l'extraction de l'ADN, et à l'amplification du barcode par PCR, en utilisant les amorces choisies 

du couple ITS/ITS2, des étiquettes sont ajoutées à chaque séquence (Figure 32). Ces étiquettes 

ou tags sont de courtes séquences de nucléotides connues, synthétisées artificiellement, de sorte 

qu’elles diffèrent entre les échantillons, leur rôle permet de connaître l’échantillon auquel 

appartient chaque séquence. Tous les échantillons sont, ensuite, séquencés ensemble.  

Des adaptateurs Illumina, courtes séquences de nucléotides spécifiques à la méthode, sont 

ensuite ajoutés aux séquences. On procède alors à une seconde amplification, par Bridge PCR. 

 

III.3.5. prétraitement des séquences  

L'extraction de l'ADN a été réalisée à BIOGECO, mais la PCR ainsi que le séquençage 

ont été confiés à l’entreprise de séquençage LGC Genomics. Un fichier des séquences brutes 

nous a été remis, un prétraitement bioinformatique été impératif pour pouvoir passer à l'étude 

taxonomique. On doit cette méthode à Mr Fort performée en 2016, à Biogeco. 

La première des choses à faire était de relier chaque ADN à un échantillon. Les 

séquences ont d’abord été démultiplexées, c’est à dire qu’elles ont été regroupées par étiquette 

similaire, et donc par échantillon. Le logiciel Illumina bcl2fastq a été utilisé, ensuite toutes les 

étiquettes ont été filtrées, si une étiquette s'avère être manquante ou défectueuse, la séquence est 

supprimée. 

Lors du séquençage, des adaptateurs et des amorces ont été rajoutés ; il faillait les couper 

pour retrouver nos séquences. Cependant, les adaptateurs TruSeq Illumina ont été coupés pour 



chaque séquence. Toute séquence de longueur inférieure à 100 nucléotides a été supprimée ainsi 

que les séquences dont les amorces présentaient plus de trois mismatchs avec l’amorce initiale.  

Une fois les séquences débarrassées des étiquettes, des amorces et des adaptateurs, elles 

ont été combinées aux brins complémentaires par le logiciel BB Merge. Enfin, le Fungal ITS 

Extractor a été utilisé pour enlever les régions en amont et en aval des  ITS, ces fameuses régions 

conservées qui entouraient le domaine hyper variable. 

 

III.3.6. Organisation en OTUs 

Suite au prétraitement, le fichier obtenu contient toutes les séquences issues des 

échantillons, des milliers de séquences simultanément, il fallait une méthode pour les organiser 

en OTUs. En biologie, une Unité Taxonomique Opérationnelle  (OTU), est une définition  

utilisée pour regrouper des individus phylogénétiquement proches, cela veut dire qu'il fallait 

organiser toutes ces séquences selon les différentes espèces correspondantes. 

D'abord les séquences ont été regroupées dans un seul fichier selon leurs échantillons 

d'appartenance (neufs pour le pistachier de l'Atlas et autant pour le pistachier lentisque avec trois 

échantillons pour chaque station). Ensuite, le clustering des séquences, selon leurs groupes 

taxonomiques en OTUs, a été effectué par la méthode  UPARSE implémentée dans USEARCH, 

se basant sur un taux de similarité de 97% entre les séquences (Edgar, 2013). En effet, toutes les 

séquences similaires ont été mises dans le même groupe d'OTU, obtenant ainsi l'abondance de 

chaque OTU au sein de nos 18 groupes correspondant à nos échantillons plus le 19eme qui 

représente l'ensemble des témoins négatifs. 

Il arrive que des séquences ne soient présentes qu'en un seul exemplaire, on les appelle 

les Singleton, celles-ci ont été supprimées. Le séquençage de communautés artificielles a montré 

que conserver les singletons augmentait considérablement le nombre total d’OTUs, sans 

améliorer la qualité du jeu de données final (Flynn et al., 2015). 

Dans UPARSE, une méthode de génération de clusters (OTU) à partir de lectures de 

séquençage de nouvelle génération de gènes marqueurs tels que l'ARNr 16S et la région ITS 

fongique (Edgar, 2013),  il ya un algorithme de détection de chimères "de novo", c'est des petites 

séquences ou fragments qui s'hybrident entre eux, et qui finalement appartiennent à plusieurs 

espèces ; notre matrice fut débarrassée de ces dernières grâce à cet outil. Enfin, notre table 

d'OTUs a été créée avec USEARCH, dans cette matrice, pour chaque échantillon, est indiqué le 



nombre de séquences associées à chaque OTU. Cette méthode de traitement est résumée dans la 

figure 35. 

 
Figure 35: Prétraitement des séquences et création de la table d'OTUs (originale, 2020) 

 

III.3.7. Taxonomie 

Tout ADN renferme l'empreinte de son appartenance; une traçabilité qui nous mène avec 

certitude vers  l'origine de chaque gène. Cela est possible grâce à de petites séquences appelées 



les séquences consensus. Comme déjà mentionné dans la bibliographie, tous les logiciels 

d'assignation taxonomique reposent sur une méthode heuristique de recherche. En effet, ces 

parties importantes du gène sont utilisées afin de remonter à un homologue connu.  

En biologie moléculaire, les séquences homologues sont deux ou plusieurs séquences 

nucléotidiques  partageant une origine évolutive commune. Cette dernière devrait logiquement 

présenter les mêmes séquences consensus. Afin d'effectuer notre recherche taxonomique sur 

l'ensemble des OTUs,  plus de 500 dans notre étude, il nous faillait un outil performant. Nous 

avons d'abord pensé à faire cette recherche sur la base fongique UNITE, cette base les a 

naturellement assigné à des champignons, c'était logique après avoir utilisé des barcodes ITS, 

mais il y avait un risque, aussi infime soit-il, que des séquences végétales se soient glissées parmi 

nos résultats, alors, pour plus de fiabilité nous avons opté pour une assignation sur BLAST, en 

utilisant cette interface en ligne, nous avons comparé nos séquences à la base génomique 

internationale GENBANK. Nous avons, alors, soumis toutes les séquences en une seule requête 

sur BLAST. Cet outil nous confère les assignations taxonomiques précises grâce à un alignement 

multiple de chaque OTU à toutes les séquences homologues existant sur GENBANK, c'est 

comme avoir toutes les recherches faites auparavant sur les mêmes séquences que la nôtre à 

portée de main. Cependant, pour filtrer ce grand flux d'informations, deux variables très 

importantes sont utilisées par BLAST: premièrement, « le score » qui indique le degré de 

similitude, il se base sur les pourcentages d’identité et de recouvrement entre la séquence de 

l’OTU et chaque assignation, permettant d’identifier l'assignation taxonomique la plus probable. 

Deuxièmement, la« E-value » qui exprime le degré de l'erreur statistique.  L'homologue idéal 

présente alors un score élevé et une E-value basse. 

Faire une assignation collective représente un gain de temps considérable, cependant, il 

est important de mentionner que pour les séquences présentant un score similaire, une des deux 

est choisie arbitrairement comme homologue. Cette méthode ne pose pas de problèmes pour les 

séquences très répandues, elle serait en effet reconnue parmi plusieurs recherches similaires. 

Cependant, pour les OTUs nouvelles ou peu communes, cette méthode ne peut s'appliquer, pour 

cela nous avons effectué une assignation individuelle pour les OTUs caractéristiques de notre 

étude. Une par une, la vérification des résultats manuellement était plus sure. De cette manière 

une lignée taxonomique complète a été rajoutée à notre matrice pour chaque OTU. Le 

fonctionnement de la requête BLAST est expliquée dans la figure 36. 



 

Figure 36 : Fonctionnement de la requête BLAST (Originale, 2020) 

 

V.3.8. Statistiques 

La taxonomie de chaque OTU obtenue, notre matrice est désormais prête pour une étude 

biostatistique. Cette étude s'est effectuée en deux volets; d'abord, une étude sur l'ensemble des 



OTUs, pour définir les affinités relatives à nos espèces et aux bioclimats, ensuite, une isolation 

des OTUs représentatives pour cerner les espèces fongiques responsables de ces démarcations. 

Pour l'étude des ensembles, nous avons utilisé le package" vegan" du logiciel R ainsi que 

plusieurs bibliothèques. Notre script dans son intégralité sera présenté en annexes. 

 

III.3.8.1. Etude des ensembles 

III.3.8.1.1.Préparation de l'environnement de travail 

 Pour commencer, nous avons préparé l'environnement de travail en chargeant sur R notre 

matrice ainsi que les variables climatiques issues de world Clim, du carré numéro 16 qui 

représente l'Algérie. Nous avons, alors, deux jeux de données : la table d'OTUs et les variables 

climatiques. Nous avons, par la suite, fusionné les deux jeux avec la fonction "merge". Tous les 

échantillons ont été ensuite renommés avec les noms des stations. 

 

III.3.8.1.2.Tri des OTUs 

Aussi vrai que notre matrice semblait complète, il y avait quelques remaniements pour 

que le résultat  soit le plus fiable possible. Un tri des OTUs était cependant nécessaire, d'abord, il 

fallait  effacer le 19eme échantillon correspondant aux témoins, c'était quelques séquences issues 

du milieu du laboratoire, ou même, peut-être, des autres échantillons. Elles n'étaient que 13 

séquences, inférieures à 2%, ce nombre est insignifiant par rapport au total des OTUs, de cette 

manière, toutes les séquences présentes correspondaient à l'un des 18 échantillons issus des 6 

stations.  

 Ensuite, toutes les OTUs assignées à du pistachier (contamination de la plante), ou autres 

qui ne correspondaient pas à des champignons ont été également supprimées de la matrice. 

 Les assignations pour lesquelles la confiance est inférieure à 80% ont été remplacées par 

“Unidentified” (non identifiés), on ne pouvait pas les supprimer car la phyllosphère du pistachier 

étant mal connue, renfermait beaucoup de nouvelles séquences fongiques inconnues des bases de 

données. 

 

III.3.8.1.3.Raréfaction : 

          A ce stade, l'abondance de chaque OTU était fortement variable, cela veut dire que ces 

champignons ne sont pas présents de la même manière au sein de nos échantillons, cela est 



probablement due aux différences relatives au site ou à l'espèce. Le nombre de séquences par 

échantillon est très différent. Pour éviter des biaises liés à cette différence, on raréfie la table 

d’OTUs, cela permettait de ramener l'abondance de chaque OTU à un même seuil. De cette 

manière l'expression des OTUs était significative. 

 Nous avons choisi de faire 100 raréfactions de la table d’OTUs, en utilisant un nombre de 

séquences au seuil légèrement inférieur au nombre de séquences du plus petit échantillon. Pour 

chaque raréfaction, nous avons calculé les indices de diversité alpha et beta qui nous 

intéressaient, soit la richesse, la diversité de Shannon. 

 

III.3.8.1.4. Effet de l’espèce et de la zone climatique sur la composition des communautés 

fongiques foliaires 

Suite à la raréfaction, nos données sont prêtes à être utilisées, la première approche 

statistique consistait en une PERMANOVA "Permutational multivariate analysis of variance". 

Cette analyse multivariée a été utilisée sur les matrices de dissimilarités. Pour cela, nous avons 

utilisé la fonction "Adonis", c'est une technique utilisée en écologie pour expliquer les effets des 

communautés avec des variables environnementales. Son objectif est semblable à celui de 

l'analyse multivariée de la variance (MANOVA). 

 

III.3.8.1.5.Représentation de la dissimilarité entre échantillons sur une NMDS 

 La dissimilarité entre les échantillons a été testé par une NMDS, c'est une MDS 

"Multidimensional Scaling" non métrique, elle a été performée par la fonction "Meta MDS" du 

package "vegan" du logiciel R. Pour cet algorithme, seul compte l'ordre entre les dissimilarités. 

Autrement dit cette NMDS ne doit pas essayer de reproduire les dissimilarités, mais seulement la 

relation d'ordre entre ces dernières. 

 

III.3.8.1.6. Effet de l’espèce et du site sur la diversité et la richesse des communautés 

fongiques foliaires 

Après avoir étudié l'effet de l'espèce et du site sur la composition fongique de la 

phyllosphère du pistachier, il était intéressant d'aborder cet effet sur la diversité et la richesse de 

ces communautés, chacune, séparément. Pour ces deux études, nous avons effectué des GLM 

avec la fonction "attach". En statistiques, le modèle linéaire généralisé (MLG) souvent connu 



sous les initiales anglaises GLM, est une généralisation souple de la régression linéaire. Le GLM 

généralise la régression linéaire en permettant au modèle linéaire d'être relié à la variable réponse 

via une fonction lien et en autorisant l'amplitude de la variance de chaque mesure d'être une 

fonction de sa valeur prévue. 

 

III.3.8.1.7.Histogrammes taxonomiques par site et par espèce 

Pour visualiser l'abondance relative de chaque taxon pour chaque échantillon, nous avons 

réalisé un histogramme qui regroupe les 18 échantillons des six sites d'échantillonnage avec les 

taxons les plus répandus. Dans cette étude, nous avons utilisé la fonction "data taxo". 

 

III.3.8.2.Isolation des OTUs représentatifs 

Après avoir étudié les effets relatifs au site et à l'espèce par une étude des ensembles, il 

était primordial de mettre un nom et un nombre sur ces espèces fongiques caractéristiques de 

chaque espèce, de chaque bioclimat et parfois propres à une seule station. 

Telle une empreinte environnementale, nous avons arpenté cette piste pour cerner ces 

espèces, pour ce faire, nous avons procédé par un tri des abondances relatives à chaque espèce. 

Nous avons classé les échantillons, sur notre matrice, par ordre décroissant, obtenant ainsi les 

espèces fongiques les plus présentes sur nos échantillons. Nous avons, ensuite, enlevé les OTUs 

communes aux deux espèces, elles représentaient les espèces relatives au genre Pistacia, ou bien 

des fungi ubiquitaires, de cette manière les OTUs propres à chaque espèce ont été cernées. 

Ensuite, nous avons classé ces OTUs selon l'abondance relative à chaque site, en 

regroupant les 3 réplicas, nous avons ainsi pu visualiser tous les fungi propres à chaque station, 

nous détenons, ainsi, les OTUs recensables des démarcations dues à l'espèce et au site. 

Cependant, nombre de ces OTUs représentatifs de notre étude s'avèrent être non 

identifiées auparavant, la recherche sur GENBANK les a classées comme inconnues, c'était 

parceque il n'y avait pas d'étude génomique sur ces espèces et ces bioclimats, elles représentaient 

peut-être de nouvelles espèces fongiques à identifier et à répertorier, pour en être surs, nous 

avons fait une identification génomique suivie d'une soumission des nouvelles espèces sur 

GENBANK. 

 

 



III.3.8.3.Identification par annotation génomique 

        Devant une séquence inconnue ou non assignée, nous nous retrouvons devant quelques 

paires de bases qui doivent impérativement livrer leurs secrets, ce n'est pas comme si nous 

avions une culture sur une boite de Pétri, nous devions donc procéder d'une manière différente, 

nous avons, en vérité, pisté ces séquences selon  un plan bien établi,  pour chercher si ces espèces 

ont déjà été étudiées nous avons fait une annotation génomique sur ces OTUs, c'est une 

démarche précise à faire, afin de mettre un nom sur ces espèces. 

En fait, ces séquences au nombre de 15 au total, sont passées au filtre du BLAST sans 

aucune assignation. Ce que nous savons déjà, c'est qu'il s'agit forcément de champignons, vu que 

notre barcode ITS a déjà fait ses preuves, il s'agit plus précisément d'espèces fongiques de la 

phyllosphère des deux espèces de pistachiers, nous savons même de quel pistachier il s'agit, 

grâce au tri des OTUs. En revanche nous ignorons totalement l'affiliation taxonomique de ces 

espèces. 

 Plusieurs  possibilités s'offrent à nous, d'abord, il se pourrait qu'on n'ait pas cherché dans 

toutes les banques, quoique GENBANK regroupe la majorité des séquences nucléotidiques 

connues jusqu'alors. Ensuite ça pourrait être notre outil de recherche, nous avons fait l'ensemble 

des assignations en une seule requête d'une manière automatique. On devait absolument chercher 

l'information manuellement et plus méticuleusement. Il se pourrait aussi que ces séquences 

soient totalement inconnues de la communauté scientifique, c'était de notre devoir dans ce cas 

d'introduire cette information avec une soumission des résultats sur GENBANK. 

 Au début nous avons cherché manuellement dans les banques avec une requête BLAST 

individuelle pour chaque OTUs, nous avons scruté par la suite toutes les possibilités qui 

s'offraient à nous, nous avons pu de cette manière connaitre le taxon de quelques OTUs qui 

étaient présents dans des recherches sur le pistachier, le manipulateur les a assigné comme étant 

un ADN végétal, dans ce cas nous avions rectifié l'information en assignant ces séquences 

comme champignons phyllosphériques.  

 Même avec cette fouille minutieuse, il restait 4 séquences à qui on n'avait trouvé aucune 

trace, avant de les soumettre, nous avons procédé à une dernière identification, nous avons 

procéder de sorte à tout remettre en question, même notre barcode ITS, il avait une possibilité 

qu'une recherche ait été faite sur ces séquences, mais autant que protéines. Alors, tout a été repris 

dés le début, nous avons vérifié d'abord qu'il s'agissait de séquences codantes, pour cela une 



recherche d'ORF (open Reading frame ou cadre ouvert de lecture) a été faite avec le module 

ORF Finder du logiciel SMS (séquence manipulation suite). Ensuite, nous avons fait la 

traduction en protéines avec le même logiciel, une recherche des domaines protéiques éventuels 

a été faite sur INTERPRO avec une recherche sur les bases PFAM et PROSITE séparément, et 

une autre recherche avec BLASTp (protéine), cette fois. De cette manière, nous avons cherché 

partout sur les banques génomiques, protéiques et même sur  des domaines protéiques.  

Suite à toutes ces méthodes, une soumission a été faite afin d'introduire nos séquences 

inconnues sur le portail de GENBANK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Chapitre IV 

Résultats & discussion 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Suite à la présentation des différentes méthodes de travail ainsi que le matériel que nous 

avons utilisé pour cette thèse, nous allons dans ce quatrième chapitre, présenter les résultats de 

nos travaux ainsi que la discussion de ces derniers, des perspectives de recherches et une 

conclusion générale viendrons clôturer ce travail. Le chapitre précédent (réf. Chap III.) a été 

divisé en deux grandes parties, la première est une étude microbiologique des communautés 

fongiques et bactériennes de la phyllosphère, tandis que la deuxième partie est une étude 

génomique et bioinformatique des champignons phyllosphériques. Nous avons alors suivi le 

même plan dans ce chapitre concernant l’interprétation des résultats en présentant chaque partie 

séparément, suite à cela, nous présenterons les résultats d'une dernière partie concernant 

l'identification des champignons pathologique pour chaque espèce. 

     

IV.1.Résultats 

IV.1.1. Etude microbiologique    

IV.1.1.1. Statistiques descriptives 

Nous avons choisi d'entamer les résultats de cette première partie par une description des 

variables mesurées. Une étude statistique a été donc performée et les variables mesurées suivent 

une courbe gaussienne à distribution normale. Les statistiques descriptives, notamment  la 

moyenne, les valeurs minimales (min) et maximales (max) ainsi que l’écart type (E.T.) ont été 

calculées, elles sont présentées dans le tableau ci-dessus (Tableau 7). 

 Dans la figure 37, on a illustré une comparaison des surfaces foliaires, du nombre de 

bactéries et du nombre de champignons entre les 6 stations. La première variable mesurée fut la 

surface foliaire (S.F), on remarque que cette variable diffère selon les deux espèces, en effet les 

stations du pistachier de l'Atlas (en bleu) affichent des feuilles plus grandes d'une moyenne de 

4,25cm² contre une moyenne de 1,21cm². On remarque, aussi, que cette variable augmente dans 

les sites arides, notamment Ain Oussera avec une moyenne de 4,34cm² et 1,37cm² pour le site 

d'El Hamel (Figure 37A, Tableau 7).  Concernant le nombre de colonies bactériennes (NBACT), 

celui-ci, varie fortement entre les deux espèces étudiées.  En effet, le pistachier de l'Atlas 

enregistre plus de colonies que le pistachier lentisque, soit 10 colonies  par échantillonn (soit la 

surface de la boite de Petri), contre 7, en moyenne. Cette différence est considérable aussi entre 

les différents sites, on enregistre environ 12 colonies pour Ain Oussera et 9 colonies pour le site 



d'El Hamel, c'est plus élevé que la moyenne si on compare par rapport aux autres stations (Figure 

37B). 

 Enfin, notre dernière variable mesurée, le nombre de colonies fongiques (NFUN) de la 

phyllosphère, celui-ci est également très variable entre les deux espèces ; il est plus élevé pour le 

pistachier de l'Atlas d'une moyenne de 6 espèces par échantillon (la surface de la boite de Petri) 

contre une moyenne de 3,5 espèces pour les échantillons du lentisque. De même, les stations 

arides détiennent le plus grand nombre, avec 8 colonies, en moyenne pour le pistachier de l'Atlas 

(station d'Ain Oussera) et 4 pour le lentisque (station d'El Hamel) (Figure37C). On remarque, 

également, que nombre de bactéries est plus élevé que le nombre de champignons, pour les deux 

espèces de pistachiers et les stations d'échantillonnage, avec une moyenne de 8 colonies 

bactériennes contre 5 colonies fongiques.     

Tableau 7: Statistiques descriptives pour les différentes variables mesurées pour les deux espèces 

étudiées, P. atlantica et P. lentiscus.  

 

Espèce Sites Variables Moyenne Min Max E.T. 

P. atlantica Ouamri SF(cm²) 4,22 3,32 5,67 0,68 

NBACT 8,07 4,00 19,00 3,19 

NFUN 5,04 2,00 9,00 1,97 

Berrouaghia 1 SF(cm²) 4,18 3,45 5,59 0,61 

NBACT 8,70 4,00 13,00 2,54 

NFUN 4,59 2,00 8,00 1.74 

Ain Oussera SF(cm²) 4,34 3,19 5,49 0,75 

NBACT 12,37 5,00 19,00 3,89 

NFUN 8,18 3,00 13,00 2,45 

P. lentiscus Harbil SF(cm²) 1,21 0,39 3,02 0,81 

NBACT 6,11 1,00 10,00 2,15 

NFUN 3,30 0,00 6,00 1,45 

Berrouaghia 2 SF(cm²) 1,28 0,30 3,67 1,00 

NBACT 5,81 3,00 10,00 1,98 

NFUN 3,22 1,00 6,00 1,50 

El Hamel SF(cm²) 1,37 0,31 4,60 1,20 

NBACT 9,52 5,00 15,00 2,90 

NFUN 4,30 1,00 7,00 1,66 



 

Figure 37: Comparaison intra-spécifique et interspécifique de la surface foliaire (SF en (cm²)), du nombre 

de bactéries (NBACT), et du nombre de champignons (NFUN) sur la surface de la boite de Pétri, entre les 

deux espèces de pistachiers étudiées. 

 

IV.1.1.2.Analyse de la variance multifactorielle (ANOVA): 

 Suite à la description générale des résultats, nous avons effectué une ANOVA 

multifactorielle. Dans le tableau 8, on présente les résultats de  cette analyse pour l'effet du site, 

de l'espèce et de l’interaction des deux facteurs. Ensuite, par la même analyse, l'effet du site sur 

les trois variables NBACT, NFUN, SF à l'intérieur de chaque espèce séparément a été étudié 

(Tableau 9). 

 



Tableau 8 : Analyse de la variance multifactorielle (ANOVA) des variables étudiées pour P. 

atlantica et P. lentiscus 

Variables mesurées Effet du site  Effet de l'espèce Effet de l'espèce ×site 

NBACT 0,0000...*** 0,0000...*** 0,0000...*** 

NFUN 0,0000...*** 0,00** 0,0000...*** 

SF 0,00** 0,00** 0,91NS 

 

 

Tableau 9 : Analyse de la variance(ANOVA) montrant l’effet du site sur les variables mesurées 

pour les deux espèces étudiées. 

Espèce  Variables mesurées Effet du site  

Pistachier de 

l'Atlas 

NBACT 0,0000...*** 

NFUN 0,0000...*** 
SF 0.59NS 

Pistachier 

lentisque 

NBACT 0,0000...*** 

NFUN 0,0000...*** 
SF 0,85NS 

 

L’ANOVA nous a permis d’évaluer l'effet du site, de l'espèce ainsi que l'interaction de 

ces deux facteurs sur les trois variables mesurées (NBAC, NFUN et SF), la différence a été 

calculée au seuil de signification p<0,001. On note une différence très hautement significative 

(p<0,001) entre les sites d'échantillonnage et les deux espèces étudiées pour les trois variables 

mesurées (S.F, NBACT et NFUN). Pour l’effet site, une différence significative a été enregistrée 

pour NBACT et NFUN, quant à S.F, elle  reste non influencée par le site. Cependant, pour 

l'interaction des deux facteurs (site x espèce), les résultats obtenus montrent que la densité des 

microorganismes phyllosphériques (NBACT et NFUN) est significativement différente. Par 

contre, aucune différence significative n’a été enregistrée pour SF (Tableau 8). 

 

VI.1.1.3.Classification ascendante hiérarchique (CAH) 

  L'objectif principal de cette étude était de relier la composition de la phyllosphère aux 

différents sites d'échantillonnage, de ce fait, une classification ascendante hiérarchique (C.A.H.) 

représentant les groupes de stations s'avère très démonstrative. En effet, on remarque dans la 

figure 38, que 2 groupes de stations se démarquent clairement, isolant les stations les plus arides, 

El Hamel et Ain Oussera, du reste des stations. Ensuite, dans la deuxième ramification de l'arbre 

de probabilité, deux autres groupes se forment, regroupant les deux stations de Berrouaghia 1 et 



2 qui se trouvent toutes les deux dans l'étage bioclimatique semi-aride, et les stations d'Ouamri et 

Harbil qui se trouvent sur l'étage subhumide.  

 

 

Figure 38: Classification ascendante hiérarchique (C.A.H.) représentant les différents groupes de 

stations 

 

IV.1.1.4. Analyse en composantes principales (ACP) 

 Une analyse en composantes principales (ACP) a été appliquée pour les variables 

quantitatives (NBACT, NFUN et SF) avec les différentes variables environnementales telles que 

la pluviométrie (PM), la température moyenne (TM) et l'altitude (ALT). 

 Les trois sites du pistachier de l'Atlas sont représentés en rouge avec 1, 2 et 3 pour les 

stations d'Ouamri, Berrouaghia1 et Ain Oussera, respectivement; tandis que les sites du 

pistachier lentisque sont en noir avec 4, 5 et 6 pour les sites de Harbil, Berrouaghia2 et El Hamel, 

respectivement (Figure  39). En effet, pour mieux cerner les variables discriminantes, cette ACP 

était nécessaire pour compléter les résultats de cette première partie, de cette manière les 

différents groupes de stations sont départagés. 



 

Figure 39: Analyse en composantes principales (ACP), montrant la répartition du nuage de points 

représentant les corrélations entre les différentes variables mesurées et les différents facteurs à l’origine 

de la variation. 

 

        Le cercle de corrélation (à droite), regroupe l'ensemble des facteurs responsables de ces 

démarcations, il a été réalisé à partir des variables inhérentes à l'espèce, la provenance en 

corrélations avec les différentes variables climatiques et stationelles. La distribution (à gauche), 

affiche un nuage de points regroupant deux groupes principaux de stations, avec un premier 

groupe de sites 1,2 et 4 qui représentent les stations d'Ouamri et Harbil (semi-aride) et la station 

de Berrouaghia 1 qui se trouve dans la limite inférieure entre le subhumide et le semi-aride 

(Figure 24). Le deuxième groupe rassemble les sites 3,5 et 6 avec les deux stations les plus arides 

Ain Oussera et El Hamel vers le bas, plus en haut la deuxième station de Berrouaghia qui se situe 

également dans le subhumide dans sa limite inférieure avec le semi-aride. 

 Les sites se regroupent, selon l’affinité génétique et l’affinité climatique des sites. En 

effet, dans un premier lieu on distingue clairement le regroupement des individus autour du 

nuage qui définit les deux espèces. Dans un second temps, les individus appartenant aux stations 

arides (Ain Oussera et El Hamel) ont tendance à se regrouper et à se rapprocher. 

 

IV.1.1.5.Discussion de la partie 1 

       Les microorganismes présents dans les différentes sphères, ont toujours joué un rôle clé 

dans l'environnement, ils sont modulés par plusieurs facteurs. Dans cette partie de la thèse, on 



voulait comprendre la manière dont certains facteurs, liés aux espèces hôtes et aux 

environnements, puissent influer sur une de ces sphères,  plus précisément la phyllosphère.  

       La phyllosphère abrite en effet plusieurs microorganismes, aussi petite semble elle, la 

surface des feuilles reste un habitat très important, si on additionne l'ensemble des feuilles sur 

l'échelle terrestre, la phyllosphère  peut couvrir une proportion significative du globe estimée à 

6,4108 km2 (Yumlembam et al., 2016). Cet habitat contient une très grande diversité en 

microorganismes ce qui apporte une contribution importante à la diversité microbienne (Ding et 

al., 2016). Ces microorganismes, qu'ils soient endophytes ou épiphytes, sont, en général, très 

bénéfiques pour les plantes; ils jouent un rôle primordial dans l'organisation des écosystèmes 

(Morris et al., 2002), en effet ils peuvent, par exemple, aider à atténuer les stress abiotiques tels 

que la sécheresse ce qui les rend, particulièrement, attractifs par rapport à l'adaptation au 

changement climatique, il se fait que les plantes s'adapteraient mieux à leurs environnements 

grâce à ces êtres microscopiques (Jorgensen et al., 2020). En dehors des rôles d'adaptation aux 

milieux, ils ont une grande contribution dans la croissance des plantes, par exemple les 

champignons endophytes contribuent aux mécanismes de production d'hormones de croissance 

végétale et l'acquisition de nutriments (Frank et al., 2017). 

 Pour cette partie, nous avons étudié l'influence du site et de l'espèce sur trois variables 

mesurées. En premier lieu sur la surface foliaire, qui est un trait mesurable et qui représente la 

surface de notre habitat phyllosphérique, ensuite sur le nombre de bactéries et le nombre de 

champignons, situés sur cette même phyllosphère. Pour bien observer ces démarcations, nous 

avons choisi des sites différents d'un point de vue climatique et stationnelle, dans le deuxième 

chapitre nous avons mis en évidence selon une synthèse détaillée, l'étage bioclimatique 

correspondant à chaque site, nous avons alors 3 grandes zones, chacune contient deux sites, un 

pour chaque espèce étudiée, le pistachier lentisque et le pistachier de l'Atlas. Les deux premiers 

sites Ouamri et Harbil se situent dans le semi-aride, ensuite les deux sites de Berrouaghia 1 et 2 

dans le subhumide, dans leur limite inférieure avec le semi-aride et enfin les deux sites les plus 

arides, El Hamel et Ain Oussera. La surface foliaire est légèrement plus grande dans les stations 

les plus arides (Ain Oussera et El Hamel), pour les deux espèces de pistachiers, ceci pourrait être 

le résultat d'une adaptation de la plante à son milieu (Figure 37A).  Le plus souvent, les plantes, 

confrontées  à de grandes chaleurs, auraient plus tendance à réduire leur  surface aérienne, 

paradoxalement, plusieurs études (Belhadj, 2007; Doghbage, 2020) ont montré que les 



dimensions des folioles des deux espèces peuvent augmenter avec l’aridité. Il faut dire que 

contrairement au lentisque, qui est un arbuste avec des feuilles persistantes, les feuilles du 

pistachier de l'Atlas sont caduques, elles sont influencées par les facteurs climatiques annuels, 

tels que la pluviométrie ou la température. En fait, on pourrait également attribuer cette 

augmentation aux autres facteurs stationnels tels que l'altitude. Cette dernière s'avère 

déterminante pour la taille des feuilles (Belhadj et al., 2007; Benabdallah et al., 2015). El Zerey-

Belaskri et al. (2016) ont souligné une corrélation importante entre les paramètres climatiques et 

la morphologie des feuilles du pistachier de l'Atlas échantillonnées dans l'ouest du pays. 

Concernant la comparaison des surfaces foliaires entre les deux espèces, ce facteur s'avère très 

hétérogène, en effet le pistachier de l'Atlas présente des feuilles plus grandes que celles du 

lentisque. C'est une caractéristique génétique propre aux espèces du genre Pistacia, plusieurs 

études morphologiques ont souligné cette différence (Zohary, 1952; Alyafi, 1979; Monjauze, 

1980; Doghbage, 2012; 2020). 

 Le nombre de microorganismes sur les feuilles est très significatif pour l'espèce et le site, 

(Figure 38), les composants de la phyllosphère seraient donc fort liés à leurs plante hôte (Ding et 

al., 2016), cela pourrait être en relation avec les propriétés aromatiques de l'arbre, tels que les 

huiles essentielles (Yadav, 2005), la couche de cire ainsi que la teneur en chlorophylle 

constituent une source de variation déterminante pour la densité des microorganismes sur la 

surface foliaire également (Arturo et al., 2012). Cette affinité pour l'espèce, pourrait s'expliquer 

par le phénomène de dispersion (Fort, 2016), en fait certains de ces microorganismes, notamment 

quelques endophytes, proviennent de la transmission verticale des graines ou de l’environnement 

de la germination (Barret et al., 2015), elles appartiennent alors à l'espèce depuis le 

commencement. Les deux espèces de pistachiers, présentent un grand nombre de bactéries et de 

champignons d'une moyenne de 8 espèces par feuille pour les bactéries et 5 espèces pour les 

champignons, un nombre considérable ; par comparaison, une  étude menée sur 56 plantes non 

cultivées a enregistré un nombre maximal de 4 colonies bactériennes par feuille (Yumlembam et 

al., 2016). Ce nombre reste très hétérogène entre les deux espèces, la phyllosphère du pistachier 

de l'Atlas est plus riche que celle du lentisque, cela pourrait être relatif à la surface de ses feuilles 

nettement plus importante, elles pourraient effectivement mettre à la disposition des 

microorganismes plus de place et plus de substances nutritives. Selon certaines études (Arnold et 

al., 2003, 2005), le poids de la feuille, traduit par une plus grande surface foliaire, augmenterait 



la richesse des microorganismes phyllosphériques. Les microorganismes sont une partie très 

importante des écosystèmes, ils sont aussi très liés à leurs habitats. Nos résultats démontrent un 

effet très significatif du site pour les bactéries et les champignons des deux espèces de pistachiers 

(Figure 39). Nos  sites d'échantillonnage présentent des différences climatiques et stationelles, 

qui pourraient être à l’origine de ces affinités qu'ont certains microorganismes phyllosphériques 

avec leurs habitats. Les variations de l'habitat, indépendamment les uns des autres, sont tous 

responsables de la modulation de la composition de la phyllosphère, les microorganismes en 

général, sont très sensibles aux changements, c'est pour ça qu'on les utilise parfois comme 

empreinte environnementale, par exemple, plusieurs études sur les champignons du sol ont tiré 

les mêmes conclusions, cependant la feuille aurait un effet de sélection beaucoup plus fort que la 

racine (Zhiquan et al, 2019). 

 Concernant les facteurs stationnels, les espèces de microorganismes qui cohabitent avec 

nos modèles d'étude, sont d'une importance capitale, car certains microorganismes pourraient 

migrer avec le vent ou bien les insectes d'une espèce à une autre dans le même milieu (Fort, 

2016). D’un autre point de vue, l'altitude du site constitue un facteur de sélection déjà établi 

auparavant (Cordier, 2012). Les facteurs climatiques, tels que la pluviométrie ou la température, 

ont tendance à augmenter la richesse de la phyllosphère, il a été établi que les microorganismes 

des feuilles sont numériquement plus importants dans les régions tempérées (Morris et al., 2002). 

Cette sensibilité se traduit même pour les saisons d'une même année, en effet les variations 

saisonnières en pluie et en température affecteraient la distribution des endophytes foliaires 

(Jumpponen et al., 2009; Ding et al., 2016). Ces deux facteurs ensemble, déterminent l'aridité 

d'une station, cette dernière est en corrélation  positive avec le nombre de microorganismes, elle 

avantagerait la densité de la phyllosphère, c'est peut-être une manière pour l'espèce de s'adapter à 

son milieu, par exemple, pour survivre aux milieux les plus ingrats ; les racines des sites arides, 

présentent un taux de  mycorhization plus élevé et un nombre plus élevé des champignons du sol 

(Bouabdelli, 2019). Ces microorganismes sont un moyen de lutte pour les plantes contre la 

sécheresse, avec plusieurs mécanismes pour conserver l'eau, ils peuvent en effet augmenter la 

teneur en eau par unité de masse foliaire, la sécheresse aurait donc un grand impact sur la  

richesse des microorganismes au sein de leurs habitats (Arnold et al., 2007). Enfin, à la lumière 

de ces résultats, nous avons dressé un schéma qui résume ces  hypothèses. La figure 40,  illustre 



en effet, l'ensemble  des facteurs relatifs à l'habitat et à l'espèce hôte qui peuvent influencer la 

composition des microorganismes foliaire en bactéries et en  champignons. 

 
Figure 40: Synthèse des résultats principaux de la partie microbiologique (Original, 2020) 

 

IV.2.Etude génomique des fungi  

 Dans cette seconde partie, nous allons présenter les résultats de l'étude génomique sur la 

table d'OTUs qui résulte du séquençage Illumina, cette matrice a été préalablement prétraitée par 

des logiciels bioinformatiques (Figure 35), elle est désormais débarrassée des étiquettes, 

amorces, adaptateurs, chimères ainsi que toutes les contaminations pouvant provenir du 

séquençage des gènes ou de l'environnement de travail. Dans le même sillage que la partie 

précédente, les résultats seront divisés en deux parties, d'abord une étude statistique de 

l'ensemble des OTUs, ensuite une étude sélective et taxonomique pour cerner les OTUs 

responsables des différentes démarcations ainsi qu'une étude d'identification génomique des 



nouvelles séquences obtenues. Une liste des champignons pathogènes sera dressée pour chaque 

espèce avec une illustration d'un model théorique de la phyllosphère du pistachier. Enfin, nous 

allons discuter ces résultats afin de comprendre la composition, l'organisation ainsi que la 

distribution de la phyllosphère des deux espèces de pistachier. Pour cette partie, nous avons 

utilisé les données climatiques de l'année d'échantillonnage (2014), car les fungi endophytes et 

épiphytes sont très sensibles aux variations, même saisonnières, cependant, comme le stipule 

notre conclusion de la synthèse climatique dans le chapitre 4, cette étude annuelle a divisé nos 

stations exactement de la même manière que l'étude bioclimatique  sur plusieurs années, soit 

trois grandes zones de stations, Ouamri et Harbil, les deux sites de Berrouaghia et les deux sites 

les plus arides, Ain Oussera et El Hamel (Figure 27). 

 

IV.1.2.1. Etude statistique de l'ensemble des OTUs 

 Pour cette étude d'ensemble, nous avons utilisé le package "Vegan" du logiciel R avec 

plusieurs bibliothèques, sur une matrice raréfiée 100fois, il est important de mentionné que notre 

jeu de données contient en totalité 1259183 séquences assignées à 520 OTUs. 

 

VI.1.2.1.1. Effet de l’espèce et de la zone climatique sur la composition des communautés 

fongiques foliaires 

 Pour cerner l'effet de l'espèce et du site sur la composition fongique de la phyllosphère, 

on présentera en premier, les résultats d'une PERMANOVA. Cette analyse multivariée a été 

utilisée sur les matrices de dissimilarités. La différence a été calculée au seuil de signification 

p<0,001, elle a été réalisée afin d'étudier individuellement, l'effet du site et de l'espèce sur 

l'ensemble des OTUs sur les sites d'échantillonnage. Un effet hautement significatif de l’espèce 

et très significatif du site a été enregistré (Tableau 10). 

 

Tableau 10: Analyse permutationnelle multivariée de la variance de la dissemblance 

compositionnelle entre les assemblages fongiques phyllosphériques le long d'un gradient 

d'aridité. 

Source  Df Somme de sequences  F 

Espèces (P. atlantica x P. lentiscus)  1  0,9064  0,001*** 

Site × P. atlantica  2  1,1761  0,006** 

Site × P. lentiscus  2  1,9677  0,008** 

 



IV.1.2.1.2. Représentation de la dissimilarité entre échantillons sur une NMDS 

 En deuxième lieu, nous avons dans la figure 41, une dissemblance de l'assemblage 

fongique de la phyllosphère entre les six sites d'échantillonnage représentant une mise à l'échelle 

multidimensionnelle non métrique (le triangle représente le pistachier de l'Atlas, le cercle le 

pistachier lentisque et le code couleur est pour les trois zones climatiques, le vert pour le 

subhumide, le bleu pour le semi-aride et le rouge pour les sites les plus arides). Cette NMDS 

divise clairement les deux espèces en deux ellipsoïdes (de droite vers la gauche), les sites sont 

séparés de bas en haut, avec les sites les plus aides, Ain Oussera et El Hamel qui se rapprochent; 

les sites de Berrouaghia 1et 2, Ouamri et El Hamel se regroupent plus en bas sur la figure. De 

plus, on remarque quelques individus du site Berrouaghia 2 qui se sont glissés parmi les sites 

arides . 

 

IV.1.2.1.3. Effet de l’espèce et du site sur la diversité, la richesse et l'équitabilité des 

communautés fongiques foliaires 

 Après avoir cerné les facteurs qui modulent la composition de la phyllosphère, il est 

important d'étudier les notions de la biodiversité, en effet, on ne peut pas évoquer la notion de 

l'espèce sans parler des concepts de diversité, de richesse et d'équitabilité. Ces notions définissent 

la manière dont les espèces sont présentes au sein de leurs habitats ainsi que leur distribution à 

l'intérieur de ce dernier, d'où l'importance de cette analyse. 

 

IV.1.2.1.3.1. La diversité 

  La diversité est reflétée par le nombre d'espèces présentes sur la feuille, pour notre étude 

on compte exactement 520 OTUs sans redondance, nous avons étudié ce facteur par un 

"GLM", modèle linéaire généralisé (Figure  42A) avec une analyse de variance présentée dans la 

Figure 42D, la différence a été calculée au seuil de signification p<0,001. La matrice de 

dissimilarité montre que la diversité fongique au sein de nos bioclimats est fortement 

significative (p= 0,0013), il y a donc un effet du site concernant la richesse fongique de la 

phyllosphère des deux espèces de pistachiers, parallèlement, elle reste plutôt homogène à 

l'intérieur de la même espèce , c'est a dire que la richesse est hétérogène entre les 3 zones 

climatiques mais elle reste plutôt similaire au sein d'une même espèce, il n'y a pas donc d'effet de 

l'espèce sur la diversité.  



IV.1.2.1.3.2. La richesse 

 La richesse, ou comme on l'appelle également "la diversité alpha", est une autre mesure 

de la biodiversité, elle renvoie au nombre total des microorganismes dans leur habitat, c'est-à-

dire le nombre total des OTUs avec leurs répétitions respectives, on a en effet plus de 500 OTUs 

avec une abondance qui peut atteindre 143602 par échantillon. Effectivement, le nombre total 

des OTUs séquencées avec les répétitions est très grand, cette même analyse 'GLM et ANOVA' 

nous a permis de connaitre les facteurs qui modulent cette diversité, ici également, la zone 

climatique définit plus la diversité que l'espèce hôte, l'effet de l'espèce est plutôt non significatif 

(Figure 42C, 42D).  

 

IV.1.2.1.3.3. L'équitabilité 

 L'équitabilité des espèces est une autre notion de l'écologie évolutive, c'est un moyen de 

mesurer la biodiversité. Elle reflète la distribution plus ou moins égale des OTUs au sein des 

échantillons. En effet, elle renseigne sur l'abondance relative des différentes espèces ou la 

proportion des individus en leur sein. Dans la figure 42B, un GLM qui représente cette variable 

concernant nos trois zones climatiques, en association avec les résultats de l'ANOVA (Figure  

42D), on déduit un très fort effet du site (P=0,0011),  l'équitabilité est donc très liée à la zone 

climatique, elle est cependant non significative au sein de l'espèce. 

 

Figure 42: Effet de la diversité, de la richesse et de l'équitabilité sur les trois zones climatiques  

(semi- aride pour Berroughia1, Berrouaghia 2 ; subhumide pour Harbil et Ouamri ; et aride pour 

Ain Oussera et El hamel). 

 

IV.1.2.1.4. Histogrammes taxonomiques par site et par espèce 

 En premier lieu, un histogramme taxonomique a été effectué, cette analyse a pris en 

considération la proportion de séquences de chaque ordre de champignons, et ceci pour chaque 

échantillon, nous en avons, en tout, 18 avec trois répétitions pour chaque site, avec « A » pour le 

pistachier de l'Atlas, « L » pour le pistachier lentisque, et les chiffres 1, 2, 3 pour les trois zones 

climatiques respectives. 



 Pour ce premier histogramme, nous avons, représenté en rouge, l'ensemble des 

Ascomycètes et quelques champignons non identifiés qui sont en petit nombre par rapport au 

reste des OTUs, la raison de la couleur similaire des deux groupes (Ascomycètes et non 

identifiés) est que les couleurs des histogrammes taxonomiques sont attribuées aux groupes 

similaires par dégradation de couleurs, il se fait que les champignons avec moins de 80% 

d'assignation ont été classés comme non identifiés, cependant selon la base fongique UNITE, la 

plupart appartenait aux Ascomycètes, c'était la seule information que nous avions pu obtenir 

(Ascomycètes non identifiés). Nous allons par la suite faire une identification de ces derniers qui 

consolidera cette assignation.  

 

 Les Ascomycètes sont donc majoritaires dans la composition de la phyllosphère des deux 

pistachiers avec quelques OTUs appartenant aux ordres des Glomeromycètes,  Chitridiomycètes 

et Basidiomycètes (Figure 43). Pour une meilleure visibilité des démarcations établies lors des 

parties précédences, au niveau taxonomique, nous avons fait un deuxième histogramme 

taxonomique, mais cette fois avec l'abondance relative de chaque taxon fongique dans chaque 

échantillon par classes. 

 

A première vue, on peut relever une démarcation dans le code couleur attribué à chaque 

taxon entre les deux espèces de pistachier, la phyllosphère du pistachier de l'Atlas est plus riche 

en Eurotiomycètes, Dothideimycètes et Cystobasidiomycètes tandis que le lentisque compte plus 

de Saccharomycètes et de Pezyzomycètes dans sa composition en champignons phyllosphériques 

(Figure 44). 

 

IV.1.2.2. Isolation des OTUs représentatifs  

 A la lumière de ces résultats, nous savons, désormais, quels sont les facteurs climatiques, 

stationnels ainsi que les variantes de la biodiversité qui modulent la composition de la 

phyllosphère des espèces étudiées ; grâce aux histogrammes taxonomiques, nous avons une idée 

des grands taxons qu'abritent ces sphères, cependant, il est impératif d'aller plus loin en isolant 

les OTUs responsables de ces affinités. Pour cela, nous allons présenter les résultats de l'étude 

sélective et taxonomique des OTUs. En fait, notre matrice présente un nombre astronomique de 



séquences, soit, un total de 1259183 séquences nucléotidiques, ce grand nombre présente des 

champignons qui peuvent parfois appartenir à la même espèce, à partir de ce principe, nous 

avons regroupé chaque séquence qui présente la même assignation taxonomique à un seuil de 

80% de similitude dans  une  seule OTU.  

Les séquences brutes obtenues avec le séquençage Illumina ont nécessité un traitement 

bioinformatique afin d’obtenir la table d’OTUs finale. Dans ce travail, des barcodes des régions 

ITS ont été utilisés, donc on sait déjà qu'il s'agit de champignons. La séquence consensus de 

chaque OTU a ensuite été confrontée à une base de données afin de l’assigner à un taxon connu. 

On a d'abord pensé à comparer ces données à la principale base de données fongique UNITE 

(Abarenkov et al., 2010), mais étant une base fongique, on risquait de voir quelques séquences 

d'origine végétale s'immiscer dans notre liste de champignons, on a donc utilisé l’interface en 

ligne BLAST sur la base de données internationale de séquences nucléotidiques GenBank 

(Madden, 2013). 

              Grâce à l'assignation sur BLAST, nous avons pu organiser ce nombre en exactement 

520 OTUs, avec à l'intérieur, le nombre exacte de répétions, ou d'abondance relative à chaque 

taxon. Ces dernières n'incluent pas les contaminations dues au séquençage. En effet, notre 

matrice a été préalablement purifiée (Figure 33). Pour chacune des OTUs, en plus de 

l'abondance, nous avons la séquence nucléotidique correspondante au fragment ITS, c'est grâce à 

ces dernières que nous allons percer le mystère des OTUs non identifiées par la première requête 

de  BLAST.  

 Les résultats précédents gravitent autour de deux grands axes, la zone climatique et 

l'espèce hôte, pour cela nous allons d'abord présenter les OTUs caractéristiques de chaque espèce 

et de toutes les stations séparément. Ensuite, on présentera les OTUs ubiquitaires, et enfin, une 

isolation de quelques champignons pathogènes du pistachier recensé grâce à cette étude 

taxonomique. 

 

IV.1.2.2.1.vérification du témoin 

 Avant de commencer, il est important de citer le nombre total de séquences dans notre 

19eme échantillon, répétions inclus, qui représente la somme des trois puits de témoins négatifs, 

elles sont au nombre 13, un nombre infiniment petit par rapport aux 1259183 séquences 



obtenues, c'est une preuve que nos manipulations se sont déroulées dans des conditions 

d'hygiènes parfaites grâce aux  manipulations sous PSM.  

 

IV.1.2.2.2.Présentation des OTUs les plus abondantes chez le pistachier de l'Atlas 

         Tout d'abord, les OTUs sont classées d'une manière ascendante de 1 à 520 par la valeur 

de l'abondance relative de chaque taxon. Pour cerner les unités taxonomiques opérationnelles 

caractéristiques de chaque espèce, nous avons séparé la matrice pour les deux espèces de 

pistachiers, les OTUs les plus abondantes ont été isolées, ensuite, nous avons mis de coté les 

OTUs ubiquitaires, de cette manière elles sont  propres à la phyllosphère de chaque espèce. 

        En raison du grand nombre de séquences, nous avons pris un seuil minimum de 600 pour 

l'abondance de chaque taxon, les OTUs les plus représentatives pour les deux espèces, avec leurs 

abondances respectives, sont présentées dans le tableau 11. Dans ce tableau, nous avons 

sélectionné les OTUs avec une somme totale de l'abondance relative à chaque taxon, c'est à dire, 

que ce nombre représente le minimum de séquences totales de la même OTU, distribué dans nos 

échantillons.  

 La somme de l'abondance est calculée pour chacune des espèces, ce tableau relève une 

démarcation claire entre la richesse de la phyllosphère du pistachier lentisque et celle du 

pistachier de l'Atlas, par exemple les OTUs 10, 18, 31, 33 et 165 sont carrément au nombre de 0 

pour l'une des espèces, tandis que les OTUs 1 et 2 affichent des valeurs 100 fois plus importantes 

dans une espèce par rapport à l'autre. Ces séquences sont alors hautement spécifiques aux 

espèces hôtes. 

 

Concernant la phyllosphère du pistachier de l'Atlas, nous avons obtenu de notre matrice 

les 18 OTUs qui figurent dans le tableau 11, elles sont très liées cette espèce, ce sont bien celles-

ci qui sont en partie responsables de l'affinité pour l'espèce hôte. La phyllosphère du pistachier 

de l'Atlas n'a jamais fait l'objet d'une identification génomique,  pour cela,  beaucoup de ces 

espèces s'avèrent être nouvelles et totalement inconnues des banques génomiques.  

Le tableau 12 regroupe les résultats de l'assignation taxonomique des fungi liés au P. 

atlantica. Ce tableau contient toutes les informations nécessaires pour reconnaitre et classer une 

séquence dans une base de données nucléotidique, d'abord, la première case indique le numéro 

de l'OTU, c'est-à-dire son classement dans notre matrice, de 1 à 520 selon l'abondance. 



Deuxièmement, le numéro d'accession de GenBank, pour l'obtenir, toute séquence a 

requis une étude individuelle ainsi qu'une soumission de la séquence sur le portail de la base, 

suite à la soumission de toutes ces OTUs en mars 2018, et l'acceptation de l'introduction de ces 

séquences sur GenBank, des numéros d'accessions nous ont été fournis, ce code est une  nouvelle 

étiquette que ces OTUs porteront désormais sur les bases de données, il suffit de rentrer ce 

dernier sur la base pour avoir toutes les informations relatives à la séquence ainsi que le 

protocole expérimental de l'étude (Figure 45). 

 

 

   

Figure 45: Exemple du résultat de la requête Blast pour l'OTU12 (Originale, 2020) 

 La troisième case affiche le numéro d'accession de la correspondance la plus proche, 

c'est-à-dire, que cette séquence est celle qui se rapproche le plus de la notre, avec un pourcentage 

de 100% pour la majorité de nos séquences, cette valeur est mentionnée dans la quatrième case, 

elle reflète le degré de similitude, en d'autres termes "le score". La cinquième case, est celle de 

l'assignation taxonomique de cette séquence qui ressemble à 100% à la notre, suite à un 

algorithme d'alignement multiple de séquences, de cette manière on peut conférer le même nom 



à notre séquence au début inconnue. Enfin, la sixième case représente les références 

bibliographiques de la correspondance la plus proche, en effet chaque soumission sur GenBank, 

suite à l'attribution du numéro d'accession, affiche systématiquement les références des auteurs 

de la recherche correspondante. Cela permet d'avoir une traçabilité des recherches scientifiques 

sur le web. 

 

Dans le  tableau 13, il ya 9 OTUs non assignées par la première requête de BLAST. Il 

s'agit des OTUs 14, 11, 12, 19, 18, 22, 31, 28 et 29. Pour assigner ces derniers, nous avons fait 

une recherche approfondie sur BLAST n (nucléotidique) avec une requête individuelle,  nous 

avons pu obtenir des assignations pour toutes les séquences à part les OTUs 12, 19, 22, 28, 29 et 

30 (Tableau 13). 

   

IV.1.2.2.4. Présentation des OTUs les plus abondantes chez le pistachier lentisque 

 Nous avons effectué la même étude avec le pistachier lentisque, les résultats de 

l'assignation taxonomique sont présentés dans le tableau 14, néanmoins, pour cette espèce 

également on a eu recours à une assignation individuelle concernant l'OTU 16, ce dernier résultat 

est également présenté  dans le même tableau. 

 

. 

 

      

 Cependant l'OTU 32 demeure inconnue, pour cette séquence, nous avons effectué une 

annotation génomique, mais la seule information que les différentes banques nous ont fournie est 

qu'il s'agit d'un Ascomycète, c'est probablement une espèce nouvelle de champignon qui est 

propre au lentisque algérien (Figure 45). Par ces études taxonomiques, nous avons identifié 

l'ensemble de nos séquences relatives aux deux espèces de pistachiers, mais on note que les 3 

premières OTUs ont été assignées par des études précédentes comme étant un ADN végétal, 

étant sûrs de la sélection des barcodes ITS utilisées, nous pensons que ces études ont dû 

confondre ces champignons au cours d'une étude foliaire, nous avons, alors, également apporté 

cette information au portail de GenBank, quelques études les ont également assimilé à des 

séquences fongiques, elles demeurent probablement de nouvelles espèces fongiques très liées à 

nos espèces avec une abondance qui dépasse les 100000 séquences pour chacune d'entre elles. 



l'OTU1 est spécifique du pistachier de l'Atlas, l'OTU2 et très liée au lentisque tendis que l'OTU3 

est ubiquitaire du genre. 

 

IV.1.2.2.5. Isolation des OTUs ubiquitaires 

 La présence d'OTUs ubiquitaires peut avoir plusieurs explications, elles sont très liées 

aux espèces de pistachier étudiées, nous les avons relevé grâce à une étude de l'abondance 

relative de chaque taxon chez les deux espèces, avec un seuil minimum de 600 pour l'abondance. 

Les résultats de cette recherche font ressortir sept OTUs ubiquitaires, il s'agit des OTU3, OTU6, 

OTU7, OTU232, OTU9, OTU17 et OTU13. Le tableau 15 présente ces OTUs avec leurs 

abondances relatives au sein de chaque site. Nous les avons identifiées grâce à une recherche 

d'assignation individuelle pour chacune d'elles, les résultats sont présentés dans le tableau 16. 

 

Tableau 15: Présentation des OTU ubiquitaires avec leurs abondances dans chaque site 

 Ouamri  Berrouaghia1 Ain Oussera Harbil  Berrouaghia2 El Hamel 

OTU_3 93899 13164 20 15061 468 597 

OTU_6 10 1166 228 5584 4706 13042 

OTU_7 1790 8330 3348 547 502 2690 

OTU_232 2384 7020 2 2923 197 94 

OTU_9 2123 1586 177 1664 694 876 

OTU_17 72 447 329 309 961 373 

OTU_13 32 84 403 159 19 1530 

 

Tableau 16: Identification des OTUs ubiquitaires  

OTU Ubiquitaires  Assignation taxonomique 

 Aureobasidium pullulans 

 Endoconidioma sp. 

 Ascochytarabiei  

 Aureobasidium sp. 

 Cladosporium  

 Saccothecium sepincola 

 Dothiorella  

 

 

 

 



IV.1.2.2.6. Isolation des OTUs relatifs aux zones climatiques 

 Pour cette partie, nous avons également procédé par espèce, les OTUs relatives à chaque 

site ont été isolées de cette manière, d'abord les abondances relatives aux OTUs des trois sites du 

pistachier de l'Atlas seront présentées dans le tableau 17, ensuite le tableau 18 englobera ceux 

des stations du pistachier lentisque. 

 Tout comme pour l'espèce hôte, la zone climatique présente de grandes affinités avec la 

composition de la phyllosphère au sein de chaque  espèce. Concernant les trois sites du pistachier 

de l'Atlas, on note que les OTUs 22 et 29 sont très spécifiques du site semi-aride d'Ouamri, les 

OTUs 19, 20, 26, 165 et 30 sont caractéristiques du site subhumide de Berrouaghia tandis que les 

OTUs 18, 31, 33 et 28 sont très liées au site aride d'Ain Oussera. 

Cependant, on remarque la présence de certains OTUs (8, 14, 11, 22, 38, 25) sur les deux 

sites subhumide et semi-aride seulement, sans jamais relever aucune présence commune de ces 

OTUs entre le site aride et les autres sites. Pour les sites du pistachier lentisque, on relève 

plusieurs OTUs caractéristiques du site le plus aride, El Hamel (OTU16, 18, 24, 37 et 47), et un 

champignon pour le site semi-aride de Harbil, il s'agit de l'OTU15. 

 

Tableau 17: Expression des OTU dans les localités de P. atlantica représentatives des OTU 

arides, semi-arides et subhumides. 

 

 

 

Tableau 18: Expression des OTU dans les localités de P. lentiscus représentatives des OTU 

arides, semi-arides et subhumides. 

OTU Ouamri Berrouaghia1 AinOussera OTU Ouamri Berrouaghia1 AïnOussera 

8 3038 3401 1 26 5 1024 0 

14 3340 1612 0 22 21 841 0 

11 934 2869 34 38 424 261 0 

19 8 2004 0 25 18 646 1 

20 20 1849 0 33 0 0 665 

18 2 2 1618 165 21 628 10 

26 5 1024 0 30 3 592 0 

22 21 841 0 28 0 0 591 

31 0 0 767 29 457 65 55 

OTU Harbil Berrouaghia2 El Hamel OTU Harbil Berrouaghia2 El Hamel 

15 1393 

 

0 

 

449 

 
34 78 

 

9 

 
849 

 

16 

 

333 6 1306 37 0 
 

0 
 

422 

 



 

 

Pour synthétiser les résultats de l'isolation des OTUs représentatives de l'espèce hôte et de 

la zone climatique, ainsi que les espèces ubiquitaires, nous avons résumé l'ensemble de ces 

informations dans la figure 47. En effet a partir d'un ensemble de 520 OTUs, certaines séquences 

sont en partie responsables de l'affinité des composants fongiques de la phyllosphère pour 

l'espèce hôte et la zone climatique, identifiées par des requêtes individuelles de BLAST, ces 

dernières restes hautement spécifiques. 

 
Figure 47 : Synthèse des résultats du tri des OTUs (Originale, 2020) 
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IV.1.2.2.7. Isolation des OTUs pathogènes: 

 Aussi vrai que les champignons de la phyllosphère sont bénéfiques pour la plante, ils sont 

en partie aussi connues pour être des bio-agresseurs et pathogènes des végétaux, en écologie 

évolutive il est primordial de connaître ces espèces afin de pallier aux pathologies que ces 

derniers provoquent. Pour définir les phytopathogènes liées à nos espèces de pistachiers, nous 

avons fait une recherche taxonomique sur les OTUs les plus abondantes, au sein de chaque 

espèce et des deux au même temps, les résultats de ces recherches sont présentés dans la figure 

48. 

 

IV.2.Discussions et hypothèses 

 Dans ce travail de recherche, nous nous sommes intéressé à l'une des sphères 

microbiennes les plus importantes et abondantes à l'échelle terrestre, la phyllosphère abrite des 

communautés très complexes de microorganismes, nous avons mené des recherches pour 

connaitre la composition de ces petites niches biologiques sur deux espèces de pistachier, le 

lentisque et le pistachier de l'Atlas. Cette composition est très diversifiée et fortement modulable 

par différents facteurs, nous allons, donc, discuter de la manière dont ces espèces arrivent à 

cohabiter et leurs relations complexes et parfois pathogène avec leurs hôte. 

 

 IV.2.1. Composition fongique de la phyllosphere des deux espèces étudiées 

 Les feuilles du genre Pistacia abritent de petits êtres microscopiques, endophytes et 

épiphytes. Dans cette partie de la thèse, nous avons traité ces deux aspects  des champignons de 

la phyllosphère des deux espèces de pistachiers étudiées. D'abord, la phyllosphère de nos deux 

espèces est très abondante, elle peut atteindre un nombre de séquences très important, par 

exemple, notre premier échantillon de la première OTU contenait 143602 séquences fongiques 

sur un morceau de feuille de 4 mm de diamètre, tandis qu'une étude comparative entre plusieurs 

espèces hôtes dans le bassin méditerranéen affiche un nombre maximum de l'abondance relative 

de 233 espèces par échantillon (Vokou et al., 2019). De même, la nature de l’échantillon peut 

donner un résultat très différent. Les feuilles, par exemple, portent plus de microorganismes que 

les racines; une étude sur la rhizosphère de plusieurs plantes affiche un maximum de 23 

séquences par échantillon (Hamad et al., 2018). De prime abord, la composition fongique de la 

phyllosphère des deux espèces de pistachiers est très riche et diversifiée, cependant elle se réunie 



autour d'un ordre majoritaire par rapport aux autres, en effet, ces champignons appartiennent 

essentiellement aux Ascomycètes (Figure 43), les quelques Basidiomycètes relevés s'avèrent être 

des parasites, telle que la levure pigmentée Rhodothorula sp. (OTU38), ou bien d'origine 

environnementale comme Cryptococcuschernovii sp. (OTU 47). Cette dernière OTU s'avère être 

une nouvelle espèce de  levure fiborobasidiée spéciale des milieux extrêmes, une étude l'a isolé 

de la réserve de biosphère de Prioksko-terrasny en Russie (Wladyslav et al., 2006). Ce genre 

d'espèce pourrait être parfait comme une empreinte environnementale des milieux arides, elle est 

présente avec 385 séquences dans la station d'El Hamel contre une abondance relative de 21 

séquences pour le reste des échantillons. 

 Le pistachier de l'Atlas rassemble un grand nombre de champignons rares ou non 

identifiés, en effet sa phyllosphère est très peu connue, nous avons alors dressé une liste 

caractéristique de la composition phyllosphèrique de cette espèce (Tableaux 12 et 13). Plusieurs 

de ces champignons s'avèrent être des endophytes tels que les OTU20, 17 et 24. Ce pistachier est 

une espèce protégée, pour sa sauvegarde il est primordial de cerner les différentes maladies qui 

peuvent la détériorer, dans ce travail, nous avons isolé plusieurs champignons pathogènes du 

pistachier de l'Atlas (Figure 48), ils peuvent être responsables de plusieurs maladies, 

essentiellement des endophytes, ils  attaquent la plante depuis l'intérieur des tissus (Kirschner et 

al., 2018) tel que Peyronellaea glomerata (OTU165) et Pseudocercospora sp. (OTU10), ces 

agents pathogènes détériorent les feuilles de l'arbre. 

 La composition fongique du pistachier lentisque, quant à elle, compte un grand nombre 

d'Ascomycètes, dont plusieurs endophytes originaires du sol, qui ont colonisé les feuilles par 

transmission verticale telle que Cryptococcuschernovii sp. (OTU 46). Le lentisque compte 

plusieurs pathogènes aussi (Figure 48), Sydowiapolyspora sp. (OTU37) est un champignon 

pathogène très rare relevé sur les conifères (Lazarevic et al., 2020), c'est la première étude qui le 

lie au lentisque ; Pseudoseptoriaobscura sp. (OTU16) est un champignon rare endophyte 

originaire du sol qui est responsable des taches noires sur les feuilles (Verkeley et al., 2013). 

 Les champignons ubiquitaires aux deux espèces peuvent être caractéristiques du genre 

Pistacia, on note que quelques-unes sont spéciales des essences forestières c'est le cas de l'OTU3 

Aureobasidium pullulans. Une étude comparative entre les cultures agricoles et les arbres 

forestiers l'a répertorié comme une empreinte des milieux forestiers (Castaneda et al., 2018). 

Quelques-unes causent des pathologies pour l’homme, ce sont de grands allergènes, cas de 



Aureobasidium sp. (OTU 232), ce dernier est retrouvé dans les zones tempérées d'une moyenne 

de 762 d'abondance, cité dans une étude sur les plantes méditerranéennes (Pereira et al., 2002), 

tandis qu'il est présent avec une abondance relative moyenne de 6854 séquences sur nos 

échantillons. Certains de ces fungi ubiquitaires sont très intéressants pour l'espèce hôte, cas de 

l'OTU17, Saccotheciumsepincola qui s'avère être un inhibiteur des bactéries pathogènes (Dubois 

et al., 1982), pouvant ainsi être à l’origine d’une certaine résistance vis-à-vis des conditions 

défavorables du milieu. 

 

IV.2.2. Facteurs qui modulent la composition fongique phyllosphérique  

 Nous avons déjà remarqué que les microorganismes de la phyllosphère sont très sensibles 

aux variations, qu’elles soient environnementales, stationelles ou caractéristiques de l'espèce 

hôte. Nos résultats illustrent l'impact que ces différents facteurs ont sur cette composition 

complexe.  

 

IV.2.2.1. Effet de l'espèce hôte  

 Dans un premier temps, les résultats de l'étude des OTUs en ensembles statistiques a 

démontré une grande affinité des champignons de la phyllosphère pour leurs espèces hôtes, 

effectivement la PERMANOVA (Tableau 10) affiche un effet très significatif de l'espèce hôte 

(p=0,001***). La dissemblance de l'assemblage fongique de la phyllosphère entre les six stations 

représentant une mise à l'échelle multidimensionnelle non métrique (NMDS) a également séparé 

les deux espèces par deux ellipsoïdes (Figure 41). Enfin, l'histogramme de l'abondance relative 

de chaque taxon fongique dans chaque échantillon par classes (Figure 44) démontre une 

séparation visuelle entre la composition des deux espèces de pistachiers, ces résultats convergent 

vers une grande influence de l'espèce hôte sur l'ensemble des champignons de la phyllosphère 

des deux espèces. Dans un second temps, l'identification taxonomique des espèces fongiques, ont 

permis de mettre un nom sur ces OTUs caractéristiques des espèces et de comprendre la manière 

dont l'espèce hôte influence sa composition fongique phyllosphérique. De prime abord, l'origine 

même de la phyllosphère est très liée à cette notion, plusieurs de nos OTUs sont originaires du 

sol, cas de l'OTU 20 (Querciphoma sp.), elle est spécifique au pistachier de l'Atlas, c'est un 

champignon endophyte qui provient d'une transmission verticale (Madani et al., 2019), c'est-à-

dire qu'il a accompagné l'espèce hôte depuis son stade germinal ce qui explique sa grande affinité 



pour cette dernière, l'OTU 16 (Pseudoseptoriaobscura sp.) est également originaire du sol, c'est 

une espèce propre au lentisque, ce champignon est doté d'un grand pouvoir d'adaptation au 

substrat (Verkely et al., 2013). Il se lierait donc instinctivement à son espèce hôte. Les propriétés 

aromatiques de la plante sont, en grande partie, responsables de ce lien que le champignon créé 

avec son  hôte. Par exemple l'OTU 15 (Hyalodendriella sp.), est un champignon omniprésent sur 

les feuilles du lentisque avec une abondance qui atteint les 1390 séquences par échantillon, cette 

espèce s'avère être dotée d'une grande activité antimicrobienne, en effet, cet Ascomycète 

endophyte permettrait l'extraction d'un principe actif appelé "benzopyranone" (Xiangjie et al., 

2012). Ces champignons endophytes qui habitent les feuilles des plantes hôtes sont des sources 

nouvelles et riches de produits naturels bioactifs qui comprennent des alcaloïdes, des amines, des 

amides, des stéroïdes, des terpénoïdes, des isocoumarines, des quinines, des flavonoïdes, des 

phénylpropanoïdes, des lignanes, des phénols, des aliphatiques (Aly et al., 2010; Kharwar et al., 

2011). 

       Dans une étude de Kembel et al. (2014), il est démontré que l’identité taxonomique des 

plantes hôtes expliquait plus de la moitié de la variation de la composition de la communauté 

fongique sur tous les arbres, et de nombreux traits fonctionnels reliés à la morphologie des 

feuilles, à la chimie des feuilles ainsi qu’à la croissance et à la mortalité de la plante sont  

significativement associées à la structure de la communauté fongique.  L'espèce hôte s'avère 

donc être d'une grande influence sur la composition fongique phyllosphérique, la distance 

génétique entre arbres expliquerait mieux la structure des assemblages fongiques que la distance 

géographique, nos résultats suggèrent un effet significatif du génotype de l’hôte sur les 

assemblages fongiques associés, ce qui est en accord avec d'autres études en génétique des 

communautés (Bailey et al., 2009; Cordier, 2012). 

 

IV.2.2.2. Effet du site  

 Les  sites d'échantillonnage de cette étude diffèrent par leurs caractéristiques climatiques 

et stationelles, cette hétérogénéité impacte fortement sur les assemblages fongiques de la 

phyllosphère des deux espèces de pistachiers. L'étude statistique de l'ensemble des OTUs 

démontre que les champignons affichent, indépendamment de l'influence de l'espèce hôte, une 

grande affinité pour la zone d'étude.  La PERMANOVA (Tableau 10) indique qu'il existe un 

effet très significatif du site à l'intérieur de chaque espèce (p= 0,006** pour le pistachier de 



l'Atlas, p=0,008** pour le pistachier lentisque). L'NMDS, quant à elle, départage les deux sites 

arides d'Ain Oussera et El Hamel des autres sites d'échantillonnage (Figure 41). La biodiversité 

au sein de cette sphère est également très influencée par le milieu, c'est-à-dire que la répartition 

des champignons sur la feuille dépend fortement de la zone d'étude,  il ya un effet de la diversité 

et de l'équitabilité  des champignons phyllosphériques sur les trois zones climatiques, la richesse 

demeure très peu variable au sein des différents sites (p=0,014) (Figure 42). Une étude sur 

l'impact du réchauffement climatique sur les communautés fongiques des milieux forestiers a 

démontré qu'à l’inverse de la richesse, la composition des communautés fongiques montre une 

dépendance claire aux contraintes climatiques (Coince, 2013). 

 L'étude taxonomique nous renseigne plus clairement sur cette affinité, il y aurait des 

OTUs très caractéristiques aux sites,  les OTUs 8, 14 et 11 sont par exemple très liées aux sites 

des étages bioclimatiques subhumides et semi-arides (Tableau16), tandis que les OTUs 16, 17, 

37 et 47 sont caractéristiques de la zone aride, quelques-unes sont spécifiques à un site en 

particulier, telles que OTU 20 et 26 qui se trouvent seulement sur le site de Berrouaghia1 

(Tableau 17). Globalement, la majorité de nos OTUs appartiennent aux Ascomycètes, ce règne 

serait plus sensible aux variations climatiques que les Basidiomycètes (Coince, 2013). L'origine 

de ces microorganismes pourrait fournir une explication à cette affinité pour le site, l'OTU 23 

(Alternariaalternata sp.) est l'un des mycètes les plus communs de la flore fongique aéroportée, 

ses spores sont transportées par l'air en provenance des espèces avoisinantes (Abdel-Hafez et al., 

1986), la distance entre ces espèces influencerait la composition fongique sur les feuilles (Fort, 

2016), la transmission horizontale serait donc très dépendante du site. Cordier (2012) a beaucoup 

étudié la relation des champignons de la phyllosphère des arbres forestiers avec l'élévation, ce 

facteur s'avère fort déterminant pour la composition fongique ainsi que la distribution de ces 

derniers sur les feuilles. Cependant, il en résulte que la température apparaît comme la variable 

climatique la plus explicative le long d’un gradient altitudinal (Cordier, 2012), les structures 

paysagères telles que les lisières ou l’hétérogénéité du paysage influenceraient également la 

migration et la dispersion de nombreuses espèces fongiques (Fort, 2016). Les endophytes sont 

plus liés aux espèces hôtes tandis que les épiphytes peuvent être originaires de l'environnement 

avoisinant, pourtant dans une étude sur la phyllosphère de Pegarum Harmala dans dayate Aiat 

de Laghouat, les quotients de similitude (SQ) obtenus indiquent une forte similitude entre les 

communautés épiphytes et endophytes des feuilles de cette espèce. Cela est dû aux conditions 



environnementales et climatiques que subissent les feuilles (Ouzid et al., 2018). Nous avons, 

également, étudié l'effet de la zone climatique selon un gradient d'aridité, cette notion dépend 

fortement de la température et la pluviométrie. La température est un des principaux facteurs 

climatiques pilotant le développement des champignons foliaires, elle influencerait, plus 

particulièrement, les champignons pathogènes (Cordier, 2012), cependant cette température n'est 

pas la même à l'intérieur des feuilles, la notion de "Body Température" pourrait expliquer la 

résistance de certaines espèces fongiques à des températures extrêmes (Bernard, 2012). 

Concernant la pluviométrie, tout comme pour la température, les champignons requièrent des 

conditions très particulières d'humidité atmosphérique pour se développer, généralement la 

colonisation des endophytes augmente en été durant la saison sèche (Helander et al., 1994). 

Coince (2013) dans sa thèse sur l'étude des champignons des milieux forestiers a démontré que 

les précipitations annuelles étaient fortement et inversement corrélées avec la composition 

fongique. En plus de son impact sur la croissance des espèces fongiques, la pluie s'avère être un 

facteur important de la dispersion de ces dernières (Fort, 2016), les gouttelettes peuvent déposer 

les microorganismes sur les feuilles, d'ailleurs les pluies estivales peuvent modifier la 

composition de la phyllosphère, d'où les variations de saisonnalité au sein de ces communautés 

(Cordier, 2012). Cependant, c'est la combinaison des deux facteurs, pluviométrie et température, 

qui procure les conditions optimales pour la survie des microorganismes ; dans une étude sur 

 Sclerotinia sclerotiorum sur les pétales de Canola, le taux de croissance de ce champignon 

phyllosphèrique a significativement augmenté dans des conditions d'humidité élevée pendant 

24h à 20°C- 22°C (Bom et al., 2000). En effet, les champignons en dépit de leur grand pouvoir 

d'adaptation restent des êtres très exigeants, l'Alternaria par exemple requiert une quantité d’eau 

libre minimale (Aw) variant entre 0,85mm et 0,88mm selon les espèces. Il peut croître à des 

températures de 2°C à 32°C (Samson et al., 2004), toutes ces exigences peuvent moduler la 

composition  de la phyllosphère selon les conditions climatiques. 

IV.2.3. Symbiose au sein de l'habitat foliaire  

 Les résultats de cette étude fongique sur la phyllosphère des deux espèces de pistachiers, 

nous renseignent énormément  sur la manière dont ces microorganismes cohabitent, d'abord, on a 

isolé plusieurs champignons pathogènes au sein de cette sphère, ubiquitistes et pour chaque 

espèce séparément (Figure 48). Ces pathogènes sont parfois très présents avec une abondance qui 

peut dépasser les 10000 individus de la même espèce sur une surface 4mm² de la feuille, 



cependant, en dépit de leurs pathogénicité, leurs présence sur les feuilles  ne causaient pas de 

dommages apparents, leurs pathogénicité serait inhibé au sein de cette sphère, ces espèces 

seraient en fait contrôlées par d'autres microorganismes,  par exemple l'OTU8 (Saccothecuim 

sp.), une nouvelle espèce fongique très liée au pistachier de l'Atlas, a figuré dans une étude sur 

Erwina amylovora (un pathogène responsable des brûlures sur les feuilles), notre OTU 8 serait 

un bio-contrôleur de ce champignon pathogène (Khoury et al., 2020), c'est le cas aussi pour 

l'OTU 17 (Saccothecum spincola), affilié au pistachier lentisque. Ces résultats nous mènent vers 

une théorie tres intéressante, le traitement des microorganismes parasites pourrait se faire avec 

des méthodes naturelles issus des relations symbiotiques. L'OTU 24 (Coniothyrium sp.), un 

champignon de la phyllosphère du pistachier de l'Atlas, a été également identifié comme un 

agent de lutte biologique contre les pathogènes, c'est un bioremediateur potentiel de divers 

polluants carbonés, azotés ou phosphorés (Verkeley et al., 2004). De cette manière, les 

champignons censés être nocifs pour la plante arrivent à cohabiter sans causer de désagréments, 

ils interviennent une fois la feuille morte, lors de la dégradation de la litière forestière (Osono, 

2002). En effet, ils jouent des rôles importants dans la décomposition de composants structuraux 

tel que la cellulose, les dynamiques nutritionnelles et l'accumulation de la matière organique du 

sol (Osono, 2006). 

 

IV.3. Similitudes entre les deux parties d'études  

 Les deux parties étudiées au cours de cette thèse sont complètement indépendantes, avec 

deux approches méthodologiques complètement différentes, mais elles suivent le même gradient 

d'aridité, nous avons en effet échantillonné sur les mêmes sites, cependant l'étude 

microbiologique présente beaucoup de similitudes avec l'étude génomique, premièrement les 

analyses de variances qui démontrent un fort effet du site et de l'espèce sur ces communautés 

phyllosphériques (Tableaux 9A et 10). Si l'on regarde de prés l'ACP (Figure 39) de l'étude 

statistique de la première partie et l'NMDS (Figure 41), on remarque qu'elles convergent vers les 

mêmes résultats, voir une séparation des sites les plus arides des autres sites, avec le 

rapprochement du site de Berrouaghia 2 de ces deux sites, qui se situe à la limite inférieure du 

semi-aride (Figure 27). 

 

IV.3.1. Station de Berrouaghia 2 et réchauffement climatique ou pollution atmosphérique? 



 A seulement 15,4km du premier site de Berrouaghia1, ce  deuxième site de Berrouaghia 2 

se rapproche des sites arides dans les résultats des deux études menées au cours de cette thèse. 

Géographiquement, situé plus au sud, mais plus proche des 3 autres sites de Médéa (Figure 23), 

cependant la composition de la phyllosphère pour les deux espèces étudiées au sein de ce site, 

présente des similitudes avec celles des sites les plus arides d'Ain Oussera et d'El Hamel. Cela 

pourrait s'expliquer par le changement climatique qui fait glisser cette région vers le semi-aride. 

On pourrait également penser que cette similitude dans la composition fongique phyllosphérique, 

est due à une lutte contre la pollution atmosphérique, en effet, cette station se situe à proximité 

d'une route nationale très fréquentée, nous avons cité des références dans les chapitres précédents 

faisant état de l’effet bioremediateurs de ces microorganismes. Enfin, pour comprendre pourquoi 

ce site, en particulier, présente tant de similitudes avec les zones arides, une étude comparative 

entre les deux sites de Berrouaghia est prévue en perspective. 

 

IV.4. Illustration théorique de l'habitat phyllosphérique  

 Pour finaliser ce travail sur la phyllosphère du pistachier, il est intéressant d'organiser ces 

résultats en un modèle théorique de l'habitat phyllosphérique, nous avons étudier la composition 

de la phyllosphère ainsi que sa dynamique, dans cette dernière figure (Figure 49), plusieurs 

théories concernant l'organisation des microorganismes phyllosphériques ainsi que les facteurs 

qui modulent cette sphère seront émises, d'abord concernant les facteurs qui modulent l'habitat 

foliaire, ensuite l'origine de ces microorganismes, et enfin la manière dont ces êtres 

microscopiques cohabitent . 

 



                      Figure 49: modèle théorique de la dynamique de l'habitat foliaire (Originale,2021) 

 

 



IV.5. perspectives  

          Dans cette thèse, nous avons abordé une sphère microbienne très importante, la 

phyllosphère de deux espèces de pistachiers, ces deux espèces forestière et pré-forestière sont 

très importantes d'un point de vue médicinale et environnementale, mais pas seulement. Cette 

étude nous a également, éclairé, sur le comportement microbien au sein de cet habitat particulier 

de différents points de vues, depuis son origine jusqu'aux facteurs qui modulent sa composition. 

Nous avons en effet visualisé en partie la manière dont ces êtres microscopiques cohabitent en 

dépit de leurs différences, certains sont fort pathogènes et pourtant ils parviennent à vivre en 

symbiose avec les autres composants de l'habitat sans nuire à l'espèce hôte, ces conclusions nous 

ont ouverts d'autres perspectives d'études. 

       Il serait intéressant de compléter cette étude par le séquençage des bactéries de la 

phyllosphère de nos deux espèces de pistachiers, en effet une étude metagénomique des bactéries 

nous permettra d'enrichir notre modélisation de l'habitat foliaire, le fait de mettre un nom sur ces 

espèces, nous renseignera davantage sur cette partie de la sphère. 

      On aspire également à tester la relation de la composition de la phyllosphère sur l'aspect 

médicinal  des feuilles, on a remarqué que les microorganismes foliaires sont très sensibles aux 

variations climatiques,  ça serait fort pertinent de faire la relation entre ces composants et les 

différents principes actifs extraits des feuilles pour des fins thérapeutiques. C'est à dire que  les 

propriétés médicinales des plantes pourraient être optimisées selon les conditions 

environnementales. 

      Aussi, la pathogénicité de ces microorganismes est une partie à approfondir, pour deux 

raisons, la première est que le pistachier est une espèce protégée, donc, répertorier les espèces 

pathogènes nous permettra de lutter pour sa survie. Deuxièmement, on pourrait nous inspirer de 

cette manière qu'ont ces pathogènes à être contrôlés naturellement par des mécanismes 

symbiotiques, pour éviter les traitements chimiques et nous orienter plutôt vers des recherches 

sur la lutte biologique contre les maladies des feuilles causées par ces pathogènes.  

     Enfin, on a pour prochaine ambition de créer une plateforme gratuite qui regrouperait les 

séquences génomiques des espèces propres à la flore algérienne, il suffit d'un effort collectif pour 

faciliter les prochaines recherches en écologie évolutive et génétique microbienne dans ce 

domaine en plein essor.   

 



Conclusion  

 La composition de la phyllosphère en champignons et bactéries des deux espèces de 

pistachiers, le pistachier de l'Atlas et le pistachier lentisque, est  fortement corrélée à l'espèce 

hôte et aux variations climatiques et stationelles des sites d'échantillonnage. Cependant, la 

température reste le facteur le plus déterminant dans ces affinités, elle modulerait la richesse 

fongique de ces sphères. L’aridité du site serait, en grande partie, responsable de cette 

distribution. 

 L'élévation, la pollution atmosphérique et la distance géographique entre les stations 

restent des facteurs à étudier en perspectives. Concernant l'influence de l'espèce, la composition 

des feuilles pourrait créer des affinités avec les microorganismes, des groupes se formeraient 

ainsi, probablement. L'étude taxonomique fongique nous a permis de comprendre la manière 

dont ces microorganismes cohabitent au sein de leurs habitats (foliaires), des mécanismes 

d'adaptation jusqu'à la dégradation de la litière forestière; le rôle écologique de ces ensembles est 

non négligeable. En plus, de l'ensemble des endophytes et épiphytes fongiques étudiés, nous 

avons identifié plusieurs champignons pathogènes, ce qui va contribuer à l'identification des 

agents responsables des maladies des deux espèces de pistachiers, et permettre ainsi de préserver 

ces espèces forestières. 

 Qu'il s'agisse d'espèces hôtes ou de climat, la composition de la phyllosphère reste très 

variable. Une meilleure définition des espèces endophytes et leur physiologie est nécessaire afin 

de mettre en évidence les différentes corrélations entre l’espèce hôte, son environnement et les 

endophytes. Des études complémentaires de ces ensembles avec le séquençage d'ADN des 

bactéries phyllosphériques permettront de compléter le profil de la composition de la 

phyllosphère des espèces de pistachiers étudiées. Ces mystérieux assemblages de 

microorganismes ne cesseront de livrer leurs secrets, car leur capacité à se moduler en fonction 

des zones climatiques nous renseigne beaucoup sur leur rôle écologique. 
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	Figure 17: Illustration du barcoding gap et du chevauchement (adapté de Meyer & Paulay,  2005).
	La surface des feuilles récoltées est mesurée grâce au logiciel Mesurim (20-04-13). Ces mesures se sont faites sous le bec benzène juste avant la mise en culture afin d'éviter toute contamination.
	Les feuilles sont photographiées, dans un premier temps, sur une surface blanche, ensuite les photographies sont transférées sur le logiciel Mesurim qui calcule la surface de tout objet sans forme géométrique précise en cm². Ceci nous a permis de f...
	III.2.2. Préparations des feuilles et mise en culture des microorganismes
	Les échantillons sont traités et mis en culture, en général, le même jour de l'échantillonnage, au plus tard le lendemain. Des boites de Pétri contenant deux milieux de culture, un avec de la gélose nutritive pour les bactéries et l’autre avec le m...
	Les méthodes de culture sont nombreuses, parmi les techniques fréquemment employées, on trouve l'ensemencement d'une souche sur une boite de Pétri, il s'agit de placer l'échantillon à la surface ou à l'intérieur d'une gélose nutritive; avant de fai...
	La première méthode fut immédiatement écartée car elle ne pouvait pas prélever la totalité des microorganismes, la deuxième méthode était prometteuse, mais elle requerrait plus de manipulation des échantillons et donc un risque plus accru de contam...
	Les feuilles étaient rincées individuellement dans un flacon de 100ml d’eau distillée stérile, les flacons sont soigneusement agités pendant 10mn au vortex, dans la zone stérile créée par le bec benzène, et à  partir de chaque flacon correspondant ...
	Un dénombrement des colonies sur chaque boite, s’ensuit après l’écoulement de la période d’incubation. Toute la méthodologie est résumée dans la figure 30. Les variables étudiées dans cette partie microbiologique sont le nombre de bactéries, le nom...
	III.2.3. Analyses statistiques
	Les données ont d'abord été organisées en matrice afin de permettre une première  comparaison entre le nombre de bactéries et celui des champignons de la phyllosphère, des deux espèces étudiées.
	Cette matrice contenait des variables climatiques, tels que, la pluviométrie, la température et l'altitude des stations, avec trois variables mesurées, il s'agit de la surface foliaire (SF), du nombre de bactéries (NBACT) et du nombre de champignon...
	Le logiciel STATISTICA Version 8 est ensuite utilisé pour effectuer les corrélations entre le nombre de microorganismes,  les espèces, la surface foliaire et les données climatiques, afin de déterminer leur organisation au sein de leur communauté, ...
	- Test de normalité: D'abord, on a démarré notre partie statistique par des tests de normalité ; une courbe gaussienne a été effectué pour toutes nos variables. Cette étape est primordiale pour déterminer que nos échantillons sont statistiquement suff...
	- Statistiques descriptives: Des statistiques descriptives élémentaires ont été calculées pour toutes les variables de tous les sites et pour chacune des espèces étudiées (moyenne, minimum, maximum et écart-type). Cette étape est, en effet, très impor...
	- Analyse de la variance multifactorielle (ANOVA): En  statistiques, l'analyse de la variance (ou ANOVA pour analysis of variance en anglais), est un ensemble de modèles statistiques utilisés pour vérifier si les moyennes  des groupes proviennent d'un...
	- Classification ascendante hiérarchique (CAH): L'objectif de cette étude étant de voir si nos variables se regroupaient au tour d'un groupe donné, l'espèce ou l'étage bioclimatique dans notre cas, une méthode de clustering est la plus adéquate.
	- Analyse en composantes principales (ACP): L’analyse en composantes principales (ACP) a été appliquée pour les variables quantitatives notamment le nombre de bactéries, le nombre de champignons et la surface foliaire avec les variables environnementa...
	III.3.8.1.4. Effet de l’espèce et de la zone climatique sur la composition des communautés fongiques foliaires
	III.3.8.1.5.Représentation de la dissimilarité entre échantillons sur une NMDS
	La dissimilarité entre les échantillons a été testé par une NMDS, c'est une MDS "Multidimensional Scaling" non métrique, elle a été performée par la fonction "Meta MDS" du package "vegan" du logiciel R. Pour cet algorithme, seul compte l'ordre entre ...
	III.3.8.1.6. Effet de l’espèce et du site sur la diversité et la richesse des communautés fongiques foliaires
	Après avoir étudié l'effet de l'espèce et du site sur la composition fongique de la phyllosphère du pistachier, il était intéressant d'aborder cet effet sur la diversité et la richesse de ces communautés, chacune, séparément. Pour ces deux études, nou...
	III.3.8.1.7.Histogrammes taxonomiques par site et par espèce
	Pour visualiser l'abondance relative de chaque taxon pour chaque échantillon, nous avons réalisé un histogramme qui regroupe les 18 échantillons des six sites d'échantillonnage avec les taxons les plus répandus. Dans cette étude, nous avons utilisé la...
	Après avoir étudié les effets relatifs au site et à l'espèce par une étude des ensembles, il était primordial de mettre un nom et un nombre sur ces espèces fongiques caractéristiques de chaque espèce, de chaque bioclimat et parfois propres à une seule...
	Telle une empreinte environnementale, nous avons arpenté cette piste pour cerner ces espèces, pour ce faire, nous avons procédé par un tri des abondances relatives à chaque espèce. Nous avons classé les échantillons, sur notre matrice, par ordre décro...
	Ensuite, nous avons classé ces OTUs selon l'abondance relative à chaque site, en regroupant les 3 réplicas, nous avons ainsi pu visualiser tous les fungi propres à chaque station, nous détenons, ainsi, les OTUs recensables des démarcations dues à l'es...
	Cependant, nombre de ces OTUs représentatifs de notre étude s'avèrent être non identifiées auparavant, la recherche sur GENBANK les a classées comme inconnues, c'était parceque il n'y avait pas d'étude génomique sur ces espèces et ces bioclimats, elle...
	VI.1.1.3.Classification ascendante hiérarchique (CAH)
	L'objectif principal de cette étude était de relier la composition de la phyllosphère aux différents sites d'échantillonnage, de ce fait, une classification ascendante hiérarchique (C.A.H.) représentant les groupes de stations s'avère très démonstra...
	Figure 38: Classification ascendante hiérarchique (C.A.H.) représentant les différents groupes de stations
	IV.1.1.4. Analyse en composantes principales (ACP)
	VI.1.2.1.1. Effet de l’espèce et de la zone climatique sur la composition des communautés fongiques foliaires
	Pour cerner l'effet de l'espèce et du site sur la composition fongique de la phyllosphère, on présentera en premier, les résultats d'une PERMANOVA. Cette analyse multivariée a été utilisée sur les matrices de dissimilarités. La différence a été calcu...
	IV.1.2.1.2. Représentation de la dissimilarité entre échantillons sur une NMDS
	Après avoir cerné les facteurs qui modulent la composition de la phyllosphère, il est important d'étudier les notions de la biodiversité, en effet, on ne peut pas évoquer la notion de l'espèce sans parler des concepts de diversité, de richesse et d'é...
	IV.1.2.1.3.1. La diversité
	La diversité est reflétée par le nombre d'espèces présentes sur la feuille, pour notre étude on compte exactement 520 OTUs sans redondance, nous avons étudié ce facteur par un "GLM", modèle linéaire généralisé (Figure  42A) avec une analyse de varia...
	IV.1.2.1.3.2. La richesse
	La richesse, ou comme on l'appelle également "la diversité alpha", est une autre mesure de la biodiversité, elle renvoie au nombre total des microorganismes dans leur habitat, c'est-à-dire le nombre total des OTUs avec leurs répétitions respectives, ...
	IV.1.2.1.3.3. L'équitabilité
	L'équitabilité des espèces est une autre notion de l'écologie évolutive, c'est un moyen de mesurer la biodiversité. Elle reflète la distribution plus ou moins égale des OTUs au sein des échantillons. En effet, elle renseigne sur l'abondance relative ...
	IV.1.2.1.4. Histogrammes taxonomiques par site et par espèce
	En premier lieu, un histogramme taxonomique a été effectué, cette analyse a pris en considération la proportion de séquences de chaque ordre de champignons, et ceci pour chaque échantillon, nous en avons, en tout, 18 avec trois répétitions pour chaqu...
	Pour ce premier histogramme, nous avons, représenté en rouge, l'ensemble des Ascomycètes et quelques champignons non identifiés qui sont en petit nombre par rapport au reste des OTUs, la raison de la couleur similaire des deux groupes (Ascomycètes et...
	Les Ascomycètes sont donc majoritaires dans la composition de la phyllosphère des deux pistachiers avec quelques OTUs appartenant aux ordres des Glomeromycètes,  Chitridiomycètes et Basidiomycètes (Figure 43). Pour une meilleure visibilité des démarc...
	A première vue, on peut relever une démarcation dans le code couleur attribué à chaque taxon entre les deux espèces de pistachier, la phyllosphère du pistachier de l'Atlas est plus riche en Eurotiomycètes, Dothideimycètes et Cystobasidiomycètes tandis...
	IV.1.2.2. Isolation des OTUs représentatifs
	A la lumière de ces résultats, nous savons, désormais, quels sont les facteurs climatiques, stationnels ainsi que les variantes de la biodiversité qui modulent la composition de la phyllosphère des espèces étudiées ; grâce aux histogrammes taxonomiqu...
	Grâce à l'assignation sur BLAST, nous avons pu organiser ce nombre en exactement 520 OTUs, avec à l'intérieur, le nombre exacte de répétions, ou d'abondance relative à chaque taxon. Ces dernières n'incluent pas les contaminations dues au...
	Les résultats précédents gravitent autour de deux grands axes, la zone climatique et l'espèce hôte, pour cela nous allons d'abord présenter les OTUs caractéristiques de chaque espèce et de toutes les stations séparément. Ensuite, on présentera les OT...
	IV.1.2.2.1.vérification du témoin
	Avant de commencer, il est important de citer le nombre total de séquences dans notre 19eme échantillon, répétions inclus, qui représente la somme des trois puits de témoins négatifs, elles sont au nombre 13, un nombre infiniment petit par rapport au...
	IV.1.2.2.2.Présentation des OTUs les plus abondantes chez le pistachier de l'Atlas
	Tout d'abord, les OTUs sont classées d'une manière ascendante de 1 à 520 par la valeur de l'abondance relative de chaque taxon. Pour cerner les unités taxonomiques opérationnelles caractéristiques de chaque espèce, nous avons séparé la matric...
	En raison du grand nombre de séquences, nous avons pris un seuil minimum de 600 pour l'abondance de chaque taxon, les OTUs les plus représentatives pour les deux espèces, avec leurs abondances respectives, sont présentées dans le tableau 11. D...
	La somme de l'abondance est calculée pour chacune des espèces, ce tableau relève une démarcation claire entre la richesse de la phyllosphère du pistachier lentisque et celle du pistachier de l'Atlas, par exemple les OTUs 10, 18, 31, 33 et 165 sont ca...
	Concernant la phyllosphère du pistachier de l'Atlas, nous avons obtenu de notre matrice les 18 OTUs qui figurent dans le tableau 11, elles sont très liées cette espèce, ce sont bien celles-ci qui sont en partie responsables de l'affinité pour l'espèce...
	Le tableau 12 regroupe les résultats de l'assignation taxonomique des fungi liés au P. atlantica. Ce tableau contient toutes les informations nécessaires pour reconnaitre et classer une séquence dans une base de données nucléotidique, d'abord, la prem...
	Deuxièmement, le numéro d'accession de GenBank, pour l'obtenir, toute séquence a requis une étude individuelle ainsi qu'une soumission de la séquence sur le portail de la base, suite à la soumission de toutes ces OTUs en mars 2018, et l'acceptation de...
	Figure 45: Exemple du résultat de la requête Blast pour l'OTU12 (Originale, 2020)
	La troisième case affiche le numéro d'accession de la correspondance la plus proche, c'est-à-dire, que cette séquence est celle qui se rapproche le plus de la notre, avec un pourcentage de 100% pour la majorité de nos séquences, cette valeur est ment...
	Dans le  tableau 13, il ya 9 OTUs non assignées par la première requête de BLAST. Il s'agit des OTUs 14, 11, 12, 19, 18, 22, 31, 28 et 29. Pour assigner ces derniers, nous avons fait une recherche approfondie sur BLAST n (nucléotidique) avec une requê...
	IV.1.2.2.4. Présentation des OTUs les plus abondantes chez le pistachier lentisque
	Nous avons effectué la même étude avec le pistachier lentisque, les résultats de l'assignation taxonomique sont présentés dans le tableau 14, néanmoins, pour cette espèce également on a eu recours à une assignation individuelle concernant l'OTU 16, c...
	.
	Cependant l'OTU 32 demeure inconnue, pour cette séquence, nous avons effectué une annotation génomique, mais la seule information que les différentes banques nous ont fournie est qu'il s'agit d'un Ascomycète, c'est probablement une espèce nouvelle de...
	IV.1.2.2.5. Isolation des OTUs ubiquitaires
	La présence d'OTUs ubiquitaires peut avoir plusieurs explications, elles sont très liées aux espèces de pistachier étudiées, nous les avons relevé grâce à une étude de l'abondance relative de chaque taxon chez les deux espèces, avec un seuil minimum ...
	Tableau 15: Présentation des OTU ubiquitaires avec leurs abondances dans chaque site
	Tableau 16: Identification des OTUs ubiquitaires
	IV.1.2.2.6. Isolation des OTUs relatifs aux zones climatiques
	Pour cette partie, nous avons également procédé par espèce, les OTUs relatives à chaque site ont été isolées de cette manière, d'abord les abondances relatives aux OTUs des trois sites du pistachier de l'Atlas seront présentées dans le tableau 17, en...
	Tout comme pour l'espèce hôte, la zone climatique présente de grandes affinités avec la composition de la phyllosphère au sein de chaque  espèce. Concernant les trois sites du pistachier de l'Atlas, on note que les OTUs 22 et 29 sont très spécifiques...
	Cependant, on remarque la présence de certains OTUs (8, 14, 11, 22, 38, 25) sur les deux sites subhumide et semi-aride seulement, sans jamais relever aucune présence commune de ces OTUs entre le site aride et les autres sites. Pour les sites du pistac...
	Tableau 17: Expression des OTU dans les localités de P. atlantica représentatives des OTU arides, semi-arides et subhumides.
	Tableau 18: Expression des OTU dans les localités de P. lentiscus représentatives des OTU arides, semi-arides et subhumides.
	Pour synthétiser les résultats de l'isolation des OTUs représentatives de l'espèce hôte et de la zone climatique, ainsi que les espèces ubiquitaires, nous avons résumé l'ensemble de ces informations dans la figure 47. En effet a partir d'un ensemble d...
	Figure 47 : Synthèse des résultats du tri des OTUs (Originale, 2020)
	IV.1.2.2.7. Isolation des OTUs pathogènes:
	Aussi vrai que les champignons de la phyllosphère sont bénéfiques pour la plante, ils sont en partie aussi connues pour être des bio-agresseurs et pathogènes des végétaux, en écologie évolutive il est primordial de connaître ces espèces afin de palli...

