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Pendant longtemps, les remedes naturels furent le principal, voire 'unique recours de
la médecine de nos grands parents. Cependant, malgré le développement de l'industrie
pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de maladies
qui étaient souvent mortelles, les plantes médicinales et les remedes qu’on pouvait en tirer ne
furent jamais totalement abandonnés et les gens ne cesserent de faire appel a la médecine
traditionnelle, ce qui a conduit a maintenir vivante une tradition thérapeutique connue depuis
nos ancétred.’organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime §0& de la population
mondiale utilise des herbes comme méthode de soin de santé primaire (BOUSEINAN
2012 ; AHMEDet al., 2012). Des recherches récentes ont montré un immenségbates
plantes médicinales comme source de composeés bioactifs dD&S 2010 ; TENGURIAet
al., 2011). Par son action en douceur et en profondeur, la phytothérapie apparait d’autre part
comme la réponse idéale aux "maladies du siécle" qui caractérisent nos sociétés, comme le
stress, la perte du sommeil ou la prise de poids (CHABRIER, 2010).

Les plantes médicinales sont des plantes dont au moins une partie possede des
propriétés thérapeuthiques. Toute matiere d'origine végétale utilisée pour soin est une plante
médicinale. Ces derniéres comme la plupart des plantes sont en relation avec des
microorganismes endophytes, qu’elles hébergent a l'intérieur de leurs tissus (STROBEL
al., 2002 ; ELLOUZ, 2011). Ces endophytes sont notamment composés de bactéries et de
champignons microscopiques (champignons endophytes) (SCldtJlz 2006). lls sont une
composante importante de la communauté végétale (ARN&RD, 2001 ; ARNOLDetal.,

2003), qui peuvent développer avec elle diverses interactions (RAVELOMANANTSOA,
2004). Les mycoendophytes peuvent contribuer a la croissance de la plante et sa défense, mais
aussi étreune source importante de nouveaux composés bmagtfurels, avec des
applications potentielles dans I'agriculture, la médecine et I'industrie alimentaire. Durant les
deux derniéres décennies, de nombreux composés a activités biologiques, a savoir:
antimicrobiennes, anticancéreuses, cytotoxiques et insecticides ont été isolés de ces
champignons endophyt¢SCHULZ et al., 2002 ; ZHAO et a) 2010a).

Malgré la nature hétérogene d'une biodiversité immense du continent africain en
général et de I'Algérie en patrticulier, il y a eu peu d'efforts consacrés au développement des
agents thérapeutiques des plantes médicinales. L’Algérie, de part sa position géographique,
présente une large gamme d'étages bioclimatiques, induisant une biodiversité de plantes
utilisées comme condiments, aliments naturels et pour des buts thérapeutiques (AMEENAH,
2006).
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Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a la mise en envidence des
mycoendophytes chez une plante médicinale des régions arides d’AlBéganum harmala
L (Harmel), une plante de la famille des Zygophyllaceae. C’est une espéece cosmopolite, elle
pousse de maniere spontanée dans les régions semi-arides, les steppes, les sols sablonneux et
salins (DARABPOURet al., 2011 ; HAMMICHEet al., 2013 ; NIROUMANDet al., 2015).

Elle est utilisée pour des usages thérapeutiques depuis le premier siecle apres J-C
(LAMCHOURI, 2014). En médecine traditionnelle nord africaine, elle a été considérée
comme une Vvéritable panacée, réputée traiter la plupart des troubles (HAMMICHE

2013), tel que I'hypertension, l'asthme, la toux, la jaunisse, le lombago, la colique
hypoglycémique et bien d’autres maladies (DARABPOERal.,, 2011 ; LAMCHOURI,

2014 ; AKBARY et al., 2014). L'Harmel est une plante toxique et sa toxicité est due aux
différents alcaloides qui la constituent. Ces derniers sont trés présents dans les graines, qui
représentent la partie la plus toxique. Les feuilles et les graines ltlrmala sont connues

pour avoir des propriétés hypothermiques et hallucinogénes. Beaucoup d’études ont démontré
les activités biologiques générées par cette essence, a savoir des effets antibactériens,
antifongiques, antiviraux, antitumoraux, cytotoxiques, antispasmodiques, antihistaminiques,
vasorelaxants, analgésiques, anti-inflammatoires et immuno-modulateurs (DARABBIOUR

al.,, 2011 ; AKBARY et al., 2014 ; LAMCHOURI, 2014 ; JAVADIANet al., 2016 ; GUL
KANWAL et al., 2016).

C’est dans ce contexte que s'inscrit le présent travail, qui consiste en I'étude de la
biodiversité des champignons endophytes et épiphytes, des métabolites secondaires de ces
mémes champignons endophytes isolés des feuill®edganum harmala L. de la région de
Timzerth, dayate Aiat, wilaya de Laghouat, ainsi que leurs différentes activités : antioxydante,
antimitotique, antiproliférative et antibactérienne. Ce travail s’est fait dans le cadre d'une
collaboration entre le laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologies et celui des
Ressources Naturelles de I'Université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou. Les objectifs sont
les suivants :

= jsolement et purification des mycoendophytes et épiphytes ;

= identification microscopique et macroscopique ;

= fermentation et extraction des métabolites secondaires des mycoendophytes;

= mise en évidence des activités biologiques des extraits bruts fongiques des feuilles de
Peganum harmal&.
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1.1.Présentation de la plante : Peganum harmala L.
1.1.1. Caractéristiques de I'espéce

Peganum harmal&. a plusieurs noms vernaculairesHatrmelou Harmal El sahari»
en Algérie et en Afrique du NordRue sauvageen France, &frican rueou Syrian rue»aux
Etats Unis et kspand»en Iran (INOUS et FERESHTEH 2012). Son odeur forte, désagréable
rappelle en effet celle de la rue. La plante et ses extraits ont été employés en médecine
traditionnelle depuis l'aube de la civilisationgiAOURet al., 2012).
C’est une plante vivace, a racines pivotantes, pouvant atteindre une profondeur de 6 m si le
sol est trés sec, a tiges peu rameuses de 30 a 90 cm de haut, & entre-noeuds assez courts,
densément feuillés (Figure 1). Les feuilles sont de couleur vert clair, alternes sur la tige,
allongées et irrégulierement divisées en étroites lanierealgbUR et SOUDABE, 2012 ;
KEMASSI et al., 2013). La plante présente des fleurs solitaires et blanches avec des sépales
inégaux persistants, qui dépassent la corolle et des pétales creme lavés de rose-orangé a
nervures jaunes. Les fleurs sont dotées de dix a quinze étamines. Le gynécée est de 8 a 9mm
de longueur, a ovaire supére (une fleur hypogyne) et globuleux, surmonté d'un style
cylindrique. Il est composé de trois a quatre loges et de stigmates a trois carenes. Les fruits
sont des petites capsules sphériques déprimées au sommet renfermant des graines noires
aplaties. Chaque fruit est divisé en trois loges, dont chacune porte 45 a 60 grainesNiB
et al., 2013; KKmASSI et al., 2013).

Figure 1 : Photo de Peganum harmala L. prise sur le terrain d’échantillonnage a
Dayate Aiat (Laghouat, Algérie).
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1.1.2. Position taxonomique

Peganum harmald.. appartient a la famille des Zygophyllaceae (MOGHAD At
al., 2010 ; TANWEER et al., 2012), qui compte 22 genres et plus de 250 espeeesufl et
FERESHTEH 2012). D’aprés DOBIGNARD et CHATELAIN (2013), la position taxonomique
du Harmelest la suivante:
Ordre: Sapindales
Famille: Zygophyllaceae
Genre: Peganum

Espéece: Peganum harmala L.

1.1.3. Aire de répartition

Peganum harmal&. est une espece cosmopolite, largement distribuée dans le monde
et trées commune sur les sols sableux, originaire des zones arides et semi-arides
(CHEVALLIER, 1996 ; DA\RABPOUR et al., 2011; LAMCHOURI et al., 2013). Cette plante
pousse en Afriqgue du Nord, Moyen-Orient, Pakistan, Inde, Iran, Turquie et a été introduite en
Ameérique et en Australie QUSFIet al., 2009 ; MbSHIRIet al., 2013).

En Algérie, cette espéce est commune aux Hauts Plateaux, au Sahara septentrional,
méridional et aux montagnes du Sahara central. Elle est réputée pour les terrains sableux, dans

les lits d'oued et a l'intérieur des agglomeératiorze(@A, 1991).

1.1.4. Etude phytochimique : métabolites secondaires

Les composés phytochimiques les plus connusPdganum harmala sont les
alcaloides, les flavonoides et les anthraquinones (BUKH&RIL 2008 ; SHARAFet al,
1997; PITRE et SRIVASTAVA, 1987). La teneur totale en alcaloidesRaganum harmala
L. varie entre 2 et 5%, représentée par I'harmaline, 'lharmine et I'harmalol (Figure 2). Les
graines et les racines contiennent les taux plus élevés en alcaloides, comparativement aux
tiges et aux feuilles. Ces derniers sont absents dans les fleurs. L’harmine et I'harmaline
s’accumulent dans les graines seches a 4,3 et 5,6% (p/p). De méme, I'harmalol et la
tetrahydroharmine sont respectivement a 0,6% et a 0,1% (p/p). Les racines contiennent
I'harmine et 'harmol avec 2,0 et 1,4% (p / p) (HERRAIZ et al., 2010).

L'analyse des principaux alcaloides Beganum harmala L. (harmaline, harmine,

harmol et harmalol) (Figure 2) a montré que le contenu de ces métabolites secondaires dépend
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du stade de développement de la plante. La concentration des alcaloides majeurs dans tous les

organes augmente au cours des trois premieres semaines et se stabilise a un niveau constant

pendant la phase de croissance veégétative, puis diminue au début de la floraison. La
concentration des alcaloides majeurdPdéarmala L. varie avec le stade de développement

de la plante entre 21,16 et 26,96 mg/g et I'harmine reste la molécule la plus abondante
(MAYAD et al., 2013).
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Figure 2 : Principaux alcaloides de Peganum harmala : Harmine, Harmaline, Harmalol et
Harmol (MAYAD et al., 2013).

Peganine, isopeganine, dipeganine, désoxypéganine ont été également identifiés chez
Peganum harmala (FATHIZADet al., 2007; KHASHIMOVet al., 1970). La teneur en
alcaloides des graines en maturation est inférieure a celles mares (KARTAL 2003).
Certains effets pharmacologiques rapporté®eganum harmala L. peuvent étre attribués a
ses alcaloideg-carbolines, principalement I'harmine, ainsi queatimaline, I'harmalol,
I'harmane, le tetrahydroxyharmine (THH) (Figure 3), peganine, isopeganine, dipeganine,
désoxypéganine et les dérivées de quinazoline, tels que vasicine, vasicinone et
deoxyvasicinone (MAHMOUDIANet al.,, 2002, KARTAL et al., 2003). Les graines de
Peganum harmal@ontiennent ces quinazolines, dont le précurseur est I'acide anthranilique
(Figure 4) (KHASHIMOV et al., 1969 ; ZHAREKEEYV et al., 1974).
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Figure 3 : Synthése desd¢arbolines de @ganum harmal&. et de la sérotonine a partir du
Tryptophane (ANISZEWSKI, 2007).
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Figure 4 : Structure générale des quinazoline®dganum harmala L.
(ANISZEWSKI, 2007).
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1.1.5. Activités biologiques de Peganum harmala L.

Peganum harmala est une plante médicinale connue pour ses propriétés
hallucinogénes et hypothermiques depuis I'antiquité. Bien que les alcaloides identifiés ont
montré de nombreuses actions pharmacologiques, ils restent trés cytotoxiques
(LAMCHOURI, 2014). Les alcaloides identifiés a partirRisganum harmala ont montré de
vastes actions pharmacologiques, tels que les effets antitumoraux (JAHABHANI 2005),
des effets analgésiques (FAROWK al, 2008), des activités vasorelaxantes (ASTUL&A
al., 2008), une activité antimicrobienne (PRASHANTH et JOHN, 1999; ARSHALRI.,

2008), une forte inhibition réversible de la monoamine oxydase (KtMal.,, 1997;
SCHWARZ et al., 2003) et une activité inhibitrice contre I'acétylcholinestérase (ZH&NG

al., 2009). L’harmaline, le principe actif des graines REganum harmalgrovoque des
problemes visuels, perte de coordination, une agitation et du délire et a fortes doses, il peut
produire une paralysie (LAMCHOURI et al., 2002).

Ces dernieres décennies, plus d'attention a été donnée aux activités anticancéreuses
(BOEIRA et al., 2001; GO'CKLERet al, 2009; ADHAMI et al., 2011). Récemment, les
effets pharmacologiques et thérapeutique®eganum harmala et ses principaux alcaloides
ont été révelés (MOLOUDIZARGARSt al., 2013). D’aprés LAMCHOUR#t al. (1999), les
concentrations d'extraits totaux d’alcaloides des grainé®edanum harmala ont été testées
in vitro sur quatre lignées cellulaires tumorales. Les résultats obtenus indiquent que ces
alcaloides ont une toxicité élevée sur les cellules in vitro. Par la suite, la prolifération tumorale
a eteé significativement réduite avec les extrait$?dganum harmala (LAMCHOURgt al.,

2000). En 2010, LAMCHOURI et ces collaborateors démontré que I'harmine et IBs
carbolines ont plus d'activité cytotoxique. Par ailleurs, I'étude entreprise par HAMSA et
KUTTAN en 2011 montre que I'harmine inhibait significativement la formation de nodules
dans le tissu pulmonaire et diminue divers parameétres biochimiques associées a la métastase
pulmonaire.

En outre, différentes activités biologiques et pharmacologiqué&edanum harmala
ont été révélées, a savoir l'activité insecticide (G@ERI., 2009), antileishmania (MIRZAIE
et al, 2007 et KHOSHZABAN, 2014), anti-spasmodique, anti-histaminique (ASGHARI et
LOCKWOOD, 2002), anti-oxydante, immunomodulatrice, guérison de la leucémie (ZAKER
et al, 2007), hypoglycémique (SINGIdt al., 2008), analgésique et anti-inflammatoire,
antinociceptive (MONSEFt al, 2004), effet hépatoprotecteur (KHALEE al, 2008) et
activité cytotoxique entre autres. En outre, il a été rapporté que cette plante a des effets

antibactériens, antifongiques et antiviraux (DARABPO&iRL, 2011). Comme la toxicité de

7
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P. harmala a souvent été liee a ses alcaloides et a leurs dérivés, la détermination des
changements dans le contenu et la nature chimique de ces «produits actifs» dans la plante sont
des données précieuses pour améliorer l'efficacité des substances a H2sgaruiem
harmala, lorsque l'activité biologique est souhaitée. Selon WIESER (1955), l'activité

biologique dépend du stade de croissance de la plante (MAetAD, 2013).

1.2. Diversité de la phyllosphere
1.2.1. Introduction

Les parties aériennes des plantes, a savoir les feuilles, les tiges, les bourgeons, les
fleurs et les fruits constituent un habitat pour les microorganismes appelés phyllosphére. Ces
microorganismes peuvent étre retrouvés a la fois comme épiphytes a la surface de la plante
et/ou comme endophytes a l'intérieur des tissus végétaux (ARNDEBD, 2000 ; INACICet
al., 2002 ; LINDOW et BRANDL, 2003 ; STAPLETON et SIMMONS, 2006). Les bactéries
sont les plus dominantes de la phyllosphére, bien que les champignons filamenteux et les
levures puissent également étre importahts.distinction entre le statut d’endophyte et
d’épiphyte n’est pas évidente. En effet, certaines espéces microbiennes peuvent activement
pénétrer les tissus de la feuille pour devenir endophytes (VEREIL 1994 ; WILSONet al.
1999).

Le terme épiphyte, du grec épi (sur) et phyton felaa été introduit par MIRBEL
dans son livreEléments de physiologie végétale et de botanaud815 et se réfere a un
organisme qui se développe sur une plante vivante. Les épiphytes ne sont pas des parasites,
c'est-a-dire qu'ils sont habituellement indépendants de la plante héte pour la nutrition, bien
quils puissent parfois endommager la plante hoéte. On distingue des holoépiphytes, qui
completent leur cycle de vie sans contact avec le sol et les hémiépiphytes, qui a un certain
stade de leur développement, le continue au niveau des racines dans le sol (REINERT et
FONTOURA, 2005).

En 1977, WILSON a considéré les associations bénéfiques de divers champignons et
de racines de plantes: les mycorhizes. Ultérieurement, il a suspecté des associations
champignons-feuilles qu’il a dénommé « mycophyllae ». Les premieres descriptions des
champignons endophytes remontent & la fin dil®l& 20™ siécle (STANIEKet al., 2008).

En 1866, ANTON DE BARY inventa le terme endophytes (MORICCA ET RAGAZZI,
2008), qui est composé de deux mots grecs, « endon » signifiant au sein et « phyton »

désignant plante (STANIEKt al., 2008), qui désignait tout organisme survenant dans les

s
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tissus des plantes et se retrouvent dans leurs différentes parties ((PETRINI, 1991; STONE et
al., 2000 ; HYDE ET SOYTONG, 2008). On a longtemps pensé que ces champignons
n'avaient aucune fonction, ni aucun intérét. Cependant, dans les derniéres décennies, les
recherches ont commencé a s'intéresser aux endophytes (MORICCA et RAGAZZI, 2008),
gu’'on considére maintenant comme source de composés bioactifs, tels que les composés

antimicrobiens, antioxydants, anticancéreux, insecticides... (MAHESHWARI, 2006).

Les champignons endophytes présentent une grande diversité. lls sont hétérotrophes et
se nourrissent de I'h6te sans que celui-ci ne présente des signes de maladie. lls peuvent croitre

dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire (ARNOLD, 2007) (Figure 5).

£\ |Intracellular
® mycelia

Inter- and

intracellular

mycelia

Figure 5 : Modes de croissance des champignons endophytes dans les tissus des plantes hotes
(KUSARI et SPITELLER, 2012a).

1.2.2. Classification des champignons endophytes

Les champignons endophytes sont classés en deux groupes majeurs (RODRIGUEZ et
2009) : le groupe des Clavicipitaceae, qui colonisent les Graminées (Poaceées) (TIRTJER
al., 2008 ; HYDE et SOYTONG, 2008 ; RAJ al.,2015) et le groupe des mycoendophytes
non Clavicipitaceae qui colonisent toutes les autres plantes terrestres et aquatiques (HYDE et
SOYTONG, 2008 ; RAJAet al., 2015). Les différentes classes des mycoendophytes sont
mentionnées dans le tableau I. Ces derniéres refletent les différences évolutives,
taxonomiques, les fonctions écologiques, leur mode de transmission, ainsi que la nature de
leurs hotes (RODRIGUEZ et al., 2009).
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Tableau | : Criteres symbiotiques qui caractérisent les classes des champignons endophytes
(RODRIGUEZ etal., 2009).

Clavicipitaceae Non-Clavicipitaceae
Criteres Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe |4
Classe d’hote Limitée Vaste Vaste Vaste
_ o Pousses et Pousses, racines _
Tissu(s) colonisé (s) ) ) Pousses Racines
rhizome et rhizome
Colonisation dans la . ) o .
Extensive Extensive Limitée Extensive
plante
Biodiversité au niveau i
Basse Basse Elevée Inconnye
de la plante
o Verticale et Verticale et . .
Transmission ) ) Horizontale| Horizontalg
horizontale horizontale
Avantages sur la
forme de la plante NHA NHA et HA NHA NHA
(Fitness)*

- *Habitat-adapted (HA): dépend de I'habitat, les avantages pour la plante résultent de la nature et la
spécificité de I'habitat telles que le pH, température et salinité.
- Non habitat-adapted (NHA): les avantages tels que la tolérance a la sécheresse et 'augmentation

de la croissance sont dues aux mycoendophytes indépendamment de I'habitat d'origine.

1.2.2.1. Mycoendophytes Clavicipitaceae (C- endophytes)

C’est le groupe de champignons endophytes le plus étudié du fait de leur importance
économique et écologique. Les C-endophytes (endophytes de classe 1) représentent un petit
nombre phylogénétique apparenté aux especes de Clavicipitaceae (RODRHEBUHEZ
2009), des Balansieae et leurs anamorphes (CleiYal., 1990), occupant quelques
Graminées de saisons fraiches et chaudes (RODRIGEIEAI., 2009). Ce sont des
endophytes systémiques (TINTJER et al., 2008 ; RAJA et al., 2015).

1.2.2.2. Mycoendophytes non-Clavicipitaceae
Les non-Clavicipitaceae représentent un groupe trés diversifie. lls forment un
assemblage polyphylétique, essentiellement d’Ascomycetes et représentent au moins trois
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groupes fonctionnels distincts selon leurs caractéristiques, leurs modes de vie et leurs
importances écologique (RODRIGUE al., 2009). lls se retrouvent asymptomatiquement

chez tous les types de plantes (SAIKKONEMNaI., 2015), a savoir les tissus des plantes non
vasculaires, des fougéres, des coniferes, des Angiospermes et chez les plantes de tous les
ecosystemes terrestres (RODRIGUEZal., 2009). Ces mycoendophytes non-systémiques

ont été souvent signalés de maniére abusive comme des mycoendophytes, infectant
exclusivement les non-Graminées, alors qu’ils peuvent se retrouver aussi chez les Graminées
(SAIKKONEN et al., 2015) et coloniser asymptomatiquement des parties de feuilles de ces
dernieres (CLAY et al., 1990).

1.2.3. Mode de reproduction et de transmission
Les mycoendophytes ont élaboré deux modes de transmission qui sont: la
transmission verticale, via les graines de la plante héte et la transmission horizontale, via les

sSpores sexuées ou asexuées.

1.2.3.1. Transmission verticale

Les mycoendophytes transmis verticalement ont été décrit par CAROLL (1988)
comme des « mutualistes constitutifs », associés systémiquement a leur plante hoéte. Ils sont
transmis d’'une plante a sa descendance par l'intermédiaire de leurs graines (DIRIHAN, 2016).
C'est le cas des mycoendophytes des Graminées, leurs hyphes se développent dans les
espaces intercellulaires des tissus des feuilles et des tiges, puis integrent I'ovule et les graines
(CLAY etal., 1990 ; GIMENEZet al., 2007 ; DIRIHAN, 2016) (Figure 6).
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Figure 6 : Représentation schématique du cycle de vie des champignons endophytes
du genre Neotyphodium transmis verticalement ( ) (REPUSSARD et al., 2013).

[ —Les parties de la plante colonisées par le Neotyphodium]

Les mycoendophytes sont initialement contenus dans la graine et se retrouvent plus
tard dans les différentes parties de la plante aprés la germination, c’est le cas du genre
Claviceps endophytes d'herbe. Elle se fait par la croissance végétative des hyphes qui est
completement interne (SELOSSE et SCHARDL, 2007) ; ainsi les hyphes du champignon sont
transmis de la plante infectée vers la descendance via les graines (SAIKK&NaN
2004a ; SAIKKONEN et al., 2010).

La transmission verticale par la graine a principalement été observée chez quelques
especes de champignons endophytes de la famille des Clavicipitaceae qui colonisent les
Poaceae, les Cypéraceae et les Juncaceae. Elle existe chez d’'autres especes d’endophytes
ayant été observés comme pouvant coloniser plusieurs espéces non granfioigspl.,

Vigna unguiculata,;Theobroma cacadzastanea spp.Colophospermum mopanéCURRIE
et al., 2014).

1.2.3.2. Transmission horizontale
Ce mode de transmission se fait par transfert de spores sexuées ou asexuees des parties

aériennes d’'une plante a l'autre avec l'aide de différents vecteurs comme l'air, le vent, les
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insectes, etc ... (CAROLL, 1988). Ces mycoendophytes non systémiques sont des
« mutualistes induits » (CAROLL, 1988). Souvent originaires de spores isolées, ils vont
coloniser des tissus particuliers et un espace limité par contagion (ARNOLD et LUTZONI,
2007 ; SAIKKONENEet al., 2015 ; DIRIHAN, 2016). Les spores, en germant vont pénétrer a
travers la cuticule, les stomates ou les blessures des tissus et coloniser I'espace intra ou
intercellulaire des tissus de la plante hote. Ce genre d’endophytes sont généralement associés
au plantes ligneuses. La majorité des jeunes feuilles des plantes vasculaires, qui sont
généralement exemptes de mycoendophytes dans les premiers moments de leur vie, vont étre
contaminés par ces derniers, tel qu’il est mentionné au niveau de la figure 7, qui schématise le

mode de transmission horizontale chez des plantes tropicales (HERRE et al., 2007).

@ - ~ No eanphyteS Density t
Spore rain ¢ Newly flushed leaf Diversity 1t
and colonization
——
TR
.
~4 weeks \ 4 Density
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Figure 7 : Représentation schématique du cycle de vie des mycoendophytes foliaires transmis

horizontalement chez les plantes tropicales (HERRE et al., 2007).

Les spores de champignon emportées par le vent ou la pluie se déposent sur les parties
aériennes et les racines de la plante, pénétrent a travers les stomates ou en formant des
appressoria (organes de fixation et de germination des spores) et colonisent finalement
I'intérieur de la plante.

|
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1.2.4. Interaction plante-champignon endophyte

Toute interaction plante-champignon est précédée d'une rencontre physique entre une
plante et un champignon. Plusieurs barrieres physiques et chimiques doivent étre surmontées
pour établir avec succés une association. L'hypothése de I'antagonisme équilibré était
initialement proposé (SCHUL#£t al., 1999; SCHULZ et BOYLE, 2005). Comment un
endophyte évite d'activer les défenses de I'hGte et parvient a se développer au sein de celui-Ci
sans provoquer des manifestations visibles d'infection ou de maladie ? (ARNOLD, 2005,
2007, 2008; SCHULZ et BOYLE, 2006) (Figure 8A).

Environmental
factors

(®)BALANCED
SYNERGISM

Associated plan
secondary
metabolites

e
Endophytes <49—E m—al Pathogens

Environmental Environmental
factors factors

Figure 8 : Interactions plantes-champignons endophytes (KUSARI et al., 2012c).

(A) L'hypothése d'un antagonisme équilibré.

(B) Maladie de la plante causée par des champignons pathogénes.

(C) Réciprocité endophytes- pathogéne.

Le point d'interrogation (?) indique que ce phénomeéne pourrait ne pas étre universel, en plus
la recherche est nécessaire pour la vérification.

(D) Stratégie de survie des endophytes.

(E) Synergie équilibrée.

Si les mécanismes de défense des plantes neutralisent complétement les facteurs de
virulence fongique, le champignon périra. A l'inverse, si la plante succombe a la virulence du
champignon, une relation plante-pathogéne conduirait & des maladies des plantes (Figure 8B).
Parce que de nombreux endophytes pourraient éventuellement étre pathogénes latents, ils




Peganum harmala L. et Diversité en Epiphytes et Mycoendophytes Foliaires

pourraient étre influencés par certains facteurs intrinseques ou environnementaux pour
exprimer les facteurs qui conduisent a la pathogénicité (ARNOLD, 2008) (Figure 8C). Par
exemple, I'expression du géene de la protéine kinase (sakA) de I'endfptigidoe festucae

se révele étre vital pour le maintien de son association mutualiste avet dhdie perenne

et la prévention de cette association pour devenir pathogene (EAT&@N2010, 2011).

Récemment, il a été révélé que l'interaction plante-endophyte pourrait ne pas étre juste
un équilibre entre la virulence et la défense, mais une interaction beaucoup plus complexe et
contrblée avec précision (Figure 8D). La production de produits naturels par des champignons
endophytes, autrefois considérée comme exclusive aux plantes, souleve également des
guestions intrigantes concernant I'organisme source d'origine. En fait, il est possible que
divers meétabolites végétaux pourraient en fait étre des produits biosynthétiques de leurs
endophytes (KUSARI et al., 2012c).

Le commensalisme et le mutualisme représentent les étapes équilibrées d'interactions des

plantes-microorganismes.

» Commensalisme
Le commensalisme est bénéfique pour I'endophyte qui percoit un abri et une provision

d’éléements nutritifs et que sa présence a lintérieur d'un tissu hbte ne provoque aucun

dérangemen(FANOHARANTSOA, 201).

» Mutualisme
Le mutualisme, par contre, est défini comme une interaction bénéfique pour les deux
partenaires. En plus des avantages pour l'endophyte, le mutualisme est fréquemment
considéré comme des résultats encouragés par I'h6te, car la plante percoit aussi des éléments
nutritifs et des molécules de défense contre les phytopathogenes (WALLERB0A&).

Les différentes étapes de la colonisation par un champignon endophyte sont illustrées

dans la figure 9.

&
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Figure 9 : Développement symbiotique des endophytes fongiques (AKIYAMA 2005).

(@) Une fois que les spores germent et approchent un appareil végétatif de I'héte, la
dominance apicale est abandonnée et le branchement d'hyphes est déclenché par le 5- désoxy-
strigol (AKIYAMA etal., 2005) ,

(b) Dés le premier contact physique, le champignon forme un appressorium qui parait induire
le mouvement du noyau de la plante vers le site du contact (AKIY &4, 2005),

(c) Les éléments cytosquelettiques et le réticulum endoplasmique forment I'appareillage de la
pré-pénétration le long de I'axe du mouvement nucléaire (GEMRE 2005),

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

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

induction équilibrée de génes de la défense de la plante.

L'environnement de I'endophyte peut affecter le métabolisme des produits chimiques
de défense de I'h6te (CABRAdt al., 1993 ; PETERSt al., 1998 ; SCHULZt al., 1999).
Un environnement hostile peut expliquer ['évolution de la capacité de synthese
potentiellement accru des endophytes. Ceci dit I'endophyte isolé d'une plante héte donnée
produit un composé bioactif, mais ne parvient pas a le synthétiser lorsqu'il est isolé d'une autre

espece de plante (LI et al., 1996).
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En outre, les conditions environnementales quiwnteffet sur la croissance de la
plante héte influent sur le nombre et la diversiés populations d’endophytes, et de ce fait
sur les métabolites produits par ces endophytekliBEt al.,2012).

La différence entre les endophytes est au nivealeuteprofil métabolique et donc de leur
activité biologique. Cela est liee a la compositthimique des plantes hotes (PAULESal.,
2006).

Les champignons endophytes exhibent généralemenviendiscréte le plus souvent
entiére et quelques fois partielle, durant laguédlecolonisation et la croissance peuvent
cesser temporairement, mais reprendre a nouvea&s apr changement induit de la part du
végétal héte ou de I'environnement biotique. Céimg de croissance épisodique est une
caractéristique déterminante des endophytes enalé6d ONEet al.,2004).

1.2.5. Diversité des champignons endophytes au naedes végétaux

Les mycoendophytes sont fréquemment isolés a padies plantes
médicinales. DREYFUSS et CHAPELA (1994) ont estigudl pourrait y avoir au moins 1
million d’especes de mycoendophytes.

La plupart des champignons endophytes appartienaefembranchement des
Ascomycota cependant certains appartiennent a d’autres sabadd que les Deuteromycota,
Basidiomycota, Zygomycott les Oomycot§SAAR et al, 2001); ils représentent un groupe
tres diversifié (ZABALGOGEAZCOA, 2008) avec uneigsdtion de 1.5 millions d’espéces
(FERNANDESEet al, 2009) et une moyenne d’environ 50 especes d’dndep par espece
de plante, dont les multiples strates de tissus wilisées comme habitat. lls ont été isolés a
partir de toutes les plantes étudiées a ce josrplmtes allant des grands arbres (OSES,
2008), palmiers (FROHLICHt al, 2000), Graminées marines (ALV& al, 2002) et méme
a partir des lichens (L8t al, 2007) et aussi, a partir de plantes poussant ldarferéts aussi

bien tropicales, tempérées que boréales (STEMNE, 2004).

1.2.5.1.Facteurs de diversité des champignons endophytes

Les données démontrent que les assemblages, dfaboa, la diversité et la composition
taxonomique des endophytes different en fonctio’identité et la localisation de I'hote,
mais aussi en fonction des affinités avec les hidteses communautés (SCHULZ et BOYLE,
2006 ; HOFFMANetal., 2008). La saison, la méthode d’isolement et I'éatsanté du tissu
affectent aussi la fréquence et la distribution éggéces mycoendophytiques (VARVAS

al., 2013). La diversité et la densité de colonisamgmentent fréquemment pendant la

v




Peganum harmala L. et Diversité en Epiphytes etddgdophytes Foliaires

période de végétation, puisque la transmissiorzbptale prédomine, mais aussi en automne
a la fin de la période de végétation ou la spodaasexuée augmente (SCHULZ et BOYLE,
2006). La transmission horizontale et la reproducsexuée fréquente augmentent aussi la
diversité génétique et le nombre d’especes de mgogdytes non systémiques, méme dans
une seule feuille (SAIKKONENMtal., 2015).

Un autre facteur qui contribue a la large diversitéservée dans les assemblages
endophytiques est la variation géographique. Laa tgolés des mémes espéeces d’hote
tendent a changer d'un emplacement a un autre. Dmnsontexte géoclimatique, les
assemblages endophytiques semblent étre riches ldangopiques comparés aux zones
tempérées ou froides du monde (ZABALGOGEAZCOA, 2008

L’age des plantes aussi a un effet sur la dived@gmycoendopphytes. Comme le temps
de l'exposition a linoculum endophytique augmerdeec I'age, les plantes semblent
accumuler un nombre élevé de mycoendophytes darstigsus. C’est pour cela, les parties
ageées des plantes peuvent arborer plus de mycdeytdsp que les plus jeunes
(ZABALGOGEAZCOA, 2008). Quelques corrélations emigt entre les assemblages
endophytiques et la chimie de I'nGte. Par exemiaeteneur totale en flavonoides et en
composés phénoliques chez des plantes médicinaltiges influencent le nombre de taxa de
mycoendophytes isolés (HUAN& al., 2008).

1.2.5.2. Obstacles rencontrés dans la découverte k& biodiversité des mycoendophytes
Selon CHENt al.(2015), la biodiversité fongique et I'emplacemehylpgénétique et
taxonomique de la majorité des champignons endephyest pas encore explorée et c’est en
partie pour les raisons suivantes:
= quelques endophytes ne peuvent pas étre mis amefARNOLD et LUTZONI,
2007 ; CHENetal., 2015) ;
= méme quand ils sont mis en culture, beaucoup @enpignons endophytes ne
forment pasin vitro la structure morphologique qui est utilisée tiadmellement
dans la taxonomie (CHENet al.,, 2015), donc le critere Reconnaissance
Morphologique des Espéces (RME) est difficile a elépper chez les taxa de
mycoendophytes, parce que leur caractéres phégabgisont simples et ne
développent pas souvent des caractéres taxonomiggeésatifs et des structures de

reproduction sexuée ou asexueée (GAZS al., 2011); en outre, le critéere

-
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Reconnaissance Biologique des Especes (RBE) est difftcile a formuler, parce
gue les systemes de reproduction sont inconnusragjorité des especes ne peuvent
pas étre amenées a produire leur formes sexuérdtare (GAZISetal., 2011) ;

= |a majorité des études de culture-indépendante hdengignons s’appuient sur la
transcription nucléaire ribosomale interne de taae espaceur (nrlTS) (CHE&t al.,
2015) ; c’est le critere Reconnaissance Phyloggonetdes Especes (RPE) en rapport
avec les variations de I'acide nucléique pour diéim’uniformité phénotypiques, les
manifestations asexuées et les lignées de champmgnaoultivable (GAZIS etl.,
2011), qui n'est pas favorable a des analyses phyktiques de grande envergure,
ou utilisent de courtes interprétations qui proaiemt la limite de la puissance de
résolution (GAZISet al.,2011 ; CHENetal., 2015) ;

= de plus, la grande majorité des especes mycoentigpby n’'ont pas été décrites,
méme si beaucoup d'ordres ont été consignés déreséade données GenBank, ce

qui prouvent la limite des informations taxonomig|(€HENetal., 2015).

1.2.6. Roles des champignons endophytes

Les champignons endophytes recoivent les nutrimensotection et la possibilité de
se propager grace a leurs hétes (CLAY et SCHARDIQ2? et en retour la plante héte
bénéficie aussi de certains avantages procurdspdophyte.

1.2.6.1. Role dans la nutrition et la croissance

Les champignons endophytes ont un réle dans lasaoce de I'hote et I'absorption
des nutriments (SELIMt al., 2012). De nombreux endophytes sont connus pofixdaon
de l'azote (N), la solubilisation du phosphatenétoration de I'absorption du phosphore (P),
la production de sidérophores, ACC désaminaseretdies végétales. Parmi ces hormones,
il y a les auxines, abscisines, éthyléne et giblides, qui sont importants pour la croissance
des plantes ainsi qu'a leur développement et e¥gist au stress biotique et abiotique
(BALDANI et al, 1986 ; BARRAQUICet al, 1997 ; MALINOWSKIet al, 1999 ; ZOUet
al., 1999 ; MALINOWSKI et BELESKY, 2000 ; BODDEt al., 2003 ; LOIRETEet al,
2004, SANDHIYAet al,2005 ; FIRAKOVAet al.,2007).

D’autre part, ces mycoendophytes peuvent améliararoissance d’'une plante en
produisant des phytohormones, sans faciliter ligghem des nutriments de I'hote ou stimuler
le métabolisme. Ces champignons peuvent augmeatebidmasse en produisant des

hormones de croissance ou en induisant la productes hormones de I'h6te (PETRINI,

ty
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1991 ; SCHULZ et BOYLE, 2005 ; Lét al.,2012). Selon SELIMet al. (2012), I'utilisation
d'extraits de cultures fongiques d’endophytes pamonéliorer la croissance des plantes,
indiquent que les agents solubles dans ces exti@itslture peuvent stimuler la croissance de
I'h6te de maniere similaire aux champignons enssemice active, ce qui prouve que les
champignons endophytes produisent des phytohormoméso ainsi quin vivo.

D’apres SURYANARAYAN et al. (2012), le mode d’absorption et de nutrition chez
les champignons ont conduit a I'évolution et a éarétion d’'une batterie d’enzymes qui
catabolisent des complexes de polymeres organiglaes I'environnement en petits
constituants, absorbés ensuite par leurs celldaeslp métabolisme.

D’aprés PRASADet al. (2008), les plantules régénérées de tabac soundisua
techniques de durcissements biologiques différentanontré 88-94% de survie lorsqu'elles
sont inoculées avec un endophyte racinaire comimitormospora indica mais seulement
62% de survie chez les témoins non inoculés. AiRsiindica améliore la croissance des
plantes et la survie par un impact positif surat'étutritionnel et de l'eau de la plante. I
augmente le potentiel de reproduction, améliorgpr$ormances de la racine et fournit une
défense naturelle contre les envahisseurs, y cenggiparasites et les pathogénes. En effet,
'amélioration de la nutrition et de la croissameivent avoir des effets positifs indirects sur
les autres fonctions bien connues, comme une phrglg tolérance au stress ou la résistance
a des agents pathogénes chez les plantes (SCHIR@¥LE, 2005).

1.2.6.2. ROle dans la tolérance au stress

En plus de I'approvisionnement en éléments nwrétfminéraux, les mycoendophytes
peuvent améliorer aussi la tolérance aux stresgtigbés et biotiques. lls peuvent ainsi aider
les plantes hétes a tolérer et a résister au diee$environnement tels que la sécheresse, les
sels et les températures élevées (POTERI.et1979 ; WEST, 1994 ; MALINOWSKI et
BELESKY, 2000). Dans la plante herbaddehanthelium lanuginosupgui vit dans les
régions ou les températures du sol peuvent ateib@fC, la présence des champignons
endophytes peut améliorer les conditions physiqgies plantes. Avec un champignon
endophyte comme€urvularia sp.la plante a mieux survécu a la température élduésol et
au stress hydrique que les plantes indemnes dehegspignons (REDMANet al., 2002).
Lorsque @rvularia qui est un mycoendophyte occupe une localisatitiairfe, il confere a
I'hnerbeDichantheliumune adaptation a la chaleur extréme (REDMAIdIg2002).

E
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WALLER et al. (2005) ont signalé le potentiel &&riformospora indicaa induire une
tolérance au stress salin chez I'orge. L'effet figme sur I'état de défense a été détecté dans
les feuilles distales, ce qui démontre une inductile la tolérance systémique et de la
résistance par un champignon endophyte racinagtte @lternance de maniere systémique a
été associée a une augmentation de la capacitkyafeinte, due a une activation du cycle de
glutathionascorbate qui se traduit par une augrtientglobale du rendement en grain. Par
conséguent, ces symbioses sont d'une grande impertear elles pourraient aider les plantes
a mieux s'adapter au changement climatique (RODHIBE! al.,2004).

Les champignons endophytes des Graminées foursagargmentent de maniere
significative la tolérance a la sécheresse de spéces (CLAY et SCHARDL, 2002). La
teneur en eau des Graminées associées a des etdoplgit plus élevée que celle des
Graminées dépourvues d’endophytes (BU€&kKal, 1997; ELBERSEN et WEST, 1996). Ce
phénomeéne peut s’expliquer par I'accumulation seae solutés dans les tissus des plantes
infectées par les endophytes par rapport aux auttepar la réduction de la conductance
foliaire et un ralentissement du flux de transporatMALINOWSKI et BELESKY, 2000),
ou encore par la limitation de la germination desirggs pour réduire le risque de la mort de
la plantules (GUNDELet al, 2006). De méme pour la teneur en aluminium duFsdtuca
spp.infectée par les endophytes a démontré une plusigriblérance a I'aluminium et une
plus grande croissance par rapport a la plantanfeatée (LIUet al, 1996; ZAUROVet al,
2001).

Les conditions climatiques a la surface des feuiiariant rapidement en fonction des
cycles jour/nuit et des épisodes de pluie, on pattendre a ce que le changement climatique
ait un effet sur les communautés microbiennes dehglosphére. La température et
I'humidité superficielle sont des parametres emviesnentaux qui déterminent le taux de
croissance, la germination, et les paramétres dienisation. Cependant, les niveaux de
température et d'humidité présentent souvent ds fdrangements, méme a l'intérieur de
courts cycles jour-nuit, limitant ainsi la fréequendes conditions appropriées pour l'infection
des tissus vegeétaux (MONTESIN@Sal.,2002.

&
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1.2.6.3. Role dans la résistance contre les pathogs et les herbivores

Les champignons endophytes peuvent protéger lelastegs hoétes des agents

pathogénes et de parasites (ARNOL® al., 2003, AKELLO et al.,, 2007). Les

mycoendophytes peuvent réduire la pression desvibegls, en produisant des alcaloides

toxiques pour les insectes et les vertébrés (SCHARDO1).

Iy a au moins trois principaux mécanismes paguets les endophytes peuvent

améliorer la résistance de I'hdte aux agents patiesy (MANDYAM et JUMPPONEN,

Le premier mécanisme est basé sur la concurrente emdophyte et l'agent
pathogene sur les mémes ressources. Ceci est éhsanexemple chekEusarium
oxysporumUn endophytes non pathogéheoxysporum Fo4thibe le pathogenk.
oxysporum f. spradicis-lycopersiciet réduit la pourriture des racines de la tomate
(BOLWERK et al.,2005).

Le deuxieme mécanisme permettant de lutter coesephthogenes peut étre lié a
I'effet des endophytes sur la plante héte pour pireddes phytoalexines et/ou des
composeés biocides ou de sa capacité de produtreduoie des fumigants et d'autres
agents antimicrobiens. C’est le cas $pilanthes calvdorsqu’il est inoculé avec
Piriformospora indica il produit une gamme de composés antifongiques. flantes
inoculées aved. indica produisent des extraits qui étaient inhibiteurs dgents
pathogenes transmis par le deligarium oxysporurat Trichophyton mentagrophyfes
(RAI et al.,2002). La capacité des champignons endophytgsoaisser les insectes et
méme a augmenter leurs taux de mortalité est éer@lec leurs capacité de produire
des toxines, par exempheremonium loli,un endophyte deolium perenngproduit
une forte toxine lolitreme B qui provoque la rédoctdes attaques d’insectes, il y a
aussi les toxines N-formilonine et paxiline prodsitpar Neotyphodium spun
endophyte déechinopogum ovatysjui tue le charancgohistronotus bonariensigt
d’autres insectes (MILES&t al.,1998).

Le troisieme mécanisme possible est d'amélioretdstance a des agents pathogénes
de I'néte, par induction de réponses de défendbate par des endophytes localisés.
Ce mécanisme est souvent rencontré dans les systeémeorhiziens. Des
modifications structurelles et I'induction de lgrslisation de la défense peuvent de
méme résulter de la colonisation par les endopiit€8DE et SCHREINER, 1992 ;
GIANINAZZI et al., 1996). Un endophyte associé aux racines non faergppelé

LtvB3 limite la propagation d&erticillium longissimachezBrassica campestrien

=
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formant des barrieres mécaniques, par appositioaslad paroi cellulaire et
épaississements (NARISAWAt al, 2004). En conséquence, les symptdmes des
pathogenes externes et internes ont été réduphidale 80%.

1.2.6.4. Role dans I'environnement

Les mycoendophytes jouent un rdle important agauvécologique, dans le but de
diminuer I'ampleur de la dégradation de l'environest, la perte de la biodiversité, la
détérioration des terres et de l'eau causée pditisktion excessive des insecticides
organiques toxiques, eaux useées industrielles gtgae toxiques. La lutte biologique en
utilisant ces endophytes s’est révélée comme une/efle méthode efficace, largement
utilisée dans l'assainissement de I'environnemé&u( et al., 2008). Les champignons
endophytes peuvent jouer un role direct ou indideets le processus de phytoremédiation et
la dégradation des toxines environnementales. do@iment par |'amélioration de la
croissance des plantes ayant la capacité de phytoiation ou directement par la
dégradation et/ou I'accumulation de polluants. VAKEN et al. (2004) ont rapporté qu’un
endophytesMethylobac-Corynebacterium sp populum. navsouche BJOO1 a été impliquée
dans la dégradation des composés énergeétiqueguiele 2,4,6-trinitrotoluene, hexa-hydro-
1,3,5-trinitro-1,3,5-triazine, hexa-hydro-1 et 3tbntro-1,3,5-triazine. DAlet al (2010) ont
montré que I'endophyteCeratobasidum stevensipourrait dégrader le phénanthréne,
hydrocarbure aromatique polycyclique, mettant agrsiévidence une nouvelle application
pour la bioremédiation des champignons endoph@g®{Y ANARAYAN et al.,2012).

Certains endophytes ont montré une mobilisation mésaux lourds par sécrétion
d’acides organiques de faible masse moléculasgotlent un réle clé dans I'adaptation de la
plante hote aux environnements pollués et peuveméliarer la phytoremédiation en
mobilisant, dégradant ou immobilisant les contamisalans le sol, favorisant 'amélioration
de la tolérance aux métaux par les plantes (GERNEAdNal., 2009 ; Llet al.,2012).

1.2.6.5. Applications biotechnologiques des mycadophytes

Les mycoendophytes ont une grande capacité a peodaoiarsenal enzymatique qui
pourrait étre utilisé dans diverses applicatiorstdamhnologiques telles que les applications
environnementales des enzymes de dégradation,pl@gations médicales ainsi que les
biotransformations des composés organiques (FIRAKQ@Y al., 2007, PIMENTELet al.,
2011, SURYANARAYANAN et al.,2012).

5
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Les champignons endophytes produisent habituellefesrenzymes nécessaires pour
la colonisation des tissus végétaux. Il a été dérmdogue la plupart des endophytes sont
capables d'utiliser au moimms vitro plus de nutriments végétaux et de composantsiaieds.

La plupart de ces endophytes étudiés utilisentylane et la pectine, montrent une activité
lipolytigue et produisent des péroxydases, desakes; des chitinases et des glucanases
(SIEBERet al.,1991; LEUCHTMANNet al, 1992 ; MOYet al, 2002 ; Llet al.,2004).

Selon STAMFORDet al., (2002), les enzymes thermostables amylolytiqueg so
intéressantes pour I'amélioration des processusisingls de dégradation de I'amidon.
Streptosporangium spin actinomycete endophyte isolé a partir de fesiidle maisZea mays
L.) est capable de produire une glucoamylase passédes propriétés thermostables.
KUMARESAN et al. (2002), en utilisant des tests qualitatifs de sk&gje sur gélose, ont
constaté que la plupart des champignons endopfuofiases des arbres de différentes foréts
de la chaines de montagnes des Ghats occidentade dlu Sud) ont produit des enzymes
extracellulaires telles que des amlyases, deslasdls, des chitinases, des chitosonases, des
laccases, des lipases, des protéases et des pestindette polyvalence constitue le
fondement que les enzymes des champignons endspstent probablement utilisées dans
de nombreuses applications y compris dans les idesyade la santé, la production
alimentaire, I'énergie ainsi que I'environnement.

Selon BORGESt al.(2009) et BARTHet al. (2010), il n’est peut-étre pas surprenant
gue ces endophytes catalysent la biotransformaliome variété de molécules. Par exemple,
les endophytes isolés Aphelandra tetragona biotransfoment les molécules de
phytoanticipines en nouveaux métabolites par uryaton, une oxydation, une réduction,
une hydrolyse et des réactions de nitration (ZIKMMDVA et al.,2002). Ces champignons
endophytes sont capables de transformer des mi¢gbaecondaires en des produits
similaires a ceux qui sont formés par le métabdisim phase | des xénobiotiques dans le foie
chez les mammifereSURYANARAYANAN et al.,2012).

1.2.6.6. Champignons endophytes comme source de gudts naturels bioactifs

Les meétabolites secondaires sont définis comme ateaposés de bas poids
moléculaire, qui ne sont pas nécessaires pourdigsance en culture pure, sont produits
comme une adaptation pour des fonctions spécifigaas la nature. lls jouent un réle viial
vivo: comme exemple, les nombreuses interactions mié&abe entre les champignons et
leurs plantes hétes, comme la signalisation, lerds et la symbiose (SCHULZ et BOYLE,
2005).

e
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D’aprés TENGURIAet al. (2011), les champignons endophytes sont la sodece
produits naturels et dans l'optimisation de la eeche de ces nouveaux métabolites
secondaires bioactifs ; il est pertinent de considgue:

1. les métabolites secondaires synthétisés par umpgigaon peuvent correspondre avec son
environnement écologique ;

2. les interactions métaboliques continuelles eng® dhampignons et les plantes hétes
peuvent augmenter la synthése de ces métabolitesdares.

Le nombre de médicaments produits par les mycodrydep est important par rapport
a celui des bactéries endophytes. Les produitsrelatae ces champignons endophytes
peuvent étre regroupés en plusieurs catégoriesaltaloides, les stéroides, les terpénoides,
les isocoumarines, les quinones, les phénylproplaspies lignanes, les phénols, les acides
phénoliques et les lactones aliphatiques, etc...dampignons sont capables de fournir de
nouveaux métabolites secondaires ayant des astitélogiques utiles. Beaucoup de
principes actifs ont été isolés et caractériséaréirgle ces endophytes et possédant diverses
activités biologiques, parmi elles l'activité¢ amthcéreuse, antioxydante, antifongique,
antibactérienne, antivirale et anti-immunitairej gant résumées dans le tableau Il (RAIl
al., 2012).

Selon STROBEL (2003), si une source microbienna di&dicament était disponible,
ceci pourrait contribuer a limiter I'utilisation sigplantes médicinales et a préserver celles qui
sont rares. Le prix du médicament devrait égalenétreg réduit, étant donné que ces
molécules peuvent étre produites par fermentat®iadméme maniére que la pénicilline.
L’exemple du taxol, molécule anticancéreuse esleégant produit par un certain nombre de
mycoendophytes, tels quehyllosticta spinarum, Robillardoides bartalinia,egtalotiopsis
terminaliae, Botryodiplodia theobromaeEn outre, d'autres genres communs comme
Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, $ariumet Mucor ont été rapportés en tant
gue producteurs de taxol (GANGADEVI et MUTHUMAR®008 ; KUMARAN et al,
2008 ; GANGADEVI et MUTHUMARY, 2009 ; PANDét al.,2010 ; ZHACet al.,2010).

&
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Tableau Il : Mycoendophytes isolés de différentes plantes melas et leurs activités
biologiques (RAlet al.,2012).

Utilisation de la plante

Champignon . - R »
Hotes en médecine localisation Bio-activités Références
endophyte -
traditionnelle
Cylindrocarpon sp, ) ]
Saussurea Polyarthrite rhumatoide Asie et o ) YA-LI etal.
Phoma sp., ] antimicrobienne
) involucrata toux et mal de ventre Europe (2010)
Fusarium sp.
Apodytes o ) )
. ) o ) Parasites intestinaux et Afrique du ) 3 SHWETAZet al.
Fusarium solani | dimidiata(poire | ) ] Anticancéreuse
inflammation de l'oreille sud (2010)
blanche)
» Anticancéreuse,
Taxomyces Taxus Amerique WIYAKRUTTA
s cancer cancer des
andreanae brevifolia du nord et al. (2004)
poumons
Penicillium
Catharanthus )
crysogenum, Coagulation du sang et ) i KHARWAR et
) roseus L Inde Anticancéreuse
Aspergillus diabéete. al. (2008)
) (sadabahar).
fumigatus
Phoma ) ) ) ) ) o ) WEBER et al.
o Medicago sp. | Tractus digestif et reins Italie antimicrobienne
medicaginis (2004)
Fiévre, vomissements, |a
) ) dysenterie, typhoide, ) ) )
Fagonia cretica Alicante Antifongique et KROHN et al.
Phoma sp. ) maux de dents, troubles o
(dhamisha). ) (Espagne) algicide. (2007)
d’estomac et maladie de
la peau.
o Paris Morsures de serpents
Pichia ) ) ) - ZHAO et al.
. . polyphylla venimeux, furoncles, Chine antibactérienne
guilliermondii R . (2010b)
(satuwa). maux de tétes et ulcére.

1.3. Matériel et méthodes
1.3.1. Zone d’étude

1.3.1.1. Description de la zone d’étude

La région de Laghouat est éloignée de la capitdderAde 400 Km, sur la latitude

Nord de 33° 48’, la longitude Est de 02°35’, avee @altitude de 752 m. Elle s’étale sur une
superficie de 25052 KMANONYME 1, 1998). Elle est limitée géographiquerneau nord

et a I'est par la wilaya de Djelfa, a 'ouest pes Wilayas de Tiaret et El Bayadh et au sud par

la wilaya de Ghardaia (Figure 10). La wilaya dehagat est constituée de trois zones sur le

plan naturel, a savoir une zone nord constituéelgmrHautes Plaines Steppiques agro-

pastorales, de superficie totale égale a 464.5Q0uha zone centrale de piémonts et
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montagnes agrosylvopastorale, ainsi qu'une zon@ldieau saharien au sud de la wilaya
(ANONYME 2, 2010).

<

-pT

Figure 10 : Situation géographique de la zone d’étude (Lagh®lgérie)
(Google Earth, 2014).
Au cceur du pays des dayas, dans la partie méridialeala wilaya de Laghouat, se

localise notre zone d’étude. Dayate Aiat se loeadi$0 km du chef-lieu de la wilaya, dans la
région de Timzerth. Ces coordonnées GPS sont 33{xN la latitude, 2°56E pour la
longitude. Elle se trouve a 871 m d’altitude (LIMEMtal., 2014).

1.3.1.2. Bioclimat de la zone d’étude

Pour caractériser le climat d’'une région donnéayipkité et température sont les
principaux parametres pris en considération, car péus disponibles des parametres
météorologiques, mais aussi au vu de l'importamieence gqu’ils exercent sur la distribution
de la végétation ainsi que l'interaction de cet@iendere avec le sol.

La zone d’échantillonnage étudiée est dépourvuestditon météorologique. Nous
avons donc utilisé les données thermiques et plugioques de la station de Hassi R'mel qui
a été mise en place en 1994. Elle est située an/@4ltitude, a une latitude de 32° 56’ N et
une longitude de 03° 18’ E, et ceci pour une péridd dix ans (2002-2012), recueillis par
I'Office National de la Météorologie (O.N.M) d’Alge

Sur le plan bioclimatique, la zone d’étude se sdaes I'étage aride, avec une saison
seche de 11 mois par an (LIMANE at., 2014). Le diagramme ombrothermique de

E




Peganum harmala L. et Diversité en Epiphytes etddgdophytes Foliaires

BAGNOULS et GAUSSEN montre que la période séche doute I'année (Figure 11)a
zonation écoclimatique de LE HOUEROU (1995) coneespécialement les régions
d'Afrique du Nord. Elle consiste a tracer un diagmee qui porte sur les ordonnées le quotient
pluvio-évapotranspiratoire (P/ETPpgt sur les abscisses les moyennes des températures
minimales du mois le plus froid. Le croisement @s deux variables donne I'étagement

bioclimatique de la région étudiée.

Les données nécessaires pour la zonation écodingasielon la méthode de LE HOUEROU

(1995) sont données dans le tableau IlI.

E
E )
o Hassi R'mel (1995 - 2001/2003 -2004) s

70 + T 35

AT

50

30 /0/ . \\ 15

20 +—4

=
LN

- 10

-
10 +—H ! - _Swes_ss 1

= 0
] FMAMIJ Jt AS OND

D.S:Dry
#— Monthly means P

—4— Monthly means T

Season

Figure 11 : Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussanigstation d’étude
(Source LIMANEet al.,2014).

Tableau Ill: Données et variables calculées utilisés dans $sifileation écoclimatique de
LE HOUEROU (1995) de la station d’étude (BOUBRIMZ)14).

. . ETPp o
§tat|_o,n Altitude P M m M+m/ [(M+m)/2]x68, P/ETP (PIETPP)x100 Cla_s_smcat
étudiée (m) (mm) 2 64 (mm) p ion

Aride
Laghouat | 777 | 181,42 40,89 | 2,03 | 2146 1473 0,12 12 ";f‘;'z'\fe“rr
frais

&
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ETP correspond a I'évapotranspiration calculéetir pla la formule de PENMAN :
ETP=[(M+m)/2] x 68,64 (LE HOUEROU, 1995).

L’analyse du climat a travers ses différentes caaptes sur une période allant de
2002 a 2012 (Tableau 1) a révélé que notre dayplaa®e dans I'étage bioclimatique aride
inférieur a hiver frais.
1.3.2. Echantillonnage sur le terrain

Les feuilles dPeganum harmalant été fraichement récoltées sur dix sujets sains
mois d’Avril 2015 de maniere aléatoire. L’échamtilhage a été effectué a dayate Aiat, région
de Timzerth, wilaya de Laghouat (Algérie). Les éthlans ont été placés dans des
enveloppes et conservés dans des glaciéres juqu’atilisation rapide au laboratoire. Les
feuilles ont été partagées en deux lots, certatneslorer afin de mettre en évidence la
présence des mycoendophytes, d’autres a mettrelteimecpour l'isolement des champignons

endophytes et épiphytes.

1.3.3. Matériel, produits chimiques et milieux de wltures

Matériel : boites de Pétri, Bec Bunsen, lames a Bistourstallisoirs, lames, lamelles,
microscope optique, étuve, balance de précision.

Produits chimiques : éthanol 95%, eau javel, eau distillée stériliséeloramphénicol,
glucose, Agar- Agar, Bleu Trypan, KOH (10%)®4 (10%), acide lactique (10%).

Milieux de culture : PDA (Potatos Dextrose Agar), PDB (Potatos Dexti®seh) (Annexe
1).

1.3.4. Coloration des feuilles et mise en évidendes mycoendophytes foliaires
La coloration des feuilles d@eganum harmala été réalisée selon le protocole de PHILLIPS
et HAYMAN (1970).

= Mettre des feuilles dans du KOH (10%), a I'étuveagant 30 min (2 X 15 min) a

90°C, remplacer la solution de KOH lorsqu’elle fesicée.

* Ringage a l'eau courante.

= Mettre les feuilles dans du,8; (10 %), a I'étuve pendant 5 min a 90 °C.

= Ringage a I'’eau courante.

= Neutraliser les feuilles dans un bain d’acide tagti (10%) pendant 3 a 4 min.

= Ringage a l'eau courante.
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= Mettre les feuilles dans du Bleu Trypan, a I'ét96°C) pendant 2 heures (ou toute
une nuit).
*= Ringage a l'eau courante.
= Mettre dans du glycérol pour la conservation.
= Apres coloration, mettre les feuilles entre lametamelles, observer au microscope
optique a différents grossissements.
1.3.5. Isolement et mise en culture
1.3.5.1. Préparation du milieu PDA
= 200g de pomme de terre en tranches + 200m| d’estilié®.
= Mettre a cuire pendant 15 a 20 min, ensuite orefilt
= Le filtrat est récupéré est mis dans un erlen mayagiter en chauffant.
= On rajoute 20g de glucose, 20g d’Agar-Agar et omgiete a 1000 ml avec de I'eau
distillée (Annexe 1). Le mélange est retiré de lagpe chauffante lorsqu’il est
homogene et clair.
= On autoclave le milieu de culture a 120°C pend@ninih, on rajoute quelques mg de
chloramphénicol.
= On laisse refroidir et on coule les boites de R#itie deux Bec Bunsen, avec respect

des conditions d'aseptie.

1.3.5.2. Isolement et mise en culture des épiphytes

Les champignons épiphytes ont été isolés suivaptdocole de PUSZt al. (2015)
avec quelgues modifications. Les sujets échantibsnne présentant aucun symptéme de
maladie. Cing feuilles ont été détachées de chagjet. Ces derniéres sont placées dans des
flacons de 20 ml, contenant 10 ml d'eau distilkégilssée. Les flacons sont mis a centrifuger
pendant 10 min a 4250 tours par minute (6X550g).dunmsurnageant obtenu a été ensemencé
pour chacun des dix sujets dans trois boites de (#éis répétitions par sujet). Ces derniéeres
sont préalablement coulées avec du PDA contenarchliwamphénicol, afin d’éviter toute

contamination bactérienne et incubés a 'obsceti#température ambiante.

1.3.5.3. Stérilisation superficielle et mise en dulre des champignons endophytes

La stérilisation superficielle a été réalisée sdéoprotocole de SCHULEZt al. (1993),
afin d’éliminer les organismes épiphytes qui deraptiau niveau du phylloplan. Des folioles
sont détachées et lavées a I'eau courante, afimibér les poussiéres et les débris. Chaque
échantillon est traité avec de I'éthanol 95% pebhdamin, suivi d’'un traitement a l'eau

-
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javellisée pendant 3 min, puis un deuxiéme traitgnae’éthanol 95% pendant 30 sec. Entre
ces trois traitements, on procéde a un ringageau ldistillée stérilisée. On seche les feuilles
avec du papier buvard stérilisé. On coupe a l'alleme lame a bistouri stérilisée des
fragments qu'on ensemence sur P3uinze feuilles par sujet sont ensemencées sur PDA
additionné de Chloramphénicol, pour éviter la péosition intempestive de bactéries,
incubés a I'obscurité et a température ambiante.
1.3.6. Identification macroscopique et microscopiges des souches fongiques

Apres incubation (7 jours a l'obscurité, températuambiante), on procede a
l'isolement et lidentification microscopique deserges fongiques. L’identification des
champignons a été réalisée a partir des obsergati@troscopiques et microscopiques, a
savoir la morphologie des hyphes, présence ou eabsinseptations, forme et regroupement
des conidies et spores (solitaires, chaine, bougyetinsi que les caractéres morpho-
culturaux sur PDA (contours, couleur, relief, tn@aence, aspect de la surface et taille)
(ELLIS, 1971; WATANABE, 2002 ; DOMSCHet al.,2007 et SAMSONMet al.,2010).

1.3.7. Etude statistique
= La fréquence de colonisation FC (%) est calculémnda formule suivante :
FC(%) = Nombre de fragments colonisés / Nombre totale fragments x 100

Des histogrammes concernant les différences deidraxg de colonisation selon les
sujets échantillonnés ont été traddee analyse statistique de type ANOVA a été réalesfin
de mettre en évidence les différences entre lequémces de colonisations par les
mycoendophytes des dix sujets échantillonnés. dh ¢emplémentaire de comparaisons
multiples des moyennes (NEWMAN-KEULS) a été réapsér classer ces sujets en groupes
homogenes, afin de mettre en évidence la fréquéaamlonisation par les mycoendophytes

foliaires dePeganunharmala.

= Afin d’estimer cette diversité fongique, les abomckss des différents genres fongiques
recensés pour les dix sujets concernant les chammigépiphytes et endophytes ont

été calculés suivant cette formule :

Ng
A(%)=——
Nt

&



Peganum harmala L. et Diversité en Epiphytes etddgdophytes Foliaires

A : Abondance des genres,

Ng : Nombre de fois que le genre est recensé chez at suj
Nt : Ensemble des répétitions.

= La diversité fongique est estimée par I'indice der$on qui est calculé avec la
formule suivante (MAGURRAN, 1988) :
% %

H-> — Ln

%o )

X; - est le nombre total d'isolats spécifiques,

Xo €st le nombre total de tous les isolats.

L’indice de Shannon a été calculé pour chacun desujets épiphytes et endophytes.
= Pour déterminer la similarité entre les communaut@sgiques épiphytique et
endophytique pour les différents sujets récoltésguiotient de similarité (QS) de
Sorensen a été utilisé et calculé par la formuleasite (KREBS, 1999) :
2a
QS =

2a+b+c

a : nombre d'especes communes a la surface (ép)mtyiteéerieur des feuilles (endophyte),
b : nombre d’espéces propres a la surface des fguille

¢ : nombre d'espéeces unique a l'intérieur des fauille

Une analyse de variance (ANOVA) a été utiliséen aflestimer la diversité des
communautés fongiques chez les différents sujeisr@8bft Excel 2010). Une analyse en
composantes principales (ACP) a été réalisée ewe communautés fongiques
endophytiques et épiphytiqgues des différents sugetsantillonnés, en vue de mettre en
evidence la distribution spatiale des difféerentsirge fongiques en fonction des sujets
echantillonnés (logiciel Stat Box 6.40).

|
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1.4. Résultats et discussion
1.4.1. Résultats
1.4.1.1. Champignons épiphytes

Apres deux mois d’incubation des fragments de =iidePeganum harmalales
fréequences de colonisation des dix sujets sont0@8olpour toutes les boites de Pétri. De ce
fait, 'analyse statistique type ANOVA n’a indiqaticune différence significative entre les
fréquences de colonisations des sujets recensés Bons procédé a l'identification des
différents taxons de champignons épiphytes. 15egediépiphytes ont été identifiés. Les
résultats obtenus montrent une abondance des gdPeegillium et Rhizopus Les genres
Mycocladus,Mucor, Scopulariopsis, Phoma, Colletotricuet Epicoccum existent aussi
comme épiphytes. Le genPenicilliumdomine avec (14,66%), suivi &hizopuq13,33%) et
Alternaria (11,99%). Mycocladus, Phoma, Rhizocton&t Colletotricum (0,66%) sont les

moins abondants des épiphytes foliaire®dganum harmaléFigure 12 et 13 Tableau IV).

m Cladosporium mTrichoderma m Alternaria m Rhizopus
mAspergillus  mPenicillium  mRhizoctonia  m Trichophyton
Bipolaris m SNI = Mycocladus Mucor

Scopulariopsis = Phoma Colletotricum = Epicoccum

Figure 12: Abondances des genres épiphytes des feuill®edanum harmala
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Tableau IV : Abondances des genres fongiques des épiphytesdsl@ePeganum harmala

de Dayate Aiat (Laghouat)

Genre de _
champignon Abondance (%) Phylum Ordre Famille
Alternaria 11,99 Ascomycota| Pleosporales Pleosporacege
Aspergillus 6,66 Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae
Bipolaris 4,66 Ascomycota| Pleosporales Pleosporacegpe
Cladosporium 4,66 Ascomycota Capnodiales Davidiellaceae
Colletotricum 0,66 Ascomycota| Glomerellales Glomerellaceae
Epicoccum 2,66 Ascomycota| Pléosporales Leptosphaeriacés
Mucor 1,99 Zygomycota Mucorales Mucoraceées
Mycocladus 0,66 Zygomycota Mucorales Mycocladacées
Penicllium 14,66 Ascomycota| Pleosporales Pleosporacepe
Phoma 0,66 Ascomycota| Microascales Microascaceae
Rhizoctonia 0,66 Basidiomycota Cantharellales Ceratobasidiacées
Rhizopus 13,33 Zygomycota Mucorales Mucoracées
Scopulariopsis 3,99 Ascomycota| Microascales Microascacées
Trichoderma 4,66 Ascomycota Hypocreales Hypocreaceae
Trichophyton 5,33 Ascomycota Onygenales  Arthrodermatagées
SNI 17,99 / / /

SNI : Structure non identifiée
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» AN B 2
conldlphc:%

Figure 13 : Genres fongiques existant comme épiphytes fofiahezZPeganum harmala
sous microscope optiqE1440)ainsi que les colonies fongiques sur milieu PDA.

A : MycocladusB : Mucor, C : ScopulariopsisD : PhomaE : Colletotricum F : Epicoccum

Les champignons épiphytes appartiennent a desumisyldifférents, a savoir
Ascomycota avec 78%, Zygomycota (21%) et Basidimteyavec 1% (Figure 14).

E
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W Ascomycota B Basidiomycota @ Zygomycota

Figure 14 : Composition des épiphytes des feuilledPgganum harmalaelon le phylum.

La diversité des champignons épiphytes des feudéeBeganum harmalau niveau
des sujets recensés est estimée par I'indice denShales résultats sont mentionnés dans le
tableau V. L’indice le plus élevé est celui du sUj® (2,118) et I'indice le plus faible est
relevé chez le sujet 8 (0,995). L'analyse de vagafANOVA) entre les indices de Shannon
des feuilles des différents sujets deganum harmalan’indique aucune différence
significative entre les communautés épiphytiquesfdeilles (p=0,21).

Tableau V : Diversité des champignons épiphytes chez les ésudlePeganum harmala

indice de diversité Shannon (H)

Sujets
Indice de
2 3 4 5 6 7 8 9 10
Shannon
H 2,059 2062 1589 2,046 1,522 1,58%,876 0,995 1979 2,118

1.4.1.2. Champignons endophytes
1.4.1.2.1. Mise en évidence des champignons enddjisy au niveau des feuilles de
Peganum harmala

Les observations sous microscope optique des dsuilkPeganum harmal&olorées
au bleu trypan révéelent une colonisation de towssdempartiments de la feuille par les
mycoendophytes. Les filaments mycéliens se plasent'épiderme et le traverse au niveau

des appressoria. Les cellules stomatiques etdlestiont colorés en bleu de par la présence de
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mycoendophytes (Figure 15). Les stomates sont reumbet se répartissent de maniére

aléatoire au niveau de la surface épidermique.

Figure 15 : Observation microscopique de filaments de changmgrparcourant la surface
foliaire et pénétrant dans les stomd@et le mésophyll¢b) (X2000).
Nous observons la présence des hyphes mycéliengesemées au niveau des

espaces inter et intracellulaires des feuillePeganum harmaléFigure 16).

(A) (B)

Figure 16 : Observation microscopique d’'une colonisation ii#dr(X220) et intracellulaire

(B) (X760)des cellules épidermiques et des stomates deélegedéPeganum harmala
Les observations microscopiques des feuilles mohifexistence des champignons

endophytes a l'intérieur et entre les cellules dtepchyme (Figure 17).

E
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Figure 17 : Observation microscopique des champignons endeplayt niveau du

parenchyme palissadiq@&1680) dePeganum harmala

Les observations microscopiqgues montrent que leamplgnons endophytes
colonisent aussi les tissus conducteurs. Ces agsyléeuvent expliquer la présence d’une forte

coloration en bleu de la nervure principale, déatees nervures secondaires (Figure 18).

Figure 18: Observation microscopique des nervures princigalgset secondaire@s) des
feuilles dePeganum harmalaolonisées par les champignons endophy¥490).

Les champignons endophytes colonisent toutes Kscas des trichomes glandulaires

des feuilles d®eganum harmalé@rigure 19).

E
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ch.endo

Figure 19: Observation microscopique d’un trichome glandelém) de la feuille de
Peganum harmalaolonisé par les champignons endophytésendo)(X1200).

1.4.1.2.2. Fréquence de colonisation des champigsoendophytes au niveau des feuilles
de Peganum harmala

Les feuilles dePeganum harmalamises en culture montrent la présence des
mycoendophytes. Les différents sujets recensésemed® une colonisation par ces
champignons, avec une moyenne de 39,86%. Les fiégaede colonisation des différents
sujets indiquent une divergence de colonisation lparmycoendophytes de ces derniers
(Figure 20). La fréquence de colonisation la plesée est observée chez le sujet 4 (86,66%),
suivi de celle du sujet 8 (66,66%), et la fréquedeecolonisation la plus faible est observée
chez le sujet 2 (13,33%). L'analyse statistiqueetypNOVA a révélé une différence
hautement significative (p < 0,01) entre les fefpes de colonisations des dix sujets

échantillonnés (Annexe 2).
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Figure 20: Fréquence de colonisation par les mycoendophgtesrés des différents sujets

échantillonnés dPeganum harmala
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Le test complémentaire de comparaisons multiples choyennes (NEWMAN-
KEULS) réalisé a permis de classer les dix sugtemsés en groupes homogénes suivant les
moyennes des fréquences de colonisations par lesengiophytes foliaires déeganum
harmala Il y a eu formation de trois groupes homogenes AB et B). Le groupe A
correspond aux sujets 2, 1 et 3 avec des moyerané8.83%, 16% et 20% respectivement.
Le groupe AB représenté par les sujets 10, 5, 8,6,8, avec des moyennes respectives de
33,33%, 33,33%, 40%, 40%, 49,33% et 66,67%. Emfigroupe B est réduit au sujet 4 avec
une moyenne de 86,67% (Tableau VI).

Tableau VI: Comparaison des moyennes des fréquences de ailons par les
mycoendophytes foliaires ddeganum harmalahez les sujets échantillonnés.

Sujets Groupes  Moyennes %
Sujet 02 A 13,33
Sujet 01 A 16,00
Sujet 03 A 20,00
Sujet 10 AB 33,33
Sujet 05 AB 33,33
Sujet 06 AB 40,00
Sujet 09 AB 40,00
Sujet 07 AB 49,33
Sujet 08 AB 66,67
Sujet 04 B 86,67

1.4.1.2.3. Diversité et abondances des champignoesdophytes foliaires dePeganum

harmala

Plusieurs champignons endophytes ont été isofégetires de ces champignons ont
été identifiés au niveau des feuilles Beganum harmalalLe genreCladosporium(34,63%)
est le plus abondant des genres fongiques identifséivi dAlternaria (21,89%) et
Aspergillus(14,74%). Les genreSxophiala, Aureobasiduim, Verticillium, Paraphaepha

et Absidiaexistent aussi comme mycoendophytes (Figure 2hdle@au VII).
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m Exophiala

® Trichoderma

m Rhizopus

m Rhizoctonia
Trichophyton
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m Cladosporium

m Verticillium

m Agpergillus

m Absidia
Bipolaris

u Aureobasidium
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Penicillium
Paraphaephaeria
SNI

Figure 21: Abondances des genres de mycoendophytes des daleffeganum harmala.

Tableau VIl : Abondances des genres fongigues des mycoendogblyédes dePeganum

harmalade Dayate Aiat (Laghouat).

Genre de Abondance
champignon %) Phylum Ordre Famille
Absidia 0,76 Zygomycota Mucorales Mucoraceae
Alternaria 21,89 Ascomycota Pleosporales Pleosporacege
Aspergillus 14,74 Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae
Aureobasidium 6,66 Ascomycota Dothideales Dothioraceae
Bipolaris 1,25 Ascomycota Pleosporales Pleosporacege
Cladosporium 34,63 Ascomycota Capnodiales Davidiellaceaé
Exophiala 4,03 Ascomycota Chaetothyriales  Herpotrichiellacées
Paraphaephaeria 0,76 Ascomycota / /
Penicillium 13,03 Ascomycota Pleosporales Pleosporacege
Rhizoctonia 2,43 Basidiomycota Cantharellales Ceratobasidiacges
Rhizopus 2,31 Zygomycota Mucorales Mucoracées
Trichoderma 4,10 Ascomycota Hypocreales Hypocreaceag
Trichophyton 1,66 Ascomycota Onygenales Arthrodermatacees
Verticillium 4,99 Ascomycota non défini Plectosphaerellageae
SNI 5,16 / / /
SNI : Structure Non Identifiée
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Les genresAbsidia, Paraphaephaeriéd,769%), Bipolaris (1,25%) etTrichophyton
(1,66%) sont les moins abondants au niveau des engophytes foliaires d@eganum
harmala(Figure 22).

Figure 22 : Les genres fongiques existant comme mycoendopfylieses che2eganum
harmala(X 2000) ainsi que leurs colonies fongiques purifiéesmsilieu PDA.

A: Exophialg B: AureobasidiumC: Verticillium, D: Paraphaephaerigk: Absidia

E
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Pour les champignons endophytes recenseés, 97%rtigopent au phylum des

Ascomycota, 2% seulement aux Basidiomycota et 1%Zggomycota (Figure 23).

2% 1%

B Ascomycota
m Basidiomycota
@ Zygomycota

Figure 23: Composition des mycoendophytes des feuilleBelganum harmalaelon le
Phylum.

La diversité des champignons endophytes des feud#®eganum harmalau niveau
des sujets recenseés est estimée par l'indice denShales résultats sont mentionnés dans le
tableau VIII. L'indice le plus élevé est relevé zHe sujet 4 (2,177) et le plus faible est celui
du sujet 2 (0). L’analyse de variance (ANOVA) enge indices de Shannon des feuilles des
différents sujets dePeganum harmalaindique une différence significative entre les

communautés endophytiques (p = 0,05).

Tableau VIII: Diversité des champignons endophytes chez lesldsuile Peganum

harmala: indice de diversité Shannon (H).

Sujets
Indice de Shannon 01 02 03 04 05 06 o7 08 09 10
H 0,562 0 1,039 2,177 1,277 1,313 1,162 0,926 1,559 0,735
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1.4.2. Discussions

Notre étude indique la présence des champignonspbgtes au niveau de tous les
compartiments foliaires d®eganum harmalade dayate Aiat (Timzerth, Laghouat).Nos
résultats montrent la présence de ces champigmomiveau des stomates, ceci concordent
avec ceux de ZAREB (2014) sur le pistachier deldis\de la méme daya, ou la présence de
mycoendophytes semble importante au niveau desagésmD’autres auteurs, tels que SUN
et al. (2011) et EL-NAGERABIet al. (2013) ont montré aussi la présence des mémes
structures au niveau des feuilles du jujubier d’@r(ta Jabel ElI Akhdar).

Nos résultats confirment ceux de SANCHEZ-AZOFEIRAal. (2012), ainsi que
DURAN et al. (2005), lorsqu’ils ont observé des hyphes fongiqae niveau des cellules du
parenchyme palissadique des feuillesGieus limon BERNADI-WENZEL etal. (2010) et
ORLANDELLI et al. (2012) ont montré que les champignons endoplpgasent former des
associations a partir d’'une colonisation inter retaicellulaire des tissus de la plante héte.
L’espace intercellulaire est riche en substancegss@ires pour soutenir la croissance des
champignons endophytes. De plus, les concentratdensucres signalées dans I'apoplasme
non endophytique sont suffisantes pour soutenircridissance fongique (FERRAR et
FERRARC, 1986 ; KULDAN et BACON, 2008).

Ces champignons sont aussi présents au niveauatemies glandulaires des feuilles
de Peganum harmalaceci est en accord avec les résultats obtenuZAREB (2014) ou
toutes les cellules des trichomes glandulairesfel@fies du Pistachier de I'Atlas de Dayate
Aiat(Timzerth) ont été colonisées par les champignendophytes. Par ailleurs BENFODIL
(2015) a noté que ces derniers colonisent uniquetaenase des trichomes des feuilles du
Pistachier de I'Atlas de Dayate El Gouffa. La magod’entre eux sont pigmentés en marron.
La densité des trichomes est une caractéristigihgeircée par les conditions écologiques.
L’altitude et les valeurs positives des températumnénimales peuvent jouer un rdle important
dans leur répartition et leur densité sur les fesi(BELHADJ, 2007). La défense chimique
contre les herbivores peut étre associée avecrdiff® types de trichomes, les trichomes
glandulaires contiennent parfois des métabolites dééense toxiques (STEINITE et
LEVINSH, 2003). Ils sont responsables d’une pampontante de la chimie secondaire d’'une
plante (GLAS etal., 2012). Les trichomes glandulaires sont I'une dieactures les plus

communes qui produisent des huiles essentielleslebglantes.
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Les mycoendophytes ont été retrouvé aussi au nidesutissus conducteurs des
feuilles dePeganum harmalaCeci a été confirmé par ZAREB (2014), avec laonidation
des vaisseaux conducteurs des feuillesPd#acia atlanticaDesf. de notre daya d’étude
(dayate Aiat) par les mycoendophytes. De ce fa#t,rhycoendophytes colonisent aussi bien

les espaces intercellulaires que les cellules tenxy et du phloeme (GARCIA at., 2012).

Les mycoendophytes sont présents dans tous lesacthments de la feuille de
Peganum harmala les cellules épidermiques, les stomates, lehdnes glandulaires, les
cellules parenchymateuses et les nervures. Cedigmymbiose est nécessaire a la survie et
'adaptation de cette plante aux conditions d'&tidle la zone d’étude, a savoir dayate Aiat,
région de Timzerth, wilaya de Laghouat (Algérieq résence des mycoendophytes facilite
I'épanouissement de cette essence naturelle eadaptation malgré les stress abiotique et
biotigue. Ces champignons synthétisent au méme dgitre la plante héte des métabolites
secondaires qui peuvent étre source d’'un arsematidtés biologiques qui méritent d’étre
mises en lumiere.

Les champignons de la phyllosphére des feuilleBatmnum harmalae dayate Aiat
(Timzerth, Laghouat) sont majoritairement des Aspo#tes. En effet, les Ascomycetes,
Deutéromycetes et Basidiomycétes sont les champsggmemdophytes les plus rencontrés
(PETRINI, 1996). Un grand nombre de genres et e&spde champignons, appartenant aux
deux premiéres classes, sont capables de vivre eoremdophyte au niveau des plantes.
Dans la présente étude, les champignons endoprsdks appartiennent a la classe des
Deutéromycetes et Ascomycetes.

SUN et al. (2012) ont observé un taux de colonisation paeteophytes de 69% au
niveau des tiges et des feuilles des plantes dessztesertiques de Chine. L’étude de LORO
et al. (2012) sur la diversité des champignons endophyte48 plantes des régions semi-
arides du Venezuela, a révélé que toutes les espégetales contiennent des champignons
endophytes. Quant a notre étude sur les champigandephytes foliaires d@eganum
harmalg elle révéle la présence de ces champignons aeauni de tous les sujets
échantillonnés. De plus, certaines études ont mogtre la diversité en champignons
endophytes dans les zones arides est faible, sonraie facteurs écologiques défavorables,
tels que la diminution des précipitations et ldl@idensité de végétation (ARNOLE al.,
2003; SURYANARAYANAN et al.,2002, 2003, 2005).

-
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Les genres fongiques les plus fréquemment enrégisin niveau de la phyllosphére
sontCladosporiumet Alternaria. KITA (1988) et KUTRZEBA (1993) ont confirmé quesce
champignons sont omniprésents dans les limbesdéde$ de nombreuses espéces végétales.
Cela confirme les abondances de ces deux genresmeomycoendophytes foliaires de
Peganum harmalaétudié. Pour PUSZt al. (2015) ces deux genres dominent comme
épiphytes au niveau des feuilleAdiaranthus sppBEZZERA et al. (2015), ont démontré
chezBauhinia forficatague certaines especes étaient spécifiques asgdes tpar exempld,.
chartarumaux semence#\. Nigeraux tiges,C. australiensisaux feuilles, elC. oxysporum

aux sepales. Cette distribution des endophytespésifique pour I'hbte et le tissu végétal.

Nos résultats sont en accord avec ceux observésdiautres études, ou il est rapporté
gue les populations de champignons endophytes dioattement liées a la différence
d'intensité et de durée d'exposition de ces orgessau rayonnement solaire, ce qui se
produit généralement dans les zones qui ont deerelices de facteurs climatiques
(MARTIN et al.,2004; MARTIN PINTOet al.,2006;. HASHIZUMEet al.,2010). En outre,
d'autres paramétres environnementaux tels quel,léasguantité d'eau disponible, ainsi que
les conditions physiologiques au moment de la ctdlepeuvent également influer sur la
colonisation endophytique (HASHIZUMé al.,2008).

Le genreAlternaria est présent comme endophyte (21.89%) et épiphyt®g%) au
niveau des feuilles deeganum harmalale dayate Aiat (Timzerth, Laghouat).GRB&Cal.
(2015), ont mis en évidence le gerdéernaria (endophyte et épiphytgvec une fréquence
de 75% au niveau dBlepeta rtanjensisll est aussi dominant ché#/ithania somnifera
(KHAN et al.,2010). Ce genre a été signalé chez d’autres espégeétales, comme Triticum
aestivumet Zea maygFISHERet al., 1992 ; LARRANet al.,2002 et ZHANGet al., 2006).

La plupart des especesAtlernaria sont des saprophytes généralement retrouvés da |
ou dans les tissus végétaux. Certaines especepahogenes des plantes (opportunistes)
causent un éventail de maladies. Les deux prirespeadractéristiques des espétksrnaria
sont la production de mélanine, en particulier dimssspores et la production de toxines
spécifiques a I'ndte, dans le cas des especesgeatt® (BART, 2003). La forte pigmentation
de leurs spores peut fournir une bonne résistancdJ¥ et contribuer a la colonisation de
nombreuses surfaces végétales. Cependant, ellsédevd aussi une tolérance efficace aux
facteurs abiotigues et produisent ainsi des engyimgdrolytigues nécessaires a la

compétitivité dans ces niches écologiques (HYAN®E,S).

s
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L’analyse de variance (ANOVA) entre les indices 8kannon des feuilles des
différents sujets déPeganum harmalan’indique aucune différence significative entre les
communautés épiphytiques des feuilles (p=0,21) cBatre, cette différence est significative
entre les communautés endophytiques (p=0,05). B@gui est de '’ANOVA réalisée entre
les indices de Shannon globaux, la difféerence astement significative entre les deux

communautés : épiphytes et endophytes foliaire8,(3.

Cette étude démontre la présence des champignossi &ien qu’épiphytes
gu’endophytes au niveau des feuilles Beganum harmalade dayate Aiat, Laghouat
(Algérie). La colonisation par ces champignons dé&$rents sujets choisis peut étre
expliquée par la période d'échantillonnage (moisvdl). Beaucoup de champignons
endophytes se développent durant la saison prérgnicela est en rapport avec les
précipitations qui peuvent augmenter la dispersies spores fongiques, favorisant ainsi la
colonisation des tissus végétaux (GORE et BUCAK)72; EL NAGERABI, 2013).

1.4.3. Interaction champignons épiphytes-endophyse

Les genres Cladosporium, Alternaria, Rhizopus, Aspergillus, iciibderma,
Rhizoctonia, Penicillium, Trichophytogt Bipolaris existent comme mycoendophytes ainsi

gu’épiphytes au niveau des feuillesRlEganum harmalérigure 24).

Le genreCladosporium(34,63%) est plus abondant comme endophytes qungiap
(4,66%). De méme pour le genddternaria (21,89%) comme endophyte et épiphytes
(11,99%). Mais pour le genrBhizopus il est plus abondant comme épiphyte (13,33%)
gu’endophyte (2,30%). Il en est de méme pour lerg@spergillusqui est peu abondant
comme épiphyte (6,66%) qu'endophyte (14,74%). HeugenreTrichoderma il est peu
abondant aussi bien comme épiphytes (4,66%) qufEndes (4,10%). QuantRhizoctonia,

il est aussi peu abondant comme endophytes (2,48%piphytes (0,66%). De méme pour
Trichophyton il est peu abondant comme épiphytes (5,33%) gigphytes (1,66%). Ainsi
que pour le genrdipolaris, qui est abondant comme épiphytes (4,66%) qu’emgep
(1,25%). Mais pour le genr@enicillium il est abondant comme épiphytes (14,66%)
gu’endophytes (13,07%).
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Figure 24 : Genres fongiques existant comme épiphytes et nmggehytes foliaires chez
Peganum harmalabservés sous microscope optigd2000), ainsi que leurs colonies
fongiques purifiées sur milieu PDA.: CladosporiumB : Alternaria, C : RhizopusD :
Aspergillus E: TrichodermaF: RhizoctoniaG: Penicllium H: Trichophyton]: Bipolaris.

48
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Bien que de nombreuses especes de champignongé&wralement décrites comme
endophytes, d'autres peuvent étre trouvés occadlement colonisant le tissu hote
(SIQUEIRA et al., 2011; PINHEIROet al, 2013). Ainsi, la présence des champignons
epiphytes est influencée par des facteurs telslauisponibilité en nutriments, I'humidite,
lage et type des feuilles. La croissance des plgamons filamenteux au niveau du
phylloplan est généralement considérable lorsquealex d'’humidité est élevé et les
températures sont modérées (INAGICal.,2002).

Les Zygomycétes ont été observés beaucoup plus lekeépiphytes foliaires de
Peganum harmalaCela est en accord avec les travaux de KHAMI. (2010) suWithania
somniferades régions semi-arides (Karachi, Pakistan) olDiestéromycetes dominent sur
les Ascomycetes. Quant aux Zygomycetes et Basidiétag endophytes, ils sont retrouvés
beaucoup plus chez les plantes herbacées (PORRABRD et BAYMAN, 2011).

Des interactions importantes sont décrites ensealifiérents taxons fongiques de la
phyllosphére d®eganum harmalale dayate Aiat. A cet effet, une matrice de cati@h est
faite pour identifier et décrire la nature de g@sriactions. Les interactions significatives sont
récapitulées dans le tableau KX partir de la matrice de corrélation, nous relessane seule
corrélation négative entr€ladosporiumet les souches non identifiees (SNI) (-0,62). Des
corrélations fortement positives ont été obseredde deux genres fongiques exclusivement
endophytes : Absidia et Paraphaephaeria(1l), Aureobasidiumet Verticillium (0,89),
Exophialaet Absidia(0,49). Il y a lieu de noter des corrélations pess entre deux genres
fongiques, ou l'un est exclusivement épiphytielucor et l'autre a la fois endophyte et
épiphyte : Rhizopus (0,88), de méme pourAureobasidium uniquement épiphyte et
Trichoderma endophyte et épiphyte (0,83), entverticillium uniquement endophyte et
Trichodermales deux a la fois (0,70)gpicoccumexclusivement épiphyte eBipolaris
endophyte et épiphyt@®,62), Mycocladusexclusivement épiphyte &hizopusendophyte et
épiphyte (0,56). Quant Aspergilluset Rhizoctonia ils sont tous les deux endophytes et
épiphytes (0,63)Des genres exclusivement épiphytes sont aussiiygsint corrélés entre
eux : Mucor et Mycocladus(0,55), Epicoccumet Mycocladus(0,46) et enfinPhoma et
Epicoccum(0,46).
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Tableau IX: Interactions significatives entre les champignores ld phyllosphere de

Peganum harmala

Genres

Cladosporium -SNI

Absidia — Paraphaephaeria
Aureobasidium — Verticillium
Rhizopus — Mucor
Trichoderma — Aureobasidium
Trichoderma — Verticillium
Aspergillus — Rhizoctonia
Bipolaris — Epicoccum
Rhizopus — Mycocladus
Mycocladus — Mucor
Scropulariopsis — Mucor
Bipolaris— SNI

Exophiala — Absidia
Exophiala — Paraphaephaeria
Epicoccum — Mycocladus
Phoma — Epicoccum
Epicoccun+ SNI

SNI : souches non identifiées

Valeur significative de l'interaction
(au seuil p=0,05)
-0,62
1,00
0,89
0,88
0,83
0,70
0,63
0,62
0,56
0,55
0,53
0,53
0,49
0,49
0,46
0,46
0,45

Les quotients de similarité de Sorensen obtenus [esudix sujets échantillonnés

varient entre 0-0,73 (Figure 25). Le sujet 9 montre quotient de similarité entre les

communautés épiphytes et endophytes le plus eé®v8)( suivi du sujet 8 et 6 (0,67), par

ailleurs, le sujet 2 (0) ne présente aucune siitéldans ces communautés fongiques.
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Figure 25 : Quotients de similarités de Sorensen des différmrjets dd>eganum harmala

Les quotients de similarité (QS) obtenus dans r&itrde sont compris entre 0 et 0,73,
ou le QS le plus élevé est celui du sujet 9 (OgiB)présente une forte similarité entre ces
communautés épiphytiques et endophytiques, pauasl] le QS le plus faible est observe
chez le sujet 2, ou la similarité est absente. eCélifférence est due aux conditions
environnementales et emplacement des différentsssd@ns la daya. Selon OSONO et MORI
(2004), l'assemblage des champignons phyllosphesigépiphytes et endophytes est
intermédiaire dans la gamme QS entre 0,12 e®©.Q,&s résultats des QS obtenus par
GRBIC et al. (2015) sont entre 0,24 et 0,32. lls suggérentlgsiespeces intermédiaires se
chevauchent entre le phylloplan et l'intérieur tslles. Tous les champignons déterminés
en tant qu’espéces du phylloplan ne pouvaient péniéttissu hote et coloniser l'intérieur des

feuilles.

Nous avons réalisé une analyse en composantespaies (ACP). Elle nous fournit
des indications sur la nature, la force et la perice des liens entre les différents sujets et
entre les genres de champignons épiphytes et epgsplson objectif est donc de faciliter
I'interprétation de ces synergies et d’identifies ltendances dominantes de I'ensemble des

données (Figure 26).




Peganum harmala L. et Diversité en Epiphytes etddgdophytes Foliaires

axe F2 (15%)

axes Fl et F2: 33%

Groupe 2
5 Groupe 1 P
4 ® S3Ed
3
2
Aureobasidium Scopulariopsis
choderma | | Scopulariopsis
1 J v<'/‘/l'<‘l'7;7[l/cl,11 Vucor
S5Ed @
S8 Ep Trichophyton ~ @ S2 Ep
0 | | ‘ ‘ , S2Ed ‘ \® | ® S5Ep ® SI0Ep
I T T T T T . ¥ == T T
° ; SSTP A 25
SLEd ® (Cladosporium @ 7 Ep® SOEP Rhizopus P e s Ep
S10 Ed  Rhizoctoniagg E(ﬁ) Ed Nternaria ®
1 ® S6Ed [bsidia Aspergillus /' waicillium STEd  Bipolaris SNI
Exophiala
S4Ed Paraphaephaeria
-2 4
-3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1,5

axe F1 (18%)

Figure 26 :

ACP représentants les genres de champignons épipélyendophytes des sujetfP@dganum harmalde Dayate Aiat.
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Afin d’interpréter les synergies et les interacti@ntre ces champignons endophytes et
épiphytes, nous avons considéré le plan 1-2 daljyaa en composante principale (ACP), qui
explique 33% du phénomene, avec pour I'axe 1 : @8Bpour I'axe 2 : 15% de l'inertie totale.

Nous avons deux grands groupes, le premier comfdit&2, S3, S4, S5, S6, S8, S9
et S10 Ed ou les genr€dadosporiumet Aspergillusdominent. Le second comprend S1, S2,
S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10 Ep et S7 Ed gemessAlternaria et Penicilliumdominent.

Les genredAureobasidium, Verticillium , Absidia, Exophiala Raraphaephaerian’existent
gue comme endophytes, tandis g8eopulariopsis, Mucor, Colletotricum, Mycocladus,
Phoma et Epicoccumexistent uniquement comme épiphytes au niveau dadles de

Peganum harmala.

Les deux groupes formés sont composés des sujeteordpartiment interne de la
phyllosphére pour le premier groupe et de sujetsaapartiment externe de la phyllosphére
plus un sujet de I'endosphére pour le deuxiemepgoeci pourrait étre expliqué par les
relations entre les épiphytes et les endophytesndsait pas dans quelle mesure les plantes
contrblent les champignons capables d'entrer darfsdille et dans laquelle les épiphytes
peuvent affecter ce processus (LEBBRIGl.,2001). Alors que l'intérieur des feuilles subisde
changements dus aux températures et a d'autregticosdles surfaces extérieures quant a
elles peuvent étre considérées comme beaucouexyiEnes en termes de stress abiotique.
PETRINI (1991) a suggéré que les communautés entigphs contiennent souvent une
variété d'espéces classiques épiphytiqgues, dalternaria alternata, Cladosporium
cladosporioides, Epicoccum pupurascegtsautres, qui pénétrent facultativement dans les
tissus foliaires au début de la sénescence faliAiternaria, Epicoccumet Cladosporium
sont considérés comme des colonisateurs primai@smans de plantes et sont
essentiellement épiphytiques, lorsque la feuiltevieble (KAYINI et PANDEY, 2010).

Les champignons épiphytes et endophytes peuverit des propriétés biologiques
distinctives, qui mettent en évidence des difféesnfonctionnelles ou écologiques entre ces
associations. Des interactions se créent entrangendophytes d’'une part et entre les
mycoendophytes et la plante hote d’'autre part (ARN(2007). La relation positive entre la
biodiversité et le fonctionnement des écosystemaes due principalement a la

complémentarité entre espéces. La plupart des stlgieF (Biodiversity Ecosystem

£
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Functioning) portaient principalement sur les iattions entre les plantes. Cependant, les
plantes sont intégrées dans un réseau dense atites multitrophiques au-dessus et au-
dessous du sol, qui sont susceptibles de jouerdle arucial dans les relations BEF
(EISENHAUER, 2012).

Les plantes dans les zones arides sont exposéese anothbreux stress
environnementaux, y compris la faible disponibikte eau, la salinité élevée, les différences
de température diurnes élevées, les radiationsa etafence en nutriments. Comme les
champignons endophytes peuvent aider contre lesrabmies environnementales, il est
guelque peu surprenant que les endophytes de pldata zone aride ont recu peu d'attention
(SURYANARAYANAN et al, 1998; SUNet al, 2012). La symbiose plante-endophytes
offre une protection a I'héte des insectes, deagi@s et herbivores, mais aussi aide a mieux
s’adapter dans différentes conditions de stresA{Cet SCHARDL, 2002 ; CLAY, 2005 ;
MALINOWSKI et al.,2006 et KNORet al.,2007).
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2.1. Données bibliographiques
2.1.1. Introduction

L'utilisation des molécules bioactives végétaleded fins thérapeutiqgues prend de
plus en plus d’essor mais ce domaine reste sourpisiskeurs contrainte comme : (a) des
rendements extrémement bas qui varient selon leditaans environnementales, (b) une offre
limitée et insuffisante conduisant a une récolteeszive et (c) des structures extrémement
complexes qui rendent la synthése et la semi-syathéotales tres difficiles
(VENUGOPALAN et SRIVASTAVA, 2015). L'extraction demétabolites secondaires a partir
des plantes médicinales ne donne pas toujours mmdmalement (environs moins de 1% de la
masse seche de la plante) qui dépend des factauirersementaux comme le climat, le sol
et autres (WILSON et ROBERTS, 2012).

La découverte de champignons endophytes capablesiimher le répertoire des
meétabolites secondaires de leur hote, dans la plaes plantes médicinales a donné une
impulsion a la possibilité d'utiliser la fermentatimicrobienne pour répondre a la demande
sans cesse croissante en plusieurs médicamenig.Vida plus, on sait que ces champignons
endophytes ont développé de nouveaux mécanisnrésideance a leurs métabolites toxiques
et ceux de leurs hétes en tant qu'adaptation chiimonaire (KUSARIet al.,2011a; MUet
al., 1999).

La fermentation microbienne présente certains agg@st qui rendent cette stratégie
plus robuste que d'autres. Le milieu de culturestieghes fongiques est relativement simple
et peu colteux, consistant essentiellement en@makiits, tandis que le milieu de culture des
cellules végétales nécessite des additifs coltemme les phytohormones. La croissance est
plus rapide chez les champignons, vu que la pédedermentation est plus courte, avec un
moindre risque de contamination, par rapport sead#ls cellules végétales a croissance lente
ou des cultures de tissus. L'optimisation et lailagn des parametres de fermentation sont
relativement plus faciles dans les fermentationsrabiennes, comparativement a celles des
cultures de cellules et de tissus végétaux dansbiescacteurs. De plus, les cultures
microbiennes sont facilement gérables avec destégies d'amélioration comme
'amélioration des souches, des précurseurs d’atetien, plus d’éliciteurs, les inhibiteurs
annexes et la co-culture (ZHA al.,2010a). La fermentation des champignons endophytes
peut ainsi réduire la menace de la récolte excesd®s plantes, tout en assurant un
approvisionnement régulier en métabolites secoesl@égétaux importants, indépendamment
des conditions environnementales (VENUGOPALAN ef\GFSTAVA, 2015).

-
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2.1.2. Biosynthese des métabolites secondaires fmplante héte ou les mycoendophytes
Trois hypotheses ont été émises sur les origineméhlabolisme secondaire chez les
plantes, qui mettent tous l'accent sur le réleaheophytes.
1) Les plantes et les champignons endophytes peuweatvenir dans des voies de
biosynthese paralléle pour produire ces produitsraks.
2) Le transfert horizontal des genes (HGT) peut awir lieu entre les plantes et les
champignons pendant leur période d'association.
3) Les plantes ou les champignons endophytes pepvedtire ces métabolites secondaires
et les transférer a l'autre symbiote (KARUPPUSAMX)09). En outre, I'hypothése de
xenohormesis soutient l'idée que les endophytesrgient avoir la machinerie nécessaire
pour synthétiser les métabolites de la plante OtsSARI et al.,2012c). Des études récentes
ont rapporté la présence de genes biosynthétigéssdans le taxol et la camptothécine
produits par des souches fongiques endophytiquésSARI et al.,, 2011b, 2014). Le
séquencage complet du génome d'un endolyirmia sp le SIf14, précédemment rapporté
pour produire a la fois I'huperzine A et I'hypotind A, a également révélé la présence d'un
groupe de génes biosynthétiques putatifs d'hupeiitHupA) (YANG et al., 2014a). Ces
résultats indiquent clairement que les champigmma®phytes sont des usines de métabolites

secondaires par eux-mémes.

2.1.3. Composes bioactifs issus des mycoendophytes

Les champignons pénetrent les tissus végétaux ggmodvertures ou des plaies, en
utilisant des enzymes hydrolytiques telles quedBulase et la pectinase (ZHANE& al.,
2006). Au cours de la longue période de co-évatyties champignons endophytes se sont
adaptés graduellement a leurs microenvironnemeated la variation génétique, y compris
'absorption de certains segments d'ADN végétaws daurs propres génomes, ainsi que
l'insertion de leurs propres segments d'ADN darss génomes hétes. Ceci a induit la
biosynthése de composés phytochimiques provenatdude plantes hotes (ZHANEt al.,
2006 ; STIERLEet al., 1993). Un exemple typique est celui de la productde la
gibbérelline provenant a la fois des champignonslest plantes (CHO&t al., 2005). Le
schéma des composés bioactifs a la fois des chaomsgendophytes et de leurs plantes

hotes, ainsi que leurs applications potentiellédlastré sur la figure 27.
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Figure 27 : Présentation des composés bioactifs des cham@gmatophytes et de

leurs plantes hétes, ainsi que leurs applicatiatsnielles (ZHACet al.,2011).

2.1.3.1. Composés anticancéreux

Le cancer est une maladie caractérisée par unasar@e non régulée et une
propagation des cellules anormales, qui peuvembtieetr la mort si ce n’est pas controlée
(PIMENTEL et al., 2011). Il a été considéré comme l'une des prinegpaauses de déces
dans le monde (environ 13% de tous les décées).obreux produits naturels bioactifs de
plantes, de micro-organismes, et de sources madnegté identifiées comme des agents
anticancéreux (FIRAKOVAet al., 2007). Les propriétés anticancéreuses de plusieurs
métabolites secondaires des endophytes ont ét&ésudcemment. Le tableau X résume ces
molécules bioactives issues des champignons entiesphy
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Tableau X: Production des composés bioactifs d’intérét ghéusique et leurs analogues par
les mycoendophytes et leurs plantes hétes.

Champignon Souche Composés et leur .
_ Plante hoéte Références
endophyte fongique rendement
) ] ) STROBELEet al.
Alternaria sp. Ja-69 Taxus cuspidata Paclitaxel 0.16p9/l
(1996)
Alternaria alternate TPF6 Taxus chinensigar.mairei | Paclitaxel 84.5ug/l|  TIANet al. (2006)
Aspergillus _
) EPTP-1 Podocarpusp. Paclitaxel 557.8ug{l  SU&t al. (2008)
fumigatus
) ] Paclitaxel
Botrytissp. HD181-23 Taxus cuspidata ZHAO et al.(2008)
206.34ug/l
Cladosporium ] . ZHANG et al.
o MD2 Taxus media Paclitaxel 800ug/l
cladosporioides (2009hb)
) . ) ] Paclitaxel
Fusarium solani Tax-3 Taxus chinensis DENG et al.(2009)
163.35u9/!l
) Sinopodophyllum Podophyllotoxine
Alternaria neesex Ty CAO et al.(2007)
hexandrum 2.4ug/L
Fusarium i Podophyllotoxine
JRE1 Juniperus recurva Py KOUR et al. (2008)
) . o Camptothécine SHWETAet al.
Fusarium solani | MTCC 9667 Apodytes dimidiata
0.37ug/g (2010)
) ] ) Camptothécine REHMAN et al.
Nodulisporiumsp. - Nothapodytes foetida
5.5ug/g (2009)
Alternaria sp. 97CG1 Catharanthus roseus Vinblastine - GUCet al. (1998)
Fusarium o ZHANG et al.
97CG3 Catharanthus roseus Vincristine -
oxysporum (2000)

- :rendement non éstimé

> Paclitaxel (Taxol)

Le premier agent anticancéreux produit par les phyges est le taxol et ses dérivés.
C’est un diterpénoide hautement fonctionnaliséléiso partir de I'if Taxud (BACON et
WHITE, 1994). Le mode d'action du taxol est d'enmeécles molécules de tubuline de
dépolymérisation pendant les processus de divistinlaire (TAN et ZOU, 2001).

Jusqu'a présent, au moins 20 genres de champigaondsphytes :Alternaria,
Aspergillus, Botryodiplodia, Botrytis, Cladosporiurgctostroma, Fusarium, Metarhizium,

Monochaetia, Mucor, Nigrospora, Ozonium, PapulosporPericonia, Pestalotia,
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Pestalotiopsis, Phyllosticta, Pithomyces, Taxomgtdaibercularia ont été testés pour avoir
la capacité de produire du paclitaxel et ses anasgtels que la baccatine Il (2) ou la 10-
désaceétylbaccatine Il (3) (Figure 28, Tableau R8s hotes de champignons producteurs de
paclitaxel comprennent principalement des espéeebadus (T. baccata, T. cuspidata, T.
media et T. yunnanenyisppartenant a la famille des Taxacedesreya grandifolia
(Taxaceae), mais aussCardiospermum halicacabum(Sapindaceae),Citrus medica
(Rutaceae),Cupressus sp(Cupressaceae)zinkgo biloba (Ginkgoaceae)Hibiscus rosa-
sinensis(Malvaceae) Podocarpus sp(Podocarpaceae],axodium distichunfTaxodiaceae),
Terminalia arjuna(Combretaceae) &/ollemia nobilis(Araucariaceae). Un tel nombre et une
large gamme implique que les champignons endoplprasucteurs de paclitaxel et leurs

hotes ont une grande diversité biologique (ZH&tQ@l.,2011).

0

: ! - H -
: . 772N O
- 0" z H \“/
. OHO 0O 0 5
0 g

0

Paclitaxel (1)

Figure 28: Structure du paclitaxel(1) et ses analogues: baccatine [R), 10-
désaceétylbaccatine I(B) (ZHAO et al.,2011).

» Camptothécine

La camptothécine (CPT) et la 10-hydroxycamptothecsont deux précurseurs
importants pour la synthese des médicaments anéoamx cliniguement utiles, topotécan et
l'irinotécan (UMA et al., 2008). Les produits ont été obtenus a partir ddampignon
endophyteFusarium solaniisolé de Camptotheca acuminéKUSARI et al., 2009). La
camptothécine (CPT, 8), un alcaloide quinoliquetg&ytlique, a d'abord été isolée a partir du
bois de Camptotheca acuminatédNyssaceae) par WALLet al. en 1966. CPT et son
analoguel1l0-hydroxycamptothécine (10) (Figure 29} sonsidérés comme deux des agents

antinéoplastiques les plus efficaces. Le mécandawion primaire du CPT inhibe I'enzyme
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intra-nucléaire topoisomérase-1, qui est nécessddmes la réplication de I'ADN et la

transcription au cours de la prolifération celltéaiHSIANGet al., 1985).

8 R]=R2=H
9 RIZOCH3, R_‘Z:H
10 Rle, R2=OH

Figure 29 : Structure de la camptothécine et ses analogues (i, 2008).
8 : camptothécine (CPT)9 : 9- methoxycamptothecinelf : 10-hydroxycamptothecine

» Cytochalasines

Les genres fongiqgues comm¥ylaria, Phoma, Hypoxyloret Chalara sont des
producteurs représentatifs d'un groupe relativerimapbrtant de substances connues comme
les cytochalasines. Ces composés possedent umiéaatititumorale, mais ils ont aussi une
toxicité cellulaire. Trois nouvelles cytochalasir{Egure 30), cytochalasine E, cytochalasine
J et cytochalasine H ont été synthétisésR¥anocladiella spisolé deTripterygium wilfordii
Ces composés ont une activité antitumorale quregsBsenté par 22-oxa-12-cytochalasines
(WAGENAAR et al., 2000). La vincristine synthétisée piliycelia sterilig un endophyte
isolé deCatharanthus roseupossede é€galement une activité anticancéreuse (YANS.,
2004).

&
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Figure 30 : Structures de quelques molécules anticancéressiées des champignons
endophytes (SELIMt al, 2012).

» Vinblastine et Vincristine

La vinblastine (11) et la vincristine (12) (FiguB&) sont des alcaloides indoliques
terpénoides, issus du couplage des monomeres wiadet catharanthine. Ce sont deux
agents anticancéreux bien connus (PEREZI., 2002 ; WANGet al., 2010). Le principal
mécanisme d'action de la vincristine est par iéterfce avec la formation des microtubules et
la dynamique du fuseau mitotique, la perturbationrensport intracellulaire et la diminution
du flux sanguin tumoral, qui a comme conséquemreeidfangiogenese (PERE al., 2002 ;
MOORE et PINKERTON, 2009). GUO ail. (1998) ont isolé pour la premiere fois un
champignon endophytdlternaria sp. du phloeme deCatharanthus roseugjui avait la
capacité de produire la vinblastine (11). Plus,tZtdANG et al. (2000) ont isolé~usarium
oxysporumun champignon endophyte du phloemeCd¢haranthus roseugui produit de la
vincristine (12). YANG et al. (2004) ont également mis en évidence un champignon
endophyte non identifié, producteur de la vinanistia partir des feuilles de cette méme

plante.
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11 R=CH,
12 R=CHO

Figure 31 : Structure de la vinblasting1) et de la vincristing12)
(WANG et al.,2010)

» Podophyllotoxine

La podophyllotoxine (PDT, 4) (Figure 32) une ligeafiaryltétraline bien connu avec
de puissantes propriétés anticancéreuses, angsjrahntioxydantes, antibactériennes,
immunostimulantes et anti-rhumatismales. Elle seartre principalement chez les genres
Diphylleia, Dysosma, Juniperugt Sinopodophyllum(également appeldodophyllun
(YANG et al., 2003 ; PURIet al., 2006). PDT a été utilisé comme un précurseur paur
synthese chimique des médicaments anticancereuxneohétoposide, le téniposide et le
phosphate d'etopophose qui agissent comme inhibitbel la topoisomérase (KOUR al.,
2008 ; EYBERGERet al.2006).

YANG et al.(2003) ont d'abord isolé six champignons endophyésinopodophyllum
hexandrum, Diphylleia sinensis et Dysosma veitghiiavaient la capacité de produire de la
podophyllotoxine. Plus tard, EYBERGE#R al. (2006) ont obtenu avec succes deux souches
de champignons endophytBhialocephala fortinii(PPES5 et PPE7), provenant des rhizomes
de Sinopodophyllum peltatumui produit la PDT, avec des rendements de 0,md/8%n
culture en suspension liquide. D'autres champigremtophytes producteurs de PDT, dont
Alternaria sp.de Sinopodophyllum hexandru(@AOQO et al.,2007) etFusarium oxysporurde

Sabina recurvant également été signalés (KOERal.,2008).
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H,CO OCH;
OR,

4 R,;=OH, R,=CHj
5R,=0Glu, Ry=CHj
6 R,=OH, R=H
7R;=Ry=H

Figure 32: Structure de la podophyllotoxine et ses analoga¥8ERGERet al.,2006).
4 : podophyllotoxine (PDT) 5 : podophyllotoxineB-D-glucoside (PDTG) 6 : 4- dimethylpodophyllotoxine
(DMP) ; 7 : deoxypodophylltoxine (DPDT)

2.1.3.2. Composés antiviraux

Une autre utilisation intéressante des métabolisesondaires des champignons
endophytes est l'inhibition des virus. Il est énidgue la découverte du potentiel de ces
composeés antiviraux est a ses débuts mais certaimgposés prometteurs ont déja éte
identifiés. Deux inhibiteurs de la protéase de m@galovirus, I'acide cytonique A et B
(Figure 33) ont été isolé a partir d’'une fermeotata I'état solide du champignon endophyte
Cytonaema spleurs structures ont été élucidées par spectraratr masse et RMN (GUO
et al., 2000). Un champignon endophyRestalotiopsis theae&l’'une espece d’arbre non
identifiée d’'une montagne de Chine, était capaldeobduire du pestalotheol C avec des
propriétés anti-VIH (Llet al.,2008).

Acide cytonique A Acide cytonique B

Figure 33 : Structuresles acides cytoniques A et B isolés a partir dungtignon endophyte
Cytonaema sfGUO et al.,2000).




Activités Biologiques des Mycoendophytes Foliaitle$eganum harmala L.

2.1.3.3. Composés antioxydants

L'activité antioxydante d'un composé contre leesp réactives de l'oxygene (ROS) et
les dérives de l'oxygene libre contribuent a uneiété d'effets physiologiques et
pathologiques, par exemple des dommages de I'ABNalicinogenese et la dégénérescence
cellulaire (HUANGet al., 2007; SEIFRIEDet al., 2007). Les antioxydants sont considérés
comme une thérapie prometteuse pour la préventienteitement des maladies telles que le
cancer, les maladies cardiovasculaires, l'athéoss®, I'hypertension, le diabéte sucre, les
maladies neurodégénératives comme la maladie @&mr et de Parkinson, la polyarthrite
rhumatoide et le vieillissement (VALKE al.,2007).

Naturellement les composés antioxydants sont reéoweouramment dans les légumes,
les fruits et les plantes médicinales. Cependhatgté observé que les mycoendophytes sont
également une source potentielle de nouveaux amulémts naturelsKylaria sp.un endophyte
isolé de la plante médicina@inkgo biloba synthétise des composés possédant des activités
antioxydantes (LIUet al., 2007). Pestacine et isopestacine (1,3-dihydroeispbfurannes)
(Figure 34) ont été obtenues a partir du champigermiophytePestalotiopsismicrospora
isolé deTerminalia morobensjsune plante qui pousse dans la Papouasie-NouSelileée
(STROBELet al.,2002 ; HARPERet al.,2003).

OH

HaC

Isopestacin

Pestacin

HO

Figure 34 : Structures de deux molécules antioxydantes isalées
Pestalotiopsis microsporgs TROBELet al.,2002).

2.1.3.4. Composeés antimicrobiens

Les agents antimicrobiens sont des substances iQugannaturelles de bas poids
moléculaire, produites par des microorganismessqut actifs a faible concentration contre
d'autres microorganismes (GWDal.,2000).

La recrudescence des maladies infectieuses, l'dippade bactéries multi-résistantes
et des infections fongiques chez les patients é€gett immuno-déficients ont limité la

médication conventionnelle. Afin de pallier a cenmgae, de nouvelles sources d’agents
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thérapeutiques doivent étre explorées (STROBELAISEY, 2003 ; MISHRAEet al., 2013).
C’est pourquoi les mycoendophytes peuvent représamte nouvelle source de composés
bioactifs antifongiques et antibactériens (GAKal., 2010). Des sesquiterpénes, diterpénoides
et triterpenoides synthétisés par des mycoendophyiet démontré des propriétés
antibactériennes. En effet, un composé terpénditeno de la fraction d’acétate d’éthyle de
Phomopis sp.un endophyte dePlumeria acutifolia a montré une grande activité
antibactérienne (KAULet al., 2012). Le phomol (Tableau Xl) un antibiotique eitrde
Phomopsissp. un endophyte colonisaBtythrina crista-gallia monté une activité contre
Arthrobacter citreuset Corynebacterium insidiosufavec des CMI : concentration moyenne
inhibitrice de 20 et 10y/ml) respectivement (DESHMUKEt al.,2015).

ZOU et al. (2000) ont extrait un métabolite qui est l'acidelletotrique de
Colletotrichum gloeosporioidesin endophyte colonisant la tigeAgtemisia mongolicactif
contre des bactéries, commBacillus subtilis Staphylococcus aurewet Sarcina lenteamais
aussi contre un champignon saprophyte de plateésinthsporium sativunbe plus, I'acide
tenuazonique isolé Alternaria alternatas'est avéré actif contdycobacterium tuberculosis
avec une CMI de 25@/ml (Kaul et al.,2012) et l'altercétine, un nouvel alcaloide iso& d
'endophyteAlternaria spp. a montré une activité antibactérienne catifférentes bactéries

pathogenes gram-positif (GAQal., 2010).

La javanicine (Tableau XI) extraite d’'un champigremdophyte isolé dézadirachta
indica a monté une forte propriété antibactérienne coBeeillus sp, Escherichia coli
Pseudomonas fluorescert Pseudomonas aeruginasae composé est aussi actif contre les
champignons pathogenes (KHARWAR al., 2014). La cryptocandine (Tableau XI) extraite
de I'endophyteCryptosporiopsis quercina montré une activité contre des champignons
pathogénes de I'homme commelrichophyton rubrum(ATCC 28188), Trichophyton
mentagrophyte¢ATCC 28185),Candida albicangdATCC 90028),Candida parapsilosigt
Histoplasma capsulatuitHARWAR et al.,2014).

Le 3, 11, 12-trihydroxycadalene wtérivé de cadinane sesquiterpenes, extrait de
Phomopis cassiaayn mycoendophyte isolé deassia spectabili@ été identifie comme le
composé antifongique le plus actif con@éadosporium sphaerospermueh Cladosporium
cladosporioidegGAO et al.,2010 ; KAULet al.,2012). En outre, ARIVUDAINAMBIet al.

(2014) ont déemontré une activité antibactériennd’aldrait d'acétate d’éthyle de I'espece

e
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endophytique Alternaria alternaria contre des Staphylococcus aureus, avec un maximum de

zone d’inhibition de 21,4+ 0,07 mm.

Tableau XI : Quelques structures chimiques de composés antibactériens et antifongiques.

Nom du composé Structure chimique Référence
(o] OH
CH,
[‘]C DESHMUKH et al.
Javanicine e
I B e (2015)
o
Cryptocandine ””:;/It; X 5%'\5}0»« KAUL et al. (2012)
HO HNKOKHOJZ:H OH
85 OW
R DESHMUKH et al.
Phomol s
L N (2015)

Phoma sp., un champignon endophyte isolé de Saurauia scaberrinae, produit une

molécule bioactive, la phomodione (Figure 38) (Cy0H2,0g) [2,6-diacétyl-7-hydroxy-4, 9-

diméthoxy-8,9-diméthyl-4,9-dihydrodibenzofuranne-1,3-dione], un dérivé d'acide usnique. La

concentration minimale inhibitrice de cette derniére est de l’ordre de 1,6ug/ml contre

Staphylococcus aureus (HOFFMAN et al., 2008). SANTIAGO et al. (2012) ont isolé Phoma

sp. de Cinnamomum mollissimum et extrait un composé bioactif, le polycétide 5-

hydroxyramulosine (Figure 35) (C;oH4O4) inhibant le champignon pathogeéne Aspergillus

niger.

Figure 35 : Structure de la phomodione (A) et du polycétide 5-hydroxyramulosine (B)

\
o o OH
VLN
_“."/\“/\
o T~"~OH
o O H

(SANJANA et al., 2012).
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Les agents antimicrobiens hypéricine et émodingufiei 36) ont été produits par un
champignon endophyte isolé ¢ypericum perforatumLes deux composés possedent une
activité antimicrobienne contre plusieurs bactéeeshampignons, a savoitaphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae ssp. ozaenae, Pseug®raeruginosa, Salmonella enterica
et Escherichia coliainsi que les pathogénes fongiques, telsAgpergillus nigeret Candida
albicans(KUSARI et al.,2008).

Hypericum perforatum

Emodin - - Hypericin

Figure 36 : Structure des métabolites antimicrobiens isolédyjeericum perforatum
(KUSARI et al.,2008).

2.1.3.5. Composés immunomodulateurs

Les immunomodulateurs sont des substances qui adia réponse immune de
'organisme en le stimulant ou en la déprimantoiseles doses utilisées. Les systémes
immuns concernés sont les macrophages, les lym@wod ou T (BEAU, 2001). Ces
composes sont classés en médicaments immunosugymess immunorégulateurs (KAUHL
al., 2012).

Les médicaments immunosuppresseurs sont utiliség gart pour prévenir les rejets
des greffons chez les patients greffés et d'awregour le traitement des disfonctionnements
auto-immuns, l'arthrite rhumatoide (TENGUR# al., 2011) ; les immunorégulateurs ont le
pouvoir de renforcer le systeme immunitaire etdéenses de I'organisme. lls sont utilisés
pour le traitement de l'allergie, les cancers st@ladies infectieuses (BEAU, 2001).

Un nombre important d’immunomodulateurs ont ét@lés des mycoendophytes
(KAUL et al., 2012). Le subglutinol-A (€Hss04) (Tableau Xll) et le subglutinol-B sont
d'importants composés immunosuppresseurs, qui sieg diterpenes pyrones non-
cytotoxiques. lls ont été isolés et caractérisparéir de I'endophyté-usarium subglutinans,
qui coloniseTripterygium wilfordii. (KAUL et al., 2012 ; KHARWARet al., 2014). La
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cyclosporine-A (Ce2Hi111N11012) (Tableau XI) et I’acide mycophénolique sont des métabolites
fongiques immunosuppresseurs trés puissants, utilisés pour le traitement des maladies auto-
immunes et la transplantation d’organes. Ils ont été extraits d’especes de Penicillium,
Aspergillus, Byssochlamys et Septoria (KAUL et al., 2012). C’est le cas de Trichothecium
roseum, qui produit des cyclopeptides trichomides A et B possédant aussi un pouvoir

immunosuppresseur (ZHANG et al., 2015).

Tableau XII : Quelques composés bioactifs immunosuppresseurs issus de mycoendophytes.

Nom du composé Structure chimique Référence

STROBEL et DAISY
(2003)

Subglutinol A

Cyclosporine A MJA“ \LA' KAUL et dal. (2012)

o
_ "
e N j(\}[‘

2.1.4. Mycoendophytes sources de peptides a activités biologiques
Les peptides issus des endophytes sont un agencement d’acides aminés, présents aussi

bien chez les bactéries que chez les champignons non endophytes (PAN et al., 2008).

2.1.4.1. Peptides a activité anticancéreuse

Plus de 60% des médicaments anticancéreux actuellement en usage clinique sont des
produits naturels ou des dérivés de produits naturels (ABDALLA et al., 2010 ; McALPINE et
al., 2005).

Deux lipopeptides cycliques, les fusaristatines A et B ont été isolés d’un champignon
endophyte : Fusarium sp. (YG-45) a partir des cultures de riz. La fusaristatine B posséde un
effet inhibiteur modéré sur les topoisomérases 1 (IC50 : 73uM) et II (IC50 : 98uM) sans

complexes clivables. De plus, les fusaristatines A et B ont démontré une activité inhibitrice de

68 |
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la croissance vis-a-vis des cellules cancéreusgmodmon LU 65, avec des valeurs de IC50
de 23 et 7 uM, respectivement (SHIONGaI.,2007) (Figure 37).

3 "o <
e . ‘ . < T

o »

Q o o Y e 1 “

i | . Joe A O A
L > L o

C b " 0 ¥

Fusarnistatin A Fusarnistatin B

Figure 37: Structure des fusaristatines A et B isolée§asarium sp.
(SHIONOet al.,2007).

2.1.4.2. Peptides a activité antimicrobienne

La recherche de nouvelles structures a partir deoatrganismes a augmenteé au cours
des quatre dernieres décennies (ABDALLZAetlal., 2011). Il existe une nécessité urgente
pour de nouveaux composés antimicrobiens ainsidggestratégies de traitement, de vaincre
la difficulté accrue de contréler les infectionctggiennes et les niveaux de résistance aux
antibiotiques des souches pathogénes (ABDALLét 2l.,2011). Actuellement, les peptides
actifs membranaires antimicrobiens produits parndisoorganismes ont un grand intérét et
sont des cibles importantes d'investigations intessdans le monde (SET& al., 2007 ;
CHRISTINA et al., 2013). Des peptides cycliques antibactériens loey®ro-Thr) et cyclo-
(Pro-Tyr) (Figure 38) ont été produits par ferméntadu champignon endophy®Benicillium
sp.isolé de la plante de mangroderostichum aureurmLes deux composés ont démontré

une activité contr&taphylococcus aurew Candida albicangCUI et al.,2008).

(¢} OH 0
H 1

“N ~~

| 4 NH ~
_NH ’ OH

H
O

Cyclo-(Pro-Thr) Cyclo-(Pro-Tyr)

Figure 38 : Structure des Cyclo-(Pro-Thr) et Cyclo- (Pro-Tyddivité antibactérienne isolés

dePenicillium sp.champignon endophyte isolé Aerostichum aureurniCUI et al.,2008).
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2.1.5. Peptides issus des mycoendophytes : les fatmédicaments

Dans l'histoire de la découverte des médicameass,méthodes de production de
médicaments a base de peptides font I'objet dedoegude recherches. Les produits naturels
classiques et les petits composés seront rempjerédes peptides générés au moyen d'une
biosynthese combinatoire, de méthodes sophistigug&somiques, protéomiques et
transcriptomiques (Figure 39) (BUTLER, 20G8INGSTON, 2011).

Les enzymes NRPS (synthétases de peptides nonomilguses) sont capables
d’hydrolyser de nombreux dérivés peptidiques elisant un seul complexe enzymatique.
Les peptides non ribosomiques sont linéaires, gyek ou ramifiés et peuvent étre modifiés
par glycosylation, N-méthylation ou acylation (SCHRZER et MARAHIEL, 2001 ; VON
DO"HRENZet al.,1997). Plusieurs agents antibiotiques, anticanéet immunosuppresseurs
ont été synthétisés (RAJ al.,2003). La biosynthése de la plupart de ces predhaturels
est contrblée par des groupes de genes uniquesIfiEY al., 2014 ; HOFFMEISTER et
KELLER, 2007).

Beaucoup de mycoendophytes n'ont pas été étutliést nécessaire de les trier en
utilisant des études de NRPS, afin de créer une dasdonnées de ces microorganismes
producteurs de peptides. Certains d'entre eux péumeepas produire des peptides, parce que
leurs groupes de genes NRPS sont silencieux. lkeerelte devrait donc concentrer ses efforts
sur les mécanismes de biosynthese utilisés paueletsdes synthétases non ribosomiques des
endophytes, ce qui pourrait conduire a une optimoisale la production de ces peptides pour
des études biotechnologiques et pharmacologiquBBM LA et MATASYOH, 2014).
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Figure 39 : Des approches importantes dans la découverte dicanéeht
(ABDALLA et MATASYOH, 2014).
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2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Présentation des mycéliums des mycoendoplg/feliaires dePeganum harmala
concernés

Les mycéliums des quatre genres les plus abond@&éslosporium(Cl), Alternaria
(Al), Aspergillus(As), Penicillium (Pe)ont été utilisés dans notre travail (Figure 43).dht
été isolés, identifiés et purifiés a partir desilfesi de Peganum harmalaécoltée dans la
région aride de Timzerth (Laghouat), au mois dlag2f15. Le tableau Xlll regroupe les

différentes caractéristiques générales et cultsiddeces souches fongiques.

Figure 40 : Genres de champignons endophytes les plus aboralantgeau des feuilles de
Peganum harmal&., observations sous microscope opti@2000) et boites a I'ceil nu

A : CladosporiumB : Alternaria, C : Aspergilluset D: Penicillium.

72
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Tableau XlIl: Description des mycéliums de mycoendophytes felaiutilisés de

Peganum harmala

Les genres de

champignons

Caractéristiques générales

Caractéristiques culturas
des champignons endophytes

utilisés

Cladosporium

Les Cladosporiumont une croissance lente, a modérément rapide su ﬁu‘ﬁ“i@\

tous les milieux de mycologie. Ills ne sont pas hBki par le|
cycloheximide. lls ne poussent généralement qu'a2®C. Les

colonies ont une texture veloutée ou floconneua€fois poudreuse|

La couleur va du vert olive au brun noir trés foetdée revers est bru
noir. Les hyphes, septés, sont pigmentés. lls psedu des

conidiophores (encore plus foncés) et forment degues chaines

acropeétes, ramifiées, réalisant des arbusculesefsadls synthétisen
des toxines (cladosporine, emodine) (OGOR#EII.,2012).

®

Colonies veloutées de couley
verte olive

Alternaria

Aprés 7 jours de culture, les colonies apparaisseinés et duveteuse

et présentent une texture épaisse, thalles brun-weloutés, portant

des spores de reproduction asexuée produites esegrajuantitéy
rugueuses et sombres, de forme ovale elliptiqueéstentent des strie
longitudinales et transversales, parfois, une essance verruqueuse
I'extrémité des chaines de spores. Résiste a lemsade (THOMMA,
2003). Les espéces d'Alternaria produisent desné&sitel que
I'alternariol, I'alternariole monométhyle éthertealuene, altertoxins
II, 1l, tenuazonic acid et bien d’autres métaleditoxiques (OSTRY|
2008).

S fau¢

3 1)

Colonies rugueuses a cen
bombé de couleur brune
foncée

=

re

Aspergillus

LesAspergillusprésentent une croissance rapide sur les milieux de
culture classiques additionnés d’'antibiotiquestriagoritépoussent a
22-25°C ; les espéces thermophiles se dévelopgid@°C, parfois
jusqu’'a 57°C. lidorment des colonies souvent poudreuses ou
granuleuses. Les colonies prennent des teintestéestiques, brune,
verte, jaune ou noire selon les espéces et pesyatitétiser des
toxines tel que les aflatoxines, ochratoxine A, dgitine, I'acide
helvolique, la gliotoxine, les dérivés quinoniqe¢sies alcaloides
(TABUC, 2007).

o®
&x Solpd
stz;ﬂ‘g

Colonies poudreuses et
granuleuses de couleur noir
aux contours clairs

Penicillium

Les Penicillium se développent rapidement et facilement sur
milieux de mycologie. lls se développent a des taaipires modérée
de l'ordre de 20-27°C. les colonies sont habitnetlet duveteuseg
poudreuses. La sporulation va conférer aux coldeigsteinte, le plug
souvent dans les tons vert, vert bleu, vert-grest-jaune, gris-bley
mais aussi, pour certaines espéeces, jaune, orahgeois, rose, 0
rouge. La majorité d'especes du geRenicillium sont capables d
produire des mycotoxines 'acide cyclopiazoniquéacide
pénicillique ; la patuline ou la clavacine, la iciine, I'ochratoxine A
(TABUC, 2007).

1%

Colonies duveteuses de
couleur verte aux contours

blancs
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2.2.2. Fermentation et extraction des métabolitesesondaires fongiques bruts des

mycoendophytes foliaires déeganum harmala

Les champignons endophytes sélectionn€adosporium, Alternaria, Aspergillust
Penicilliumont été mis en culture sur milieu PDA, a tempé&maumbiante pendant sept jours.
Deux a trois pieces (0.5 x 0.5 cm) de chaque chgmopi ont été inoculées dans des
erlenmeyers de 500ml contenant 100ml de PDB eté&ajmx fois (XIAOLINGet al, 2010).
lls sont ensuite incubés a température ambiantdgpertrois a quatre semaines, avec une
agitation périodique a 150 tours/minute. Par laesué contenu est filtré a travers une gaze
stérile, afin de séparer le mycélium du bouilloncddéure (MOHANTAet al, 2008 ; BARIK
et al, 2010). Ce dernier est centrifugé a 5000 tours/(@r95g) pendant 15min et le
surnagent est récupéré (MADKt al, 2010).

On réalise une extraction a l'acétate d'éthyle, llm@ solvant d’extraction des
meétabolites secondaires fongiques selon BAE&I. (2005) ; GOGOEt al. (2008) et QINet
al. (2009). A chaque filtrat, on rajoute un volumeléde solvant et on le met sous agitation
pendant 30 min & 40°C. La solution est ensuite miseepos dans des ampoules a décanter
pour séparer les deux phases. La phase organiquécepérée pour étre concentré sous
pression, par évaporation du solvant a I'aide dduaporateur rotatif a 45°C (MOHANTAL
al., 2008; OLIVEIRA SILVAet al, 2009).

2.2.3. Préparation de I'extrait de feuilles dé>eganum harmala

Les feuilles récoltées ont été séchées a I'omladarhpérature ambiante, puis réduites
en une fine poudre. 1g de la poudre est additiegnh@ ml d'une solution aqueuse constituée
d’acétate d’éthyle : eau distillée (8 : 2 v/v), tdagée a 4000 tours (1789¢g) pendant 15 min
pour recueillir le surnageant. Ce processus estédpois fois. Ensuite, le solvant est éliminé
par évaporation (DARABPOUR! al.,2010).

2.2.4. Etude de I'activité antimitotique des extrds fongiques bruts des mycoendophytes
La méthode adoptée par SHWEA al (2012) avec quelques modifications a été
utilisée pour la détermination de I'activité antiatique, en utilisant les racinesAdlium
cepa Des bulbes &llium cepasont mis a germer dans I'eau pendant 48-72 heares,
température ambiante. Les extrémités des racingsrmes sont sélectionnées pour notre
étude. Ces derniéres sont mises dans les difféegiraits fongiques bruts d&ladosporium
d’Alternaria, d’Aspergilluset de Penicillium Des combinaisons d’extraits fongiques sont

7y
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réalisées a savoir:  Aspergillus/Penicillium Alternaria/Cladosporium,
Cladosporium/Penicillium, Alternaria/Aspergillus,  ladosporium/Aspergillus et
Alternaria/Penicillium.Nous avons considéré aussi I'extrait foliaireREganum harmalat
cela pendant 48 heures pour tous les extraits.gQeglpointes de racines aussi ont été mises
dans de la colchicine utilisée comme standard. #g8h, les pointes des racines sont fixées
dans une solution composée d’acide acétique atodla(1:3). Les racines ainsi fixées sont
colorées par du carmin acétique. La morphologike etombre de cellules sont observés au
microscope optique (X400). Le nombre de cellulgslés est estimé a 400 cellules. Ces
cellules apparaissent dans différentes étapesmé@dae, a savoir l'interphase et prophase (P),
la métaphase (M), I'anaphase (A) et la télophayeiT été enregistrées. L'indice mitotique
est calculé selon la formule suivante (SHWE®Aal., 2012; SUBHADRADEVI et al,
2011) :

P+ M + A+ T

Indice mitotique = X100
Nombre total des cellules

2.2.5. Etude de [lactivité antiproliférative des etraits fongiques bruts des
mycoendophytes

L’évaluation de l'activité antiproliférative de X&ait fongique a été effectuée suivant
le protocole de SHWETAt al. (2012), utilisant la levur&accharomyces cerevisisemme
modele de cellule eucaryote. La préparation dediutum de levure est réalisé dans du PDB,

incubé a 37°C pendant 24 heures.

Pour la détermination de la viabilité cellulairggus préparons 13 tubes avec dans
chacun 2,5ml de PDB et 0,5ml d'inoculum de levid®#£0.1 & 650nm). Dans le premier
tube, nous rajoutons de l'eau distillée, dans leidene la quercétine en tant que standard
(Img/ml), dans le troisieme la colchicine commeosecstandard. Dans les 10 tubes restants,
nous additionnons les extraits fongiques brutssseules différentes combinaisons d’extraits
fongiques. Tous les tubes ont été incubés a 371dgme 24 heures. Apres incubation, on
rajoute dans tous les tubes du bleu de méthyléaés]0Le nombre de cellules ainsi que leurs
couleurs sont observés sous microscope optiquecélides ovales transparentes sont des
cellules vivantes, par contre celles colorées en Bbnt des cellules mortes. Leur comptage

est effectué dans 16 chambres d’hémocytométre rearfedore moyen de cellules est calculé.

7y
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Le pourcentage de la viabilité cellulaire est cllan utilisant la formule suivante (SEHGAL
et al, 2006) :

Nombre de cellules mortes
% cytotoxicité = X100
Nombre de cellules mortes + Nombre de cellules vintes

2.2.6. Etude de l'activité antioxydante des extrastfongiques bruts et de I'extrait foliaire
2.2.6.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyle) est undical libre stable violet en
solution. Il présente une absorbance caractérsstaans un intervalle compris entre 512 et
517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorstpieDPPH est réduit en DPPH-H
(diphényle picryl hydrazine), par un composé a pé antiradicalaire, entrainant ainsi une
décoloration (Figure 41). L'intensité de la couleest proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner de®ns (SANCHEZ-MORENO, 2002 ;
PISOSCHlet al, 2009).

+ Antioxydant-OH " + Antioxvdant-O*

Ne NH

DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 41 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPRE¥DNGO, 2012).

Pour I'évaluation de I'activité antioxydante, ncamons utilisé le test de piégeage du
radical libore DPPH (SANCHEZ-MORENGCet al., 1998), qui est définit par l'indice
d’inhibition de l'activité radicalaire en pourcegt ou le contréle positif est représenté par
une solution d’'un antioxydant standard : I'acideasbique, dont I'absorbance est mesurée
dans les mémes conditions que les échantillonsafextie métabolites secondaires fongiques
bruts deCladosporium, Alternaria, Aspergillust Penicillium, ainsi que I'extrait foliaire). La
solution de DPPH est préparée par solubilisatio@ deg de DPPH dans 100 ml de méthanol
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(solution DPPH a 0.002%). bDdes solutions d’extrait fongique et foliaire, simjue le

standard sont ajoutés a 1.95 ml de solution de DRIHmMélange est laissé a I'obscurité
pendant 30 min. Un contréle négatif qui contientjuement la solution de DPPH est réalisé.
Les absorbances sont mesurées a 517nm. Les resaliat exprimés en pourcentage

d’inhibition (1%) suivant la formule suivante :

1%= [(Ac — At)/ Ac] x 100
Ac : Absorbance du controle
At : Absorbance du test.

Pour s’affranchir de l'influence de la concentrafita concentration inhibitrice 1C50
de I'antioxydant a été estimée, elle correspondeiraduction de 50% de l'activité du DPPHe
dans le milieu réactionnel. La capacité antioxydatiin composé est d'autant plus élevée que
son IC50 est petite. L’indice IC50 montre les coricgions de I'antioxydant qui sont
nécessaires pour faire décroitre la concentratitieie du DPPHe de 50% (SANCHEZ-
MORENO et al., 1998). Les valeurs des IC50 sont déterminées gyaphient par la

régression linéaire.

2.2.6.2. Dosage des polyphénols

Les polyphénols sont déterminés par spectrophot@nétivant le protocole appliqué
en 2007 par LI et ses collaborateurs. 20@’extrait fongique ou foliaire est mélangé avec
1ml de réactif de Folin Ciocalteu (FCR), dilué disfdans de I'eau distillée. Apres 4 minutes,
80Qul de carbonate de sodium (X03) a concentration de 7,5 g/l sont ajoutés. Aprés un
incubation du mélange réactionnel pendant 1 a 2ZelBewa température ambiante et a
'obscurité, I'absorbance est mesurée a 760 nmcdurbe d’étalonnage est effectuée par
'acide gallique a différentes concentrations (@8 ml), dans les mémes conditions. Les
résultats sont exprimés par milligramme d’équival@acide gallique par gramme d’extrait
sec (mg EAG/Q).

2.2.7. Etude de lactivité antibactériennein vitro des mycoendophytes foliaires de
Peganum harmala

Conscient de limportance que nous attribuons adjbui aux recherches de
nouvelles substances naturelles, susceptibles @semer des activités intéressantes, nous
nous proposons, dans ce sens, d'évaluer le pdtelgiguelques champignons endophytes
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associés aux feuilles d&eganum harmalaoncernant ces activités. Il s’agit d'une recherche
préliminaire sur les potentiels antibactériens e achampignons.

L’émergence de la résistance aux antibiotiquese sul’utilisation massive et parfois
abusive de ces derniers est devenue un réel preldensanté publique. Certaines bactéries
manifestent un certain degré de résistance vis-aes antibiotiques usuels, voire parfois une
résistance totale a toute thérapeutique, d’ouéiétt de rechercher de nouvelles substances
d’origine naturelle incluant les plantes. Ainsi, gnand intérét est porté aux propriétés
antimicrobiennes des extraits de plantes aromaigamsi qu'a leurs champignons

endophytes.

2.2.7.1. Matériel bactérien

Les souches bactériennes utilisées sont des souyhes de références connues,
disponibles au niveau du laboratoire de microbi@ogle Il'universit¢ MOULOUD
MAMMERI de Tizi Ouzou, qui sonEnterococcus faecaliATCC 49452),Staphylococcus
aureus(ATCC 25923),Staphylococcus aurey$RI 326),Staphylococcus aurey$RI S6),
Staphylococcus aureudRI 361), Staphylococcus aureuU®ATCC 43300),Staphylococcus
aureus(MU 50 mecA),Staphylococcus aurey§RI 137),Bacillus cereugATCC 10876) et
Bacillus cereugATCC 14579) (Annexe 3).

Une étude bibliographique a été réalisée sur cashgs afin de mettre en lumiéere
leurs différentes caractéristiques, résistanceaaibiotiques ainsi que les maladies qu’elles
génerent.

Staphylococcus aureuscocci Gram-positif, c’est I'espece la plus pathiog du genre
Staphylococcudl! est impliqué dans une trés grande variétéfedtions communautaires ou
nosocomiales : furoncles, abces, fascistes, athiseptiques, ostéomyélites, septicémies,
pneumopathies, diarrhées infectieuses, endocardiiéningites etc (VIEU, 2014). LeS.
aureus résistantes, en particuli€. aureusMRSA (methicillin-resistantStaphylococcus
aureug tel queS. aureus(MU50) et S. aureus(ATCC 43300),sont les plus importants
pathogenes a I'échelle mondiale (ARIVUDAINAMBL al.,2014).

Le staphylocoque doré ne posseéde aucune résistatoeelle aux antibiotiques.
L’utilisation massive des pénicillines G et V a dait a 'émergence de bactéries résistantes a
ces molécules (VIEU, 2014). Plus de 80 % des saughreduisent une pénicillinase
(DAUREL ET LECLERCQ, 2008). LesS. aureuspossedent une tres grande plasticité
génétique. Sous la pression de sélection des aingibés, ils ont trés vite acquis des génes

i
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portés par des plasmides codant pour des pénasfmn Ces enzymes sont capables
d’hydrolyser le cycle R-lactame des pénicillinesGt A (VIEU, 2014).

Le traitement des infections causées paisouches est simple. Il repose sur I'utilisation
de pénicillines semi-synthétiques, stables a bactles pénicillinases type oxacilline ou alors,
d’amoxicilline additionnée d’un inhibiteur de R ctamase type acide clavulanique (VIEU,
2014).

Bacillus cereus il s’agit de bacilles Gram-positif, pouvant appamiGram-négatif ou
Gram variable sur les cultures anciennes, mobigescipature péritriche, poussant bien sur
milieu ordinaire en 24 heures, aéroanaérobie, passéune cytochrome oxydase, une
lécithinase et une gélatinase, trés hémolytiguésestant a la pénicilline G (TEYSSQGdt al.,
1998).

Les infections 8. cereugpeuvent étre classées en trois catégories.

Les infections digestivesurviennent dans le cadre de toxi-infections alimiess
collectives et déterminent deux tableaux cliniqdegincts en fonction du type de toxine
produite par la bactérie : syndrome diarrhéiquealia production d’'une entérotoxine, ou
vomissements diffus dus a la présence d’'une to&métisante thermostable préformée dans
'aliment (TEYSSOUetal., 1998)

Les infections locales et systémiquesurviennent sur des terrains prédisposés : plaies,
blessures et effractions cutanées pour les infestiocales, immunodépression pour les
infections systémiques (TEYSS@dtlal., 1998).

B. cereusest peu sensible aux [3-lactamines, il posséde dmetdinase chromosomique,
inhibée par l'acide clavulanique et non par 'EDTRBIlle est responsable de la résistance
naturelle a la pénicilline G et aux amino- et cagpenicillines. Les céphalosporines sont peu
actives. B. cereusproduit également une carbapénémase chromosomighiyée par
'EDTA. La présence de cette enzyme est responsibla résistanca vitro a I'imipeneme
et a de nombreuses autres R-lactamines. En revaBcheereusest toujours sensible a
I'érythromycine, & la clindamycine, au chloramploéhi & la vancomycine, aux aminosides,
aux cyclines et aux sulfamides. Il est naturelleimésistant au triméthoprime (TEYSSGit
al., 1998).

Enterococcus faecalis c’est un coccobacille Gram-positif, commensaletube digestif
d’'un grand nombre d’organismes, dont 'lhomme. Draytart, il peut survivre de longues
périodes dans le milieu extérieur hostile, donirisence est considérée comme un indice de
contamination fécale (CHINGWARUet al., 2003; FISHER et PHILLIPS,2009). Il

n’intervient que comme pathogéne occasionnel, ie@nd des infections urinaires ou des
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suppurations profondes et plus rarement, des erditmsou des septicémies. En outre,Ees
faecalissont des bactéries multi-résistantes aux glycogeptbiaminoglycosidegcomme les
vancomycin-resistant enterococcus) et les souchresemes expriment une exotoxine,
appelée cytolysine, qui peut provoquer la lyse citules bactériennes ou eucaryotiques
(VAN TYNE et al.,2013).

2.2.7.2. Autre matériels et milieux utilisés

- Boites de Pétri de 90 mm de diametre

- Milieu gélosé PDA (Potato dextrose agar)

- Milieu solide MH (Mueller Hinton)

- BHI (Brain Heart Infusion)

- Disques d’antibiotique (chloramphénicol 3§)

- Pipettes pasteur en verre

- Ecouvillons

- Eau distillee

- Deux becs benzéne

- Un spectrophotometre (UVmini-1240, uv-vis spectatpmeter, SHIMADZU).

2.2.7.3. Méthodes utilisées
2.2.7.3.1. La double culture de diffusion sur géles

Cette technique a été décrite par MANDE®iLal. (1998) et DEVARAJU et SATISH
(2011). Les cultures de 8 jours de mycélium de ragdophytes foliaires d@eganum

harmalasont utilisées pour tester leur pouvoir antibaetér
* Préparation des mycoendophytes tests

Les champignons endophytes préalablement isoléstifigés et purifiés sont repiqués
aseptiguement entre deux becs benzéne, dans des 8eiPétri contenant du PDA, exempt

d’antibiotiques et incubés a température ambiaatelant 8 jours.
» Préparation des souches bactériennes d’essai

Les souches bactériennes sélectionnées sont iégwién les repiquant aseptiquement

sur un milieu nutritif BHI et incubées a 37°C penda8 a 24 h avant d’étre utilisées.

|
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» Préparation de I'inoculum et ajustement de la turbdité

L'inoculum est préparé a partir des cultures fraghde 18 a 24h quon a
préalablement réalisées. Quelques colonies bietineiss sont prélevées a l'aide d’une
pipette pasteur. L'inoculum est déchargé danqufl@@au physiologique stérile a 0,9%. La
densité de la suspension bactérienne obtenueegshbmogénéisée et ajustée au standard 0,5
McFarland (soit une DO entre 0,08 et 0,1 & uneueng d’onde de 625nm, soit ®LQnité
formant colonie (UFC/mI) et utilisé dans les 15 densa préparation (NAKAMURAL al.,
1999 ; VALGASet al.,2007; DEVARAJU et SATISH, 2011).

» Screening préliminaire de I'activité antibactérienre des mycoendophytes

Tout d’abord, la suspension bactérienne est ensgraeaseptiquement a l'aide d’'un
écouvillon stérile sur des boites de Pétri, contereamilieu MH. L’écouvillon est trempé dans la
suspension bactérienne, puis essoré en le faisamtayer sur la paroi interne du tube afin de le
décharger au maximum de I'excédent. Le milieu MHfiedté sur la totalité de la surface gélosée
de haut en bas, en stries serrées en tournanitéaddenvirons 60° a chaque fois, puis autour des
bords de la boite pour une distribution uniformd’i@culum (SCORZONIet al.,2007).

Des disques de 6mm de diameétre d’agar de cult@&sjours de nos mycoendophytes
foliaires sur gélose PDA sont découpés aseptiquertedisposés sur geélose MH, dans les
boites préalablement inoculées par les suspenbexigriennes (MANDEEEt al.,1998). Un
disque d’antibiotique chloramphénicol (C: 30ug) est un antibiotigue bactériostatique,
thermostable avec un large spectre antibactérieimigjbe la synthése des protéines en agissant

sur le ribosome bactérieast déposé comme témoin dans chaque boite.

Apres 20mn a température ambiante et afin de pa@erlat diffusion des métabolites
actives secrétées par les mycoendophytes, lesshad#ePétri sont mises a incuber a 37°C
pendant 24 h (MANDEEIet al., 1998 ; DEVARAJU et SATISH, 2011). L’expériencetaé é
répétée trois fois et les diametres des zones ibitidns autour des blocs de gélose,
correspondant a l'activité antibactérienne sont urés puis consignés. Dans ce premier
screening, les disques des mycéliums des mycoegtisptoliaires ont été disposés ensemble
dans chaque boite inoculée par les différentes tesudactériennes ainsi que le disque
d’antibiotique control (Figure 42).

o
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Figure 42 : Technique de diffusion des mycéliums de mycoengigstfoliaires de

Peganum harmalaur gélose.

Cl : mycélium deCladosporiumAl : mycélium dAlternaria, As : mycélium dAspergillus Pe : mycélium de

Penicillium, C : chloramphénicol

2.2.7.3.2. Détection de l'activité antibactériennedes mycéliums de mycoendophytes
foliaires sélectionnés par le screening

Pour cette seconde manipulation, le méme protapsdela premiere a été suivi. Cing
des dix souches bactériennes qui présentaientamedinhibition significative avec les trois
champignons endophytes foliaires, a sawiternaria, Aspergillus et Penicillium sont
sélectionnées.es mycéliums de mycoendophytes sont disposésunhe®ul dans une boite
de Pétri (Figure 43).

o1 . 23
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Figure 43 : Technique de diffusion des disques de mycéliunmygesendophytes

foliaires dePeganum harmalaur gélose (un seul disque de mycélium par boite).

La sensibilité des souches bactériennes testégswssdes champignons endophytes et
de l'antibiotique est estimée en mesurant la zdimhidition autour de chaque disque apres
18 heures et 48 heures d’incubation. La préseneemles d’'inhibition est observée autour des

disques des mycoendophytes, produisant des métabailitibactériens actifs contre la souche

-
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test. Plus cette zone est grande, plus l'activitdbactérienne est importante (Figure 44). Le
tableau XIV permet d’évaluer le degré de senséilies bactéries a un antibiotique donné et
de qualifier par conséquent le spectre d’actiofiagibiotique vis-a-vis des bactéries.

Tableau XIV : Normes utilisées dans l'expression de la sensbities bactéries au
chloramphénicol avec des disques de 6 mm de diartR&EVELOMANANTSOA, 2004).

Diametre de la zone d'inhibition (ZI) en mm Sensitité des bactéries
Z2l<7 Résistant
7<Z1<9 Sensible
Z1>9 Trés sensible

o

Souches bactérienr

Champignon

Repiquage des champignong
sur du PDA

Revivification des souches sur

milieu BHI gélos:

Incubation pendant 18 a 2.

Incubation pendant 5 jours §
temoérature ambiar

Ajustement de la turbidité de

Prélevement de disques d¢ I'inoculum dans des tubes au
gélose de 6 mm cdiametre I pans les 15m standard 0,5 de McFarland
d’ajustemer
Ecouvillonnage de 'inoculum sur milieu MH et dépot]
des blocs sur le tapis bactérien

‘ 10 minutes a température ambiange
Incubation 18h a 37°C
Mesure des diametres d’inhibition:

Incubation 48h a 37°C

Figure 44 : Schéma récapitulatif de la technique de doubleisiifin sur gélose.

.
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2.2.8. Analyse statistique

L’étude statistique est réalisée avec le logiclahdlyse et de traitement statistique :
STATBOX 6.40. Les indices mitotiques et les poutagas de cytotoxicité sont calculés. Des
ANOVA sont réalisées afin de mettre en évidencsigmification des différences obtenues
entre les extraits et les standards utilisés. dhdemplémentaire de comparaisons multiples
des moyennes est réalisé pour classer les diférextraits fongiques testés en groupes
homogeénes. Le test est réalisé afin de mettre éderae le pouvoir antimitotique et
antiprolifératif des extraits de champignons engogsh foliaires ddPeganum harmal&t les
standards utilisés, de mettre en évidence lesreiftes potentielles d’efficacité entre les
extraits fongiques et des éventuelles interactians peuvent y avoir entre ces
mycoendophytes.

Les IC50 des extraits fongiques et de l'extraitdiof ont été calculé ainsi que la
teneur en polyphénols de ces derniers. Des anayatstiques de variance (ANOVA) ont été
réalisées afin de mettre en évidence les résuilatisnus avec les différents extraits ainsi
gu’'avec les standards utilisés. De méme pour metirévidence les différences entre les
zones d’inhibitions des différents mycoendophytas-avvis de chacune des souches
bactériennes testées. La différence entre lesitgstiantibactériennes des quatre champignons
endophytes testés, mais aussi entre ces dernidfangbiotique utilisé a été considérée
statistiguement significative lorsque la valeurpdest< 0.05 (Annexe 2). De ce fait, un test
complémentaire de comparaisons multiples des m@ge(ewman-Keuls) a été réalisé pour
classer les champignons en groupes homogenegjefimettre en évidence le comportement
des champignons endophytes foliairesP@gganumharmalaet de I'antibiotique testés vis-a-
vis des souches bactériennes, de mettre en évidemnakfférences potentielles d’efficacité

entre les champignons et des éventuelles interactjai peuvent y exister.

2.3. Résultats et discussions
2.3.1. Activité antimitotique

Les essais antimitotiques ont révélé que les d¢strdé métabolites secondaires
fongiques bruts des différents genres, ainsi gaalifférentes combinaisornmésentent une
inhibition de la division des cellules méristémagg, a différents stades du cycle cellulaire.
Comparativement aux différentes phases mitotiquesnales (Figure 45)nhous avons

constaté un rétrécissement des cellules, une lliftth chromosomique anormale a la

¥
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métaphase, des agglutinations chromosomiques aaplease, une dégénérescence
chromosomique ainsi que des cellules gigantesdtgsre 46).

p

Figure 45 : Phases mitotiques normal@&3100).
A) Interphase, B) Métaphase, C) Anaphase

Figure 46 : Anomalies chromosomiques, nucléaires et cellulgiX&g40).
A) distribution anormale des chromosomes aprés mé&apBpdégénérescence et agglutination
chromosomiqueC) Allongement des cellules et rétrécissement du ndyaagellule gigantesque avec large
noyau,E) Agglutinations chromosomiqueB) Ponts et Agglutinations chromosomiques.

E
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Les indices mitotiques retrouvés sont de 32,30% pextrait brut deCladosporium
32,15% pour I'extrait brut &lternaria, 43,80% pour I'extrait brut &spergillus 42,50%
pour I'extrait brut dePenicillium 32,05% pour l'extrait brut é&spergillugPenicillium
30,85% pour l'extrait dAlternaria/Cladosporium 33,45% pour Alternaria/Penicillium
37,15% pourCladosporiumfAspergillus 27,95% pourCladosporiunPenicillium, 28,60%
pourAlternarialAspergillus 34% pour I'extrait de colchicine, tandis quedenbin non traité a
montré un indice de 79,95% (Figure 47).

Les différents extraits

Figure 47 : Les indices mitotiques des différents extraitsses

Des ANOVA réalisées entre le témoin non traitégdichicine prise comme standard
et les différents extraits fongiques montrent uifr@nce hautement significative entre ces
valeurs (p=0.00). Les comparaisons multiples deyemuoes ont révélé la formation de
plusieurs groupes. Le groupe A est représenté pax axtraits fongiques, dont I'effet
antimitotique est le plus élevé et donc plus élgue la colchicine, a savoir I'extrait
CladosporiunfPenicillium et Alternaria/Aspergillus Le groupe AB est représenté par le
standard : la colchicine, ainsi que les extraitsigiques dAlternaria, Cladosporium,
Alternaria/lCladosporiumAspergillugPenicillium, Alternaria/Penicillium Ceci confirme leur
action dans linhibition de la mitose au méme titnge la colchicine. Pour ce qui est de
I'extrait combiné CladosporiunfAspergillus il appartient au groupe BC. Le groupe C
regroupe les extraits possédant I'effet antimitsgide plus faible. Il est représenté par les

extraits fongiques deenicilliumet d’Aspergillus(Tableau XV).
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Ces résultats indiquent que les extraits combidsdosporiunfPenicillium et
Alternaria/Aspergillus possedent un effet antimitotique meilleur que icdki la colchicine
utiisé comme standard, comparativement aux estrddngiques dePenicillium et
d’Aspergillus utilisés seuls, avec un effet antimitotique plagle. Les extraits fongiques
d’Alternaria et de Cladosporiumavaient quant a eux, un effet antimitotique siirelaau
standard sur les cellules méristématiqueslid'm cepa Ceci montre les synergies entre ces
champignons endophytes dans I'inhibition de la s@to

Tableau XV : Comparaison des moyennes des indices mitotiquesdd&rents

extraits des mycoendophytes foliairesRiEganum harmala

Extraits testés Indices mitotiques (%) + ES
Témoin (-) 79,95 + 2.64
Aspergillus 43,80C +1.76
Penicillium 42,50 C £1.04

Cladosporium/Aspergillus 37,15BC +1.74
Colchicine 34,00 AB £ 1.07
Alternaria/Penicillium 33,45 AB £1.03

Cladosporium 32,30 AB+1.76

Alternaria 32,15 AB £ 0.98
Aspergillus/Penicillium 32,05 AB +0.80
Alternaria/Cladosporium 30,85 AB +1.15
Alternaria/Aspergillus 28,60 A +1.09
Cladosporium/Penicillium 27,95 A +0.86

ES : Erreur Standard.

bY

Les mycoendophytes concernés produisent des misbalecondaires a activité
antimitotique. En effet, les souchesAtlernaria sont endophytes au niveau foliaire et leurs
meétabolites présentent une variété d'activitésobiqlies : phytotoxiques, cytotoxiques et
antimicrobiennes (BRASEt al.,2009; TSUGEet al.,2013). Cependant dans notre étude, les
associations synergiques en@&adosporiumet Penicillium mais aussi entrélternaria et
Aspergillus montrent un pouvoir antimitotique meilleur, ceat edd probablement a la
synthese simultanée de métabolites secondairesyfmeya effet antimitotique. Ce qui nous
amene a dire que les métabolites secondairsedharia et deCladosporiumpossédent une
activité similaire a celle de la colchicine dansHibition de la mitose. Un grand nombre
d’agents anticancéreux naturels sont issus de dgaons endophytes. Le taxol est un
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diterpénoide qui agit contre les cellules tumorakss améliorant l'assemblage des
microtubules et en inhibant leur dépolymérisatiina été extrait a partir d’endophytes,
Taxomyces andreangd&STIERLE et al., 1993), Pestalotiopsis microsporé.| et al., 1996),
Alternaria alternata,Periconia sp, Pithomyces sp. Chaetomella raphigera, Monochagtia s
et Seimatoantlerium nepalen8dSALAKCHI et MUTHUMARY, 2010).

Vingt genres de champignons endophyt@Ke(naria, Aspergillus, Botryodiplodia,
Botrytis, Cladosporium, Ectostroma, Fusarium, Matalum, Monochaetia, Mucor,
Nigrospora, Ozonium, Papulospora, Periconia, Pestal Pestalotiopsis, Phyllosticta,
Pithomyces, Taxomycex Tubercularig ont la capacité de produire du paclitaxel et ses
analogues tels que la baccatine Il ou la 10-dgHmastcatine Il (ZHAOet al., 2011). Le
mode d'action du paclitaxel se liant a la tubupnespécifiguement, empéche leur
dépolymérisation au cours des processus de divisatinlaire, ce qui fait de lui un agent
efficace contre les cancers de la prostate, dasegyau sein et des poumons (SCH#&tR.,
1979 ; WANGet al.,1999).

D’aprées CHANNABASAVA et GOVINDAPPA (2014), l'extraide métabolites
secondaires fongiquesABpergillus nigercontient du lapachol et montre la méme activité
antimitotique que le taxol, qui est un agent amoes. SADANANDA et al. (2011) ont
principalement rapporté que le lapachol est prog#it des champignons endophytes
(Aspergillus nigeret Alternaria alternatd. CHANNABASAVA et GOVINDAPPA (2014)
montrent que le lapachol est produit aussi parcti@mpignons endophytes typspergillus
sp, Alternaria sp et Penicillium sp GOVINDAPPA et al. (2014) obtiennent un indice
mitotique de 30,6% pour I'extrait éthanoliqueAtlernaria alternataendophyte ddabebuia
argentea.Cela va dans le méme sens que nos résultats, @it d’acétate d’éthyle
d’Alternaria, endophyte foliaire dePeganum harmalaDes résultats similaires ont été
observés avec des extraits de plant&cothum gratissimum, Morinda lucidBERNICE et
al., 2009) et les endophyt&sisariumoxysporum,Trichothecium sp(SADANANDA et al.,
2013) etAspergillus nige CHANNABASAVA et GOVINDAPPA, 2014). L'extrait fongue
a montré une activité antimitogéne potentielle reduisant des changements structurels dans

les chromosomes.

2.3.2. Activité antiproliférative
Les essais antiprolifératifs s&accharomyces cerivisiaévelent une inhibition de la

croissance cellulaire pour les échantillons tragésc les extraits fongiques ainsi que pour les

e
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échantillons traités avec les deux standards (witeh et quercetine). Le phénomeéne de
nécrose cellulaire (la cellule deverse son contgmoplasmique a I'extérieur) a été observeé au

niveau des levures traitées par [I'extrait Alternaria et [I'extrait combiné
AlternariatPenicillium (Figure 48).
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Figure 48 : Action des extraits fongiques bruts des mycoendigshfpliaires déeganum

harmalasurSaccharomyces cerivisigg2000)

A : contrdle (sans aucun extrait fongiquB): levure traitée avec I'extrait fongigies cellules colorées sont des
cellules mortes avec des débris cellulair€s).début de nécrose cellulaire chez la levure traitdd’extrait

d’Alternaria et Alternaria/Penicillium

Les pourcentages de cytotoxicité des extraits fpreg bruts sont estimés a 43.75%
pour Cladosporium 54,08% pourAlternaria, 36,24% pourAspergillus 49,64% pour
Penicillium, alors que celui de la quercetine est de 48,16%ekti de la colchicine de
57,21%. En revanche, les pourcentages de cytotéxiobservés pour les différentes
combinaisons d’extraits fongiques sont les suivamsur Alternaria/Aspergillus 51,19%,
pour Alternaria/Cladosporium 57,01%, pour Alternaria/Penicillium: 57,33%, pour

Cladosporium/Penicillium 44,87%, pour Aspergillus/Cladosporium 51,63% et pour
Aspergillus/Penicilliun 46,44% (Figure 49).
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Figure 49 : Pourcentages de cytotoxicité des différents exsttagtés.

Les pourcentages de cytotoxicité des extraits fprgg bruts testés sont donnés dans
le tableau XV. Des ANOVA réalisées entre le témmam traité, la colchicine et la quercétine
prises comme standards, ainsi que les différentmitx fongiques testés montrent une
différence hautement significative entre ces mes\jp=0,00). Ceci confirme leur action
cytotoxique différente sur la prolifération cellm&a Les comparaisons multiples des
moyennes ont révélé la formation de différents gesu L'extrait dAspergillusappartient au
groupe A et I'extrait d€€ladosporiumau groupe AB. Le groupe BC regroupe respectivement
les extraits combiné€ladosporium/Penicilliumet Aspergillus/Penicillium Le groupe BCD
est représenté par la quercétine, qui est un flaidena effet antiprolifératif. Quant au groupe
BCDE, il est représenté par lextrait fongique d&enicillium L’extrait combiné
Alternaria/Aspergillus appartient au groupe BCDEF. Le groupe CDEF esttdag de
I'extrait fongique combiné Aspergillus/Cladosporium Pour [I'extrait dAlternaria, il
appartient au groupe DEF. Pour I'extrait combiiéernaria/Cladosporium il appartient
quant a lui au groupe EF. Enfin, le groupe F eptésenté par la colchicine et I'extrait
fongique combinéAlternaria/Penicillium Ces derniers représentent les indices les plus
élevés, ce qui confirme leur cytotoxicité sur ledludes de levure, empéchant ainsi leur

prolifération (Tableau XVI).

=
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Tableau XVI: Comparaison des moyennes des pourcentages de xigitétades

différents extraits des mycoendophytes foliaire®dganum harmala

Extraits testés
Alternaria/Penicillium
Colchicine

Alternaria/Cladosporium

Pourcentages de cytotoxicité + ES

57.33 F+£0.77
57.21 F+1.25
57.01 EF £1.17

Alternaria 54.08 DEF + 0.90
Aspergillus/Cladosporium 51.63 CDEF + 1.43
Alternaria/Aspergillus 51.19 BCDEF + 1.09
Penicillium 49.64 BCDE + 1.00
Quercétine 48.16 BCD +1.80
Aspergillus/Penicillium 46.44 BC £ 2.71
Cladosporium/Penicillium 44.87 BC + 1.59
Cladosporium 43.75 AB £ 1.34
Aspergillus 36.24 A +0.92

PC : Pourcentages de cytotoxicité ; ES : Erreur stiard.

Saccharomyces ceriviseasst I'organisme modele pour mettre en lumiére @tm
cellulaire des cellules eucaryotes et identifisrdéérations du cycle cellulaire en cours. C’est
ce qui a été observé pour le lapachol isolAsgergillus nigerendophyte deTabebuia
argentea(CHANNABASAVA et GOVINDAPPA, 2014). En outre, leest de comparaison
des moyennes des indices de cytotoxicité a révalé ¢ps extraits :Alternaria,
Alternaria/Cladosporium Alternaria/Aspergillus Aspergillus/Cladosporium et
Alternaria/Penicilliumont un indice cytotoxique similaire a celui de tdabicine qui possede
lindice le plus élevé. Par ailleurs, l'extrait deenicillium, d’Alternaria/Aspergillus
Aspergillus/Penicilliumet Cladosporium/Penicilliunont un indice cytotoxique similaire a la
guercétine dont I'indice de cytotoxicité est moimgortant que celui de la colchicine. Ceci
confirme que ces extraits fongiques, ainsi queslassociations se comportent soit comme les
flavonoides ou les alcaloides que les mycoendophgyathétisent dans les feuilles de la

plante héte.

Dans notre étude, la plupart des cellules sonteaast les débris cellulaires ont été
observés en raison de la toxicité de I'extrait igng dAlternaria ainsi que l'association
Alternaria + Penicillium similaire a la cytotoxicité de la colchicine, confant ainsi la
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toxicité des feuilles dBeganum harmalaNous avons observé ainsi le phénomene de nécrose
suite a cela. Des résultats similaires sont rappogn utilisant des lignées de cellules
cancéreuses a l'aide d'extraits de plantes €YWl., 2007 ;TURK et al, 2011). Le genre
Alternaria est capable de produire le taxol a partir desnexatel que rapporté par CARUSO

et al. (2000). Ces souches endophytiques sont produsiaigssi d’alcaloides type vinblastine
(GUOet al.,1998).

Les métabolites secondaires produits par ces clygmmps possédent une activité
similaire a celle de la colchicine dans l'inhibitiale la mitose ainsi que la prolifération
cellulaire. Ce qui nous incite a exploiter cettst@iafin de trouver des molécules bioactives,
qui peuvent inhiber la prolifération des cellulesnbrales. La caractérisation chimique est

nécessaire pour identifier ces composés et leuanigoe d'action.

Les endophytes sont maintenant reconnus commeesoumportantes d'une variété de
métabolites secondaires structurellement nouveawbiodogiquement actifs, y compris les
terpénes, les stéroides, les alcaloides et lesédédes isocoumarines (YA-TUARL al.,
2010). Les enzymes et les médicaments dérives ofdrytles ont montré des applications
dans la médecine, I'agriculture et l'industrie (ERANLOO et al.,2014).

2.3.3. Activité antioxydante

Nos essais sur les activités antioxydantes révejeatles extraits de mycoendophytes
foliaires et I'extrait de feuilles dBeganum harmalaont dotés d’'un pouvoir antiradicalaire
faible. Leurs IC50 montre l'activité antioxydanta plus élevée pour l'extrait fongique
d’acétate d’éthyle dePenicillium (IC50=1,065£0.003mg/ml), suivie de celle de I'eitr
d’Aspergillus(5,95+0.05mg/ml). Pour I'extrait Alternaria, elle est de 6.14+0.07mg/ml, de
méme pour l'extrait foliaire avec une IC50 de 6B mg/ml. Par ailleurs, I'extrait de
Cladosporiummontre une faible activité antioxydante, avec @80 de 8,56+0.14mg/ml
(Tableau XVII).

Les résultats enregistrés et les ANOVA réalisééiedes IC50 des extraits fongiques,
de l'extrait foliaire ainsi que le standard (acidscorbique) indiquent une différence
hautement significative (p=0,00) entre les IC50 digéérents extraits. Par ailleurs, les
ANOVA entre IC50 de l'extraitCladosporiumet I'extrait foliaire montre une différence
significative (p=0,01), entre IC50 de I'extraMternaria et I'extrait foliaire il n’y a aucune
différence significative (p=0,93), de méme que plextrait Aspergilluset I'extrait foliaire

£
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(p=0,13). En outre, pour IC50 de I'extrdtenicillium et I'extrait foliaire, la différence est
hautement significative (p=0,00). Le résultat obt@our I'lC50 du genréenicillium est en
accord avec les résultats trouvés par JAKOVLIES@L (2014) ou la valeur IC50 contre le
radical DPPH était de 0,974 mg/ml poBenicillium fumiculosumet 1,336 mg/ml pour
Penicllium chrysogenumCes résultats indiquent que I'extrait d’acétatéthgle du
champignon testé pourrait étre utilisé dans le gagg du radical libore DPPH, en le
transformant en produits stables. Les molécule®xyttantes extraites par 'acétate d’éthyle
sont synthétisées beaucoup plusPanicillium, mycoendophyte foliaire que par la feuille de
Peganum harmalaet ceci en présence de tous les autres champigeodsphytes.
Néanmoins, ces résultats restent relativementeipar rapport a I'acide ascorbique, dont la
valeur IC50 est de l'ordre de 0,127+0.002mg/ml. iCest di a sa capacité de céder
I’hydrogene traduisant son important effet anticayd(DE POOTER et SCHAMP, 1986).

Tableau XVII : IC 50 des différents extraits

Différents Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait Acide
extraits Cladosporium| Alternaria Aspergillus Penicllium Foliaire Ascorbique
IC50

(mg/mi) 8.56+0.14 6.14+0.07 5.95+0.05 1.065+0.003 6.15+0.010.127+0.002
mg/m

Les champignons endophytes ont été isolés dedefeudle Peganum harmaleen
saison printaniere a dayate Aiat (Laghouat, Algérgui est une zone a climat aride.
L’extraction des métabolites a partir des champignendophytes est affectée par divers
facteurs, tels que la saison de la collecte déndiddlon, les conditions climatiques et la
situation géographique (SHUKLAL al.,2014). L'activité antioxydante des extraits vaggt
dépend essentiellement du taux des polyphénolsmadés durant le cycle végétatif de la
plante (BURDA etOLESZEK, 2001). Il est possible que divers métabolites étaagx
pourraient étre des produits synthétisés par kendsphytes (KUSARét al.,2012c).

Le type de solvant joue un rble important danstiastion des composés phénoliques
et des molécules antioxydantes. Cependant, naaitsxiongiques endophytiquealiernaria,
Aspergilluset Cladosporiun ainsi que I'extrait foliaire d®eganum harmalant montré une
activité antioxydante faible par rapport a I'extrigingique du genr®enicillium Cela peut
étre d0 a la nature des molécules extraites aaeéthte d’éthyle. C’est un solvant sélectif

pour les composés phénoliques de bas poids moissulPREMJANU et JAYNTHY,

£
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2014). L’activité antioxydante des extraits de cphagmons endophytes et de I'extrait foliaire
est due a la présence des composés phénoliquescearderniers. En effet, nos résultats
indiquent des teneurs en polyphénols différentes fes différents extraits, a savoir I'extrait
de Cladosporiumavec 0,680+0,049mg/ml, I'extrait Aiternaria avec 0,349+0,003mg/ml,
d’Aspergillus avec 0,914+0,004mg/ml et I'extrait foliaire avec020+0,001mg/ml. Par
ailleurs, I'extrait dePenicillium présente une teneur en polyphénols importante gmport

aux autres, elle est de 4,143+0,007mg/ml (Figuje 50

Pour ce faire, des ANOVA ont été realisées entrdefeeur en polyphénols des
différents extraits fongiques testés et I'extraitidire de Peganum hamalales résultats
révélent une différence hautement significativereeid teneur en polyphénols des extraits
fongiques Alternaria, Aspergilluset Penicillium) et celle de I'extrait foliaire (p=0,00), il en
est de méme entre les différents extraits fongiceteBextrait foliaire aussi. En outre, la
difféerence est significative entre la teneur enypbénols de I'extraitCladosporiumet
I'extrait foliaire (p=0,01).
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Figure 50 :Teneur en polyphénols des extraits fongiques latitextrait foliaire.

Nos résultats confirment que les mycoendophyteSladosporium Alternaria et
Aspergillussont une source potentielle mais limitée de co@pogturels antioxydants au
méme titre que la plante et avec une faible aétaittioxydante, vu queéeganum harmalast
une plante toxique, non comestible. Ces métabaiesndaires peuvent étre produits par des

entités associées sur le plan écologique et seavdrtnombreuses fonctions physiologiques
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communes entre la plante et ces microorganisme&SQNETTI et FIORENTINO, 2015). Par
ailleurs, Penicillium a montré une activité antioxydante par rapport awtkes champignons
endophytes, avec une teneur importante en polyphgad43+0,007mg/ml). Les résultats
obtenus par GOVINDAPPAet al. (2013) ont montré que les extraits méthanoliques d
champignons endophytes dabebuia argenteaévelent des activités antioxydantes plus
élevées que les extraits chloroformiques. De plkette étude a démontré que les
mycoendophytes Aspergillus niger et Penicillium sp sont une source importante de
composeés phénoliques a activité antioxydante. SABKNNA et al. (2011) ont montré que
les champignons endophyt&spergillus nigeet Penicillium spde Tabebuia sgpossédent des
propriétés biologiques relatives aux mécanismemxttants. Quant a FERNANDE& al.
(2009), ils ont mis en évidence une activité antitante chezAlternaria alternata
mycoendophyte d€offea arabica L Pour RAVINDRAN et al. (2012),Aspergillus flavus,
champignon endophyte dominant chez les espéecesadgrblve, a un potentiel antioxydant.
KHENNOUF et al. (2010) ont rapporté que les champignons endophfahema,

Cladosporiumet Chaetomiummontrent une activité antioxydante.

Resveratrol est une stilbéne phytoalexine predpi&r de nombreuses plantes en
réponse au stress biotique et abiotique. C’esti ansseutraceutique réputé par ses propriétés
antioxydantes (PANGENet al., 2014). Un certain nombre de souches endophyteditte
vinifera et de Vitis quinquangularis appartenant aux genrealternaria, Aspergillus,
Botryosphaeria, Cephalosporium, Geotrichum, MuetPenicilliumont été identifiés et sont
capables de produire ce composé. Cependant, ule ssaiche dAlternaria conserve cette
capacité apres des cycles répétés de cultureBall, 2012). Une autre soucheAdfernaria
endophyte foliaire synthétise I'acide cajaninstiequi est un composé antioxydant (ZHAO
et al.,2012).

2.3.4. Activité antibactérienne
2.3.4.1. Détection de l'activité antibactérienne

Les différents champignons endophytes ont montee agtivité antibactérienne plus ou
moins importante contre au moins une souche baot&itest (Annexe 4). Les diametres des
zones d'inhibition mesurés vont de 0 a 15,33+3,32 (fiableaux XVIII et XIX).

Dans notre premiere manipulation, nous avons ctinsfiae le genr€ladosporiumn’a
pas eu un effet inhibiteur notable sur la croissathes différentes souches bactérienes.

gui nous a poussés a nous en séparer dans la seoa@andulationL’activité antibactérienne

-
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a été plus marquée chédternaria dans les dewmanipulations. Ce genre a montré un
pouvoir antibactérien contre la soucB@phylococcus aureU 50 mecA, sur laquelle les
autres mycoendophytes n’ont aucun effet, avec une zone d’inhibition assez irgmbe
(14,33£00 mm). Il anontré aussi une importante activité dans la pnemignipulation vis-a-
vis des deuxsouches bactérienn&acillus cereusATCC 10876 etBacillus cereusATCC
14579, avedes zones d’inhibition respectives de 12+00 mm5¢83+3,32 mm (Figure 51,
TableauxxX VIl et XIX).

S aureu: MU 50 mec £ B.cereusATCC 1087¢ B.cereusATCC 1457¢

Figure 51 : Activité antibactérienne des quatre champignonsghnygtes et de I'antibiotique
surS. aureusMU 50 mec AB. cereusATCC 10876 eB. cereusATCC 14579 dans la

premiére manipulation.

Les moyennes des zones d’inhibitions ont diminugsda seconde manipulation vis-
a-vis de ces deux dernieres, lorsque le champigitait déposé seul avec des zones
respectives de 9,00+1,67 et 10,00 mm (Figure 5BleBaix XVIII et XIX).

B. cereusTCC 10876 B. cereusATCC 14579

Figure 52 : Activité antibactérienne du genfdternaria et de I'antibiotique dans la seconde
manipulation suB. cereusATCC10876 eB. cereuATCC 14579.
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Le genreAlternaria n'a pas réagi vis-a-vis des souches bactériemtsrococcus
faecalisSATCC 494552 Staphylococcus aureldR| S6 etS. aureud-RI 361 dans Ipremiéere

manipulation, mais des zones plus ou moins imptatasont apparues dans daconde

manipulation avec des zones d’inhibitions respestide 14,00+0.81mn®,66+1,24 mm et

8,66+0,46mmCes résultats suggerent que le gexiternariapossede desomposeés bioactifs

qui inhibent le développement bactérien avec déstsefplus ou moins important&n

comparant l'activité dAlternaria dans les deux manipulations, nous avoosstaté que les

zones d’inhibitions sont plus élevées vis-a-vis desix souche®acillus cereusdans la

premiere manipulation lorsqu’il était avec les astnycoendophytes dans la méme boite de

Pétri. Ceci peut s’expliquer par les éventueligaergies qui peuvent exister entre certains

champignons et qui ont pamplifier leur pouvoir antibactérien. Ces dernisessont mieux

exprimeés et ont réagiositivement contre ces souches bactériennes. &itne c6té, le genre

Alternaria n’a pasréagi dans la premiere manipulation vis-a-vis deagges souches, par

contre, il s’estexprimé dans la seconde quand il était seul. Ceat ptre lié aweffets de

métabolites excrétés par les différents mycoendeghgui ont entravénutuellement leurs

activités respectives et empéché I'expression déembolites bioactifs du genwternaria.

Nous pouvons penser aussi que la sensibilité dashes bactériennes aux métabolites

bioactifs des mycoendophytes et a leurs conceotitpeut changer en fonction de la

présence simultanée de ces derniers et de I'atitjb&

Tableau XVIII

Inhibition de

la croissance des souches bactérgenpar

les

mycoendophytes foliaires d&ganum harmalaans le premier screening. (n=3, moyenne *

erreur standard).

Cladosporium| Alternaria | Aspergillus | Penicillium ATB
Enterococcus faecalia TCC 49452 - - 8,00 + 00 - 29,10+ 0,33
S. aureusATCC 25923 - - 7,00 £ 00 - 33,44 2,67
S. aureusFRI 326 - - - - 34,77 £2,43
S. aureusFRI S6 - - 6,00 + 00 - 34,77 £ 0,15
S. aureusFRI 361 7,00 £00 - - 9,33+1,33 35,11 £1,76
S. aureusATCC 43300 - - - - 35,44 +2,31
S. aureusMU 50 mec A - 14,33 + 00 - - 32,32 £0,46
S. aureusFRI 137 - - 8,00 £ 00 - 35,21 £0,78
Bacillus cereusATCC 10876 - 12 £ 00 8,00 £ 00 12,16 £3,83 32,88 £4,56
Bacillus cereusATCC 14579 10 £ 00 15,33 + 3,22 9,33 +00 7,66 £ 00 38,66672,
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Tableau XIX : Inhibition de la croissance des souches bactérgepaeles mycoendophytes

dans le second dépistage (n=3, moyenne + errenwttiaid).

Zone d’inhibition (mm)
Enterococcus S. aureus S. aureus Bacillus cereus Bacillus
faecalisATCC FRI S6 FRI 361 ATCC 10876 cereusATCC
49452 14579

Alternaria 14.00+0,81 9.66 +1,24 8.66 +0,46 9.00 +1,63 10.00+
Aspergillus 10.66 +1,24 10.00 1,81 - 8.66 £0,46 7.00+ 0(Q
Penicillium - - 9.00 £ 00 8.00+0,81 7.66 0,46

ATB 30.66 +1,70 37.33+0,46 32.00 +0,81 26.00+ 00 34.8346

Les souchesEnterococcus faecalisSATCC 494552, S. aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aurelRI| S6,S. aureus-RI1 137,B. cereusATCC 10876,B. cereusATCC
14579 ont été plus ou moins sensibles au gé&spergillus,avec des zones d'inhibitions
respectives de 8,00x00 mm, 7,00+t00 mm, 6,66x00 &00+00 mm, 8,00£t00 mm et
9,33+00mm. Ces résultats ont été mis en évidenns tBaseconde manipulation avec des
zones d’inhibition un peu plus importantes corieterococcusfaecalis ATCC 494552,
Staphylococcus aurel®R| S6 (Figure 53) éBacillus cereuATCC 10876 (10.66+1.24mm et
10,00£1,81mm, 8,66+0,46 mm respectivement). L'dgtivd’Aspergillus a légérement
diminué vis-a-vis deBacillus cereusATCC 14579 (Tableaux XVII et XVIII). Par contre,
aucune activité n'a été détectée vis-a-visSdgphylococcus aureusRl 361 dans les deux
manipulations. Ce qui veut dire que cette derniéest pas sensible aux métabolites bioactifs

excrétés par le genfespergillus(Tableaux XVIII et XIX).

Figure 53 : Activité antibactérienne du genkespergilluset de I'antibiotique dans la seconde

manipulation sus. aureus-RI 6.
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Quant au genr@enicillium, il n’a montré un effet antibiotique qu’a I'encoatdes
souches deS. aureusFRI 361, B. cereusATCC 10876 etB. cereusATCC 14579
(9,33+1,33mm, 12,16+£3,83mm et 7,66:00mm respectargjnet aucun effet vis-a-vis des
autres souches testées dans la premiere manipul&es résultats ont été confirmés dans la

seconde manipulation.

En revanche, les quatre champignons endophytest nioontré aucune zone
d’inhibition, donc leurs métabolites secondairestsans effets sur les souches bactériennes
S. aureuATCC 43300,S. aureus-RI 326 (Figure 54).

S. aurei§CC 43300 S. aureus$-RI 326

Figure 54 : Activité des quatre champignons endophytes et alibiotique vis-a-vis des

souchesS. aureuATCC 43300 eB. aureus-RI 326, dans la premiére manipulation.

La soucheS. aureusMU 50 mecA n’a été sensible qu'au gerréernaria avec une
zone de 14+00mm. De méme pour la souSheaureusFRI 137, qui elle n'a réagi qu’a
I'encontre du genréspergillus avec une petite zone d’inhibition (8:00mm). Ce oous a
amené a ne pas utiliser ces souches dans la setamigulation.

Toutes les souches bactériennes ont montré ungraésle sensibilité au contact de
I'antibiotique chloramphénicol (3@) avec des zones d’inhibition trés importantes(@aux
XVIII et XIX).

Tous les champignons ont montré des zones d'inbibitdonc une activité
antibactérienne vis-a-vis des deux soucheBdeereus Ces souches sont plus ou moins
sensibles a ces champignons et sont les plus &&nsibs bactéries utilisées. En revanche,
aucun mycoendophyte n'a montré d’activité vis-a-¢es la souchestaphylococcus aureus
ATCC 43300 résistante a la méticilline (MRSA, metlfin-resistantStaphylococcuaureus.

En outre, le mycoendophyte du gersikernaria seul a eu un effet antibactérien contre un
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autre MRSA Staphylococcus aureus MO mecA). Ce ci peut-étre di au fait que ce
champignon a eu des synergies ou des interacti@tsl@s autres champignons qui cohabitent
avec lui dans la méme boite de Pétri. Ainsi, leféints champignons se sont mieux
exprimés dans la seconde manipulation, quandalsrdtdéposés séparément.

D’une maniére générale, les mycoendophytes setréters leurs milieux de culture
des métabolites secondaires bioactifs (GIMENEZI.,2007). L’acide 3- nitropopionique par
exemple, secrété par certains champignons endaphgptibe une importante activité
antimycobactérienne (CHOMCHEO®t al., 2005). Nos résultats ont clairement montré que
les champignons endophytes isolés des feuillesPdganum harmalaproduisent des
métabolites secondaires antibactériens durant laseplstationnaire de leur croissance
(environs 8 jours d’incubation) et sont capablemhiber un large spectre de bactéries
pathogenes. lls ont montré aussi qu’il existait comélation entre la présence simultanée des
champignons endophyte ensemble et leurs activigga-vis des souches bactériennes. Un
important effet antibactérien donné par le gewdéernaria a été observé. En effet,
ARIVUDAINAMBI et al. (2014) ont affirmé que les endophyt&iernaria spp, exhibent
une variété de meétabolites bioactifs tel que deggpbixines, cytotoxines et des composeés
antimicrobiens. lls produisent des alcaloides contadtersetine, qui montre une activité
antibactérienne vis-a-vis de différentes bacté@esm-positif pathogénes (HELLWIE&t al,
2002).

DEVARAJU et SATISH (2011) ont testé l'activité dwdictérienne des métabolites
secondaires dEusarium spisolé deMirabilis jalapa par la technique de double culture de
diffusion sur gélose et ont noté des zones d'iilbibide 19 mm vis-a-vis d8taphylococcus
aureuset de 14 mm pouKanthomonas oryzapv oryzae Des travaux de Mandeel al.
(1998) avec la méme technique sur les activitébacteriennes de différentes especes de
Fusariumont aussi réveélé des effets vis-a-vis de soucheti@nnes Gram positif et négatif.
Pour les deux études, les champignons ont réagixrael’encontre des bactéries Gram
positif.

Nos champignons comme la plupart des champignodsphytes de plantes, en
particulier des plantes médicinales, produisent desabolites secondaires aux effets
antimicrobiens qui peuvent inhiber le développenamtcertaines bactéries avec des effets
variables (KAUL et al., 2012 ; ARIVUDAINAMBI et al., 2014). Nous avons aussi eu
connaissance dans la littérature des pouvoirs ambbiens de Peganum harmala
(HAMMICHE et al., 2013 ; AKBARY et al.,2014 ; JAVADIAN et al., 2016) ainsi que des

différentes études qui ont rapporté les interastida transformation des métabolites et les

100




Activités Biologiques des Mycoendophytes Foliaite®eganum harmala L.

échanges de génes entre les mycoendophytes etpleumtes hotes (ZHAO edl., 2010).
Donc, nous pouvons penser qu'’il pourrait y avossauales interactions entre les champignons
endophytes que nous avons étudié et leur plante Réganum harmalale pouvoir
antibactérien de cette derniére aurait un lien @edai de ses champignons endophytes. Une
voie qu’il est intéressant d’explorer.

L’ANOVA nous a montré une différence significativentre les activités
antibactériennes des quatre champignons endoptegiss, mais aussi entre ces derniers et

I'antibiotique utilisé (Annexe 2).

« Comportement antibactérien des champignons et de dhtibiotique vis-a-vis
d’ Enterococcus faecali& TCC 49452

Dans la premiére manipulation (Tableau XVIII), iayeu formation de deux groupes A
et B. Tous les champignons endophytes appartiermegtoupe A avec des moyennes nulles
ou tres faibles dans le cas du geAspergillus(18 et 48). Le groupe B est représenté par
I'antibiotique (18 et 48) avec une méme moyennensDeette premiere manipulation, nous
avons constaté que l'efficacité des champignongesmeAspergillusa augmenté de 2,67 mm
apres 18 heures a 4,67 mm apres 48 heures d’ingnbAprés 18 heures d’'incubation, nous
avons obtenu une moyenne de zone d’inhibition dd12%nm pour I'antibiotique, cette
moyenne n'a pas changée apres 48 heures.

Dans la seconde manipulation (Tableau XIX), cinggf®upes se sont formés (A, B,
BC, C, D) en fonction du comportement antibactédea mycoendophytes testés. Le groupe
A correspond au genteenicillium (18 et 48) avec des moyennes nulles. Le groupeeB a
une moyenne assez significative (10,67mm) corresppAspergillus 18. Le groupe BC
représenté pahklternaria 18 et 48, avec des moyennes respectives de 11,&tramh00mm.
Le groupe C compte le genrspergillus48 (16,67mm). Enfin, le groupe D est réduit a
lantibiotique ATB (18 et 48), avec une moyenne 8@,67mm. Dans cette seconde
manipulation, la moyenne des zones d’inhibitionggmreAspergillusa augmenté entre 18h
et 48h d’incubation de 10,67mm a 16,67mm. La méomstatation est notée pao@iternaria
aprées 18h et 48h, avec des moyennes respectives,eiémm et 14,00mm. La moyenne de

'antibiotique est restée quant a elle la méme.

Si nous comparons les deux manipulations (Tableal), Xous constatons que
Penicilliumn’a pas réagi a I'encontre de la souche bactégiehspergillusa vu sa moyenne

augmentée dans la manipulation 2, ce qui signifi#l g'est mieux exprimé lorsqu’il est
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déposé seul au contact de la souche, de mémeegganteAlternaria qui s’est exprimé dans
la seconde manipulation. Quant a I'antibiotiquepsg/enne a légérement augmenté dans la

seconde manipulation.

Tableau XX : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitiossnyeoendophytes de la
manipulation 1 et 2 et de l'antibiotique et leurfets sur la croissance des souches
bactérienne€Enterococcus faecal&TCC 49452.

Manipulation 1 Manipulation 2
Mycoendophyte Groupe Moyenne Mycoendophyte ~ Groupe Moyenne
Cladosporiurd8 A 0,00 Penicillium48 A 0,00

Alternaria 48 A 0,00 Penicillium 18 A 0,00
Cladosporiuri8 A 0,00 Aspergillus18 B 10,67
Alternaria 18 A 0,00 Alternaria 18 BC 11,67
Penicillium 18 A 0,00 Alternaria 48 BC 14,00
Penicillium48 A 0,00 Aspergillus48 C 16,67
Aspergillusl8 A 2,67 ATB 48 D 30,67
Aspergillus48 A 4,67 ATB 18 D 30,67
ATB 18 B 29,11
ATB 48 B 29,11

% Comportement antibactérien des mycoendophytes foli@s et de I'antibiotique

vis-a-vis des souches dgtaphylococcus aureusCC 25923.

Cette souche n’'a été utilisée que dans la premmamipulation, vu que les
champignons endophytes n’ont pas réagi positivendesbn encontre. Ainsi, il y a eu
formation de deux groupes. Le groupe A qui engltdes les champignons avec des
moyennes nulles, a I'exceptionAdpergillusavec une moyenne @33 mm, qui est restée la
méme entre 18h et 48h d’incubation. Le groupe Bpmme quant a lui I'antibiotique, qui a
montré un important pouvoir antibiotique enversstauche Staphylococcus aureusCC
25923, avec la méme moyenne de 33,44 mm pour ks pEriodes 18h et 48 h (Tableau
XXI).
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Tableau XXI : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasryeoendophytes de
la manipulation 1 et de I'antibiotique et leurse¢$f sur la croissance des souches bactériennes
Staphylococcus aured¥CC 25923.

Manipulation 1

Mycoendophyte  Groupe Moyenne

Cladosporium48 A 0,00
Alternaria 18 A 0,00
Cladosporiuml8 A 0,00
Alternaria 48 A 0,00
Penicillium 18 A 0,00
Penicillium48 A 0,00
Aspergillus48 A 2,33
Aspergillus18 A 2,33
ATB 18 B 33,44
ATB 48 B 33,44

% Comportement antibactérien des mycoendophytes foli@s et de I'antibiotique

vis-a-vis des souches dgtaphylococcus aureuBRI 326.

Dans cette manipulation, tous les champignons dndep appartiennent au méme
groupe et n'ont eu aucun effet vis-a-vis de la keustaphylococcus aureusRI 326. En
revanche, cette derniere s’est montrée sensiblengontre de l'antibiotique, avec une

moyenne de zone d’inhibition de 34,77 mm pour 1i848& d’'incubation.

Ces résultats peuvent suggérer que les métabdéteses champignons n’ont eu aucun
effet antibactérien vis-a-vis de cette souche etapite derniére est résistante aux composeés

bioactifs de ces mycoendophytes (Tableau XXII).
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Tableau XXII : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmyeoendophytes de

la manipulation 1 et de I'antibiotique et leurse¢$f sur la croissance des souches bactériennes
Staphylococcus aurelrR| 326.

Manipulation 1

Mycoendophyte Groupe Moyenne

Alternaria 18 A 0,00
Cladosporium48 A 0,00
Aspergillus48 A 0,00
Cladosporiumi8 A 0,00
Asperqillus18 A 0,00
Alternaria 48 A 0,00
Penicllium18 A 0,00
Penicllium48 A 0,00
ATB 48 B 34,77
ATB 18 B 34,77

+ Comportement antibactérien des mycoendophytes foli®s et de I'antibiotique
vis-a-vis des souches dgtaphylococcus aureuBRI S6.

Concernant la premiére manipulation, deux groupes apparus. Le groupe A qui
rassemble tous les champignons avec une moyeniee salif pour le genr&spergillusavec
des moyennes de 2,22mm aprés 18h et qui n'a pasg€hapres 48h d’incubation et
Alternaria 48 avec une moyenne de 5,77mm. Le groupe B aveanayenne de 34,77mm,

est représenté par I'antibiotique apres 18h etddi@lcubation.

La seconde manipulation a révélée trois (3) grolqmesogenes distincts. Le premier
sous la lettre A englobe le genRenicillium (18 et 48), qui n'a pas réalisé de zone
d’inhibition, donc qui n’a eu aucun effet antiba@é vis-a-vis de la souche bactérienne. Le
second groupe sous la lettre B rassemble les géftermaria 18 (9,69mm) Aspergillus18
(20,00mm), Aspergillus 48 (10,00mm) etAlternaria 48 (10,69mm). Enfin, le groupe C
correspond a l'antibiotique, avec une moyenne itrgsrtante de 37,33mm. Ici la moyenne
de la zone d'inhibition dhlternaria a légerement augmenté aprés 48 heures d’incubation
Ceci veut dire que l'efficacité du champignon augteeavec le temps. Ses composés

bioactifs diffusent progressivement. La moyennegenre Aspergillusn’a pas changé au
cours du temps.
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L’efficacité de ces champignons vis-a-vis de lackeubactérienne n’'a été observee
que lors de la seconde manipulation, ou la moyenaegmenté chez le gendspergillus
Des zones d’inhibition sont apparues pAliernaria, alors que dans la premiére manipulation
la moyenne des zones d’inhibition était nulle. @&sultats peuvent suggérer que l'activité
antibactérienne des mycoendophytes n'a pas pu ri#egp et leurs métabolites bioactifs
respectifs ont réagi négativement les uns envergalgres et ont pu entraver leurs activités

antibactériennes (Tableau XXIII).

Tableau XXIII : Comparaison des moyennes des zones d’'inhibitiocasngeoendophytes de
la manipulation 1 et 2 et de lantibiotique et keweffets sur la croissance des souches
bactérienneStaphylococcus aurelrR| S6.

Manipulation 1 Manipulation 2
Mycoendophyte Groupe Moyenne Mycoendophyte  Groupe Moyenne
Cladosporium48 A 0,00 Penicillium48 A 0,00

Alternarial8 A 0,00 Penicillium18 A 0,00
Penicillium 18 A 0,00 Alternaria 18 B 9,67
Cladosporiuml8 A 0,00 Aspergillus18 B 10,00

Penicillium 48 A 0,00 Aspergillus48 B 10,00
Penicillium18 A 0,00 Alternaria 48 B 10,67
Aspergillus18 A 2,22 ATB 18 C 37,33
Aspergillus48 A 2,22 ATB 48 C 37,33
Alternaria 48 A 5,22

ATB 48 B 34,77

ATB 18 B 34,77

« Comportement antibactérien des mycoendophytes foli®s et de I'antibiotique

vis-a-vis des souches d&taphylococcus. aureusRI 361.

Lors de la premiere manipulation, deux groupesoséformeés. Le groupe A concerne
les mycoendophytes (18 et 48) avec des valeurantagie 0 a 10,66mm. Le groupe B est
celui de l'antibiotique (18 et 48) avec une moyeieezone d’inhibition de 35,11mm. La
seconde manipulation a vu I'apparition de troisgB)upes homogenes. Le groupe A auquel
appartient le genr@spergillus(18 et 48) n’a montré aucune zone d’inhibition.dreupe B

englobeAlternaria 18, Penicillium 18, Penicillium 48 etAlternaria 48 avec des moyennes
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respectives de 8,67mm, 9,00mm, 9,00mm et 10,00nengraupe C comporte I'antibiotique

avec une moyenne de 32,00mm.

Si nous comparons les deux manipulations, noust@imms que la moyenne pour le
genrePenicillium a Iégerement diminué lors de la deuxieme manijpmapar rapport a la
premiere. Ici les moyennes des zones d’inhibitiorgdnrePenicillium n’ont pas évoluées au
cours du temps pour les deux manipulations. La mé@msee est notée pour I'antibiotique. De
plus, le genreAlternaria a eu une activité vis-a-vis de cette souche danselconde
manipulation, alors qu’elle était nulle dans larpigre, donc il s’est mieux exprimé (Tableau
XXIV).

Tableau XXIV : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitiosnyeoendophytes de
la manipulation 1 et 2 et de lantibiotique et keweffets sur la croissance des souches

bactérienneStaphylococcus auretdR| 361.

Manipulation 1 Manipulation 2
Mycoendophyte Groupe Moyenne Mycoendophyte Groupe Moyenne
Aspergillus48 A 0,00 Aspergillus18 A 0,00
Alternaria 18 A 0,00 Aspergillus48 A 0,00
Aspergillus18 A 0,00 Alternaria 18 B 8,67
Alternaria48 A 0.00 Penicillium18 B 9,00
Cladosporiurd8 A 233 Penicillium48 B 9,00
Cladosporiums A 233 Alternaria 48 B 10,00
Penicillium48 A 10,66 ATB 48 C 32,00
Penicillium 18 A 10,66 ATB 18 C 32,00
ATB 48 B 35,11
ATB 18 B 35,11

% Comportement antibactérien des mycoendophytes foli@s et de l'antibiotique
vis-a-vis des souches d&taphylococcus aureusCC 43300.

Tous les champignons testés n'ont présenté aucchgté contre Staphylococcus
aureusTCC 43300. lls forment le groupe A. Les métabslite ces différents champignons
n'ont pas eu d’effets inhibiteurs sur cette soudPar. contre, I'antibiotique (groupe B) a été
tres efficace vis-a-vis de cette derniere, avec mmyenne qui a atteint son efficacité

maximale aprés 18h (35,44 mm). Ainsi, cette southepas été réutilisée dans une seconde

106



Activités Biologiques des Mycoendophytes Foliaite®eganum harmala L.

manipulation, vu qu’elle n’a montré aucune sensgépour les quatre champignons (Tableau
XXV).

Tableau XXV : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitioesnyeoendophytes de
la manipulation 1 et de lI'antibiotique et leurse¢$fsur la croissance des souches bactériennes
Staphylococcus aured<CC 43300.

Manipulation 1

Mycoendophyte  Groupe  Moyenne

Cladosporiun48 A 0,00
Alternarial8 A 0,00
Aspergillus48 A 0,00
Alternaria 48 A 0,00

Cladosporiuml8 A 0,00
Aspergillusl8 A 0,00
Penicillium18 A 0,00
Penicillium48 A 0,00

ATB 48 B 35,44
ATB 18 B 35,44

% Comportement antibactérien des mycoendophytes foli@s et de l'antibiotique

vis-a-vis des souches dgtaphylococcus aureusiU 50 mecA.

Ici aussi les champignons étudiés n’ont pas rémsgawis deStaphylococcus aureus
MU 50 mecA. lls forment le groupe A, bien que lengeAlternaria a émis une zone
d’inhibition, donc posséde des métabolites bioadaiii peuvent inhiber la prolifération de la
bactérie. En revanche, I'antibiotique a bien réagic une moyenne de 32,33mm pour 18 et
48h d’incubation (Tableau XXVI).
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Tableau XXVI : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitiossngeoendophytes de
la manipulation 1 et de I'antibiotique et leurse¢$f sur la croissance des souches bactériennes
Staphylococcus aure?U 50 mecA.

Manipulation 1

Mycoendophyte  Groupe Moyenne

Cladosporiun48 A 0,00
Aspergillusl18 A 0,00
Aspergillus48 A 0,00

Cladosporium8 A 0,00
Penicillium18 A 0,00
Penicillium48 A 0,00
Alternarial8 A 4,78
Alternaria 48 A 5,00

ATB 48 B 32,33
ATB 18 B 32,33

+ Comportement antibactérien des mycoendophytes foli®s et de I'antibiotique

vis-a-vis des souches dgtaphylococcus aureuBRI 137.

Dans la premiere manipulation, deux (2) groupesa# formés. Le groupe A des
champignons endophytes avec des moyennes de Zortebitlon nulles, a I'exception d’'une
petite moyenne réalisée par le geAspergillus Le groupe B concerne l'antibiotique avec
une moyenne tres représentative de son efficaBE@22mm) pour les deux temps (Tableau
XXVII).
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Tableau XXVII : Comparaison des moyennes des zones d'inhibitioasrdeoendophytes
de la manipulation 1 et de l'antibiotique et lewBets sur la croissance des souches
bactérienneStaphylococcus aureldR| 137.

Manipulation 1

Mycoendophyte Groupe Moyenne

Cladosporium48 A 0,00
Alternaria 48 A 0,00
Alternaria 18 A 0,00

Cladosporiuml8 A 0,00
Penicillium 18 A 0,00
Penicllium48 A 0,00
Aspergillus18 A 2,67
Aspergillus48 A 2,89

ATB 48 B 35,22
ATB 18 B 35,22

« Comportement antibactérien des champignons et dedhtibiotique vis-a-vis de
Bacillus cereusATCC 10876.

Dans la premiére manipulation, deux groupes sefeamés. Le groupe A qui englobe
tous les mycoendophytes testés, avec de faibleemeyg dans les deux temps (18 et 48h
d’incubation), mais qui ont Iégérement augment@&s@8h. Le groupe B de I'antibiotique a
réalisé une importante zone d’inhibition. Deux gres aussi ont été distingués dans la
seconde manipulation, avec les champignons tesi&s léd groupe A et I'antibiotique (18 et

48) dans le groupe B.

Ces résultats ont montré une augmentation dan®jeme des diamétres des zones
d’inhibitions dans la seconde manipulation pourdeampignons endophytes. Par contre, elle

a diminué pour I'antibiotique (Tableau XXVIII).
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Tableau XXVIII : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmyeoendophytes
de la manipulation 1 et 2 et de I'antibiotique etrs effets sur la croissance des souches
bactérienneBacillus cereus\TCC 10876.

Manipulation 1 Manipulation 2
Mycoendophyte Groupe Moyenne Mycoendophyte Groupe Moyenne
Cladosporiurd8 A 0,00 Penicillium48 A 8,00
Cladosporium8 A 0,00 Penicillium18 A 8,00

Aspergillus18 A 2,67 Aspergillus18 A 8,67
Aspergillus48 A 3,55 Alternaria 48 A 9,00
Alternaria 18 A 4,00 Alternaria 18 A 9,00
Penicillium18 A 4,17 Aspergillus48 A 9,67
Penicillium48 A 4,33 ATB 18 B 26,00
Alternaria48 A 4,89 ATB 48 B 26,00

ATB 48 B 32,89

ATB 18 B 32,89

% Comportement antibactérien des champignons et dedhtibiotique vis-a-vis de
Bacillus cereusATCC 14579.

Dans la premiére manipulation, deux groupes se fwntés. Le groupe A auquel
appartient 'ensemble des mycoendophytes avec a@ggmes entre 3,11mm et 11,11mm,
dont les genresAspergillus (3,211mm) etCladosporium (3,33mm). Les moyennes des
diametres des zones d’inhibition de ces deux chgmopis n'ont pas changé avec le temps
(18h et 48h d’incubation). Par contre, les moyenpesar Penicillium et Alternaria ont
légerement augmenté entre 18h et 48h d’incubadiee; des moyennes respectives de 7,67 et
8,33mm pourPenicillium et 10,22mm et 11,11mm powklternaria. Le groupe B de
I'antibiotique montre une importante moyenne deé688ym. Ici un écart s’est creusé entre les
moyennes des champignons et de I'antibiotique. e dait que le groupe A a englobé tous

les champignons avec des moyennes assez différentes

Pour la seconde manipulation, il y a eu apparitiertrois (3) groupes homogeénes : le
groupe A qui renferme le genkespergillusl8 et 48, avec une méme moyenne de 7,00mm et
le genrePenicillium 18 et 48, avec des moyennes respectives de 7&@Ctnm, le groupe B
avec Alternaria 18 et 48, avec une moyenne de 10,00 mm et enfigréeipe C de
I'antibiotique 18 et 48 (34 et 33mm). Ici aussi iBeyennes n’ont pas changé entre 18h et 48h
d’incubation (Tableau XXIX).
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En confrontant les deux manipulations, nous coostatque les moyennes des
différents champignons ont augmenté dans la secondeipulation, quand ils étaient
disposés seuls contre la souche bactérienne. Eamabe, la moyenne de l'antibiotique a
diminué, mais est restée toujours efficace lor¢adeeconde manipulation. D’autre part, les
moyennes obtenues apreés 18h d’incubation n’ontgpazalement évolué au bout de 48h.
Ainsi, le temps d’incubation n’a pas d’effets ndégbsur les diamétres des zones d’inhibition
contre cette souche bactérienne.

Tableau XXIX : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmeoendophytes
de la manipulation 1 et 2 et de I'antibiotique etirs effets sur la croissance des souches
bactérienneBacillus cereuATCC 14579.

Manipulation 1 Manipulation 2
Mycoendophyte Groupe Moyenne Mycoendophyte  Groupe Moyenne
Aspergillus18 A 3,11 Aspergillus18 A 7,00
Aspergillus48 A 3,11 Aspergillus48 A 7,00
Cladosporiun8 A 3,33 Penicillium18 A 7,67
Cladosporiurd8 A 3,33 Penicillium 48 A 8,00
Penicillium18 A 7,67 Alternaria 48 B 10,00
Penicillium48 A 8,33 Alternaria 18 B 10,00
Alternarial8 A 10,22 ATB 18 C 34,33
Alternaria 48 A 11,11 ATB 48 C 34,33
ATB 18 B 38,66
ATB 48 B 38,66

Nos résultats ont montré que les mycoendophytegissent differemment vis-a-vis
des souches bactériennes, selon gu’ils soientmgesanultanément ou séparément dans une
méme boite et selon le comportement et la résistdes bactéries. Le genmidternaria par
exemple n'a pas réagi vis-a-vis de la souBlmerococcus faecalidaTCC 49452, dans la
premiere manipulation avec les autres champignorisamtibiotigue. Mais quand il a été
déposé seul dans la seconde manipulation, il aewctivité apres 18h d’incubation avec une
zone d’inhibition de 10,67mm, qui a augmenté ag&¥sa 14,00mm. Ceci a été observeé aussi
a I'encontre deStaphylococcus aured=R| 361. En revanch&enicillium a eu une activité
dans les deux manipulations vis-a-vis de cetteiélenet les zones d'inhibition qui sont
apparues n’ont pas changé entre les deux tempsuti@tion. Tous les mycoendophytes testés
ont réagi vis-a-vis de la souclBacillus cereusl4579, avec des zones d’inhibition plus ou

moins importantes dans les deux manipulations. aléeurs, leurs activités sont plus
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importantes dans la seconde, quand ils ont étéségmeuls. De plus, la durée d’incubation

n'a pas modifié les diamétres des zones d’inhibitlans les deux manipulations.

Le fait que les moyennes des zones d’inhibition desmpignons endophytes ont
légerement augmenté dans la seconde manipulatisra-vis de certaines souches
bactériennes peut s’expliquer par le fait que lengpignons peuvent entraver mutuellement
I'expression de leurs métabolites secondaires bfeaquand ils sont dans le méme milieu du

fait de I'existence d’'une activité synergétiqueamtagoniste entre ces champignons.

D’autre part, toutes les souches bactériennes titsénsibles a I'antibiotique
chloramphénicol et son efficacité a atteint son imax aprés 18 heures d’incubation. Par
contre, sa zone d’inhibition était un peu plus im@ote dans la premiére manipulation par
rapport a la seconde pour toutes les souchespsauE. faecalisvis-a-vis de laguelle la zone
est restée sensiblement la méme dans les deux uletiops etS. aureusS6 pour qui la zone
a augmenté dans la seconde manipulation. Cecieest&tre d( aux interactions qui peuvent
exister dans la boite avec les disques des chammpégou a d’éventuels artéfacts durant les
manipulations. Ces résultats concordent avec lesé@ks décrites par TABUC (2007), ou la
présence simultanée de plusieurs especes de mymigites dans le méme milieu entraine
une diminution de la production de mycotoxinesgiacun de ces derniers et donc le pouvoir
antibactérien de ces champignons. Par exemplerodugtion d’aflatoxine Bl est réduite
guand une soucheABpergillus flavuest introduite dans une culture en méme temps gu’un
souche dAspergillus parasiticusEn revanche, la culture simultané@spergillusparasiticus
et d’Aspergillus flavusie modifie pas la production d’aflatoxines par eenter, alors que la
présence des especes Renicillium diminue la production de cette mycotoxine. Dans le
méme esprit, la production d’aflatoxines pespergillusflavus est inhibée par la présence
d’Aspergillus nigefTABUC, 2007). La présence du mycé&eotrichum candidurpendant
la croissance deusarium langsethiaaffecte la production de la toxine T-2 du groupe de
sesquiterpénoides de ce dernier et réduit sa ptioduie plus de 90% par rapport a celle en
culture pure, donGeotrichum candidurproduit un agent actif qui est responsable dedteff
réducteur de la production de la toxine T-2 pasarium langsethiaeCes mycotoxines sont
des métabolites secondaires, non protéiques toxigqaturellement produites par les mycetes
qui se développent dans plusieurs environnemeties gont produites suite a un stress. Les
toxines sont retrouvées dans les spores et le mgtdt diffusent dans le substrat qu’elles
contaminent, donc dans le milieu de culture panmmpte pour entraver le développement
d’autres microorganismes ou leurs activités (GASUMI-MARTINEZ. 2012).
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D’un autre c6té, COMBE®t al. (2012) ont prouvé l'existence d’une compétition
entre le champignon endophyt€araconiothyrium variabile et un champignon
phytopathogénd-usarium oxysporunet ce par la production d’oxylipines (des composés
dérivés de I'oxydation des acides gras polyinsateréesponsables de la communication chez
de nombreux étres vivants, végétaux et mammifargzaeticulier, mais peu étudiés chez les
champignons). Ces molécules ne sont pas directeimgiiquées dans l'inhibition de la
croissance du phytopathogene, suggérant I'existdnicelangage beaucoup plus complexe,
elles sont capables dinhiber de 90% la productitune mycotoxine puissante, la
beauvéricine, par le phytopathogéne. Ces oxylipengsient donc un rble signal dans la

régulation des cascades métaboliques, agissant eamméritable langage moléculaire.
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Peganum harmald.. est une plante tres utilisée en médecine tatitlle dans le
traitement de plusieurs troubles tels que : lailgé&féminine, les maladies de l'utérus, les
dermatoses (eczémas), les conjonctivites purulemdesgievre, I'empoisonnement par les
serpents, les diarrhées, I'avortement et mémealesecs (FAROUKet al., 2008). Ces vertus
sont attribuées essentiellement a la richesse tte piante en alcaloides du groupe
carbolines, dont les plus importants sont les sues&: harmine, harmaline, harmol et
harmalol (IDRISSI HASSANI et HERMAS, 2008). C’estnal espéce qui pousse
spontanément dans les régions arides et semi-addesine étude n'a déja été faite sur le
microbiome qui lui est associé. Une caractérisatierce dernier permuterait d’expliquer ses
propriétés médicinales, mais aussi I'adaptationatte plante a I'aridité du milieu dans lequel
elle vit. En effet, les feuilles des plantes degiaogs arides sont les plus exposées aux
contraintes abiotiques (températures élevées etatien, en plus du manque d’eau). Elles
adoptent alors des stratégies de survie, parnme-cellétablissement de symbioses avec des
champignons épiphytes et endophytes au niveau pleyllosphére (GRBIC dl., 2015). Ces
derniers sont généralement thermotolérants et gyt la plante de résister aux conditions
difficiles du milieu de vie. C’est ainsi que deplascolonisation des terres par des lignées de
plantes ancestrales il y a 450 millions d'annéssplantes et leurs microorganismes associés
ont interagi les uns avec les autres, formant ainsassemblage d'espéces souvent appelé
«holobionte». Les fortes densités microbiennesctiéds sur les tissus végétaux, ainsi que le
temps de génération rapide des microorganismesuetokigine plus ancienne par rapport a
leur héte, suggerent que les interactions microlmeaine sont également des forces sélectives
importantes pour la formation de complexes micnobidans la phyllosphére ainsi que dans
les compartiments de I'endosphéere (HASSANAI., 2018).

Nous nous sommes donc intéressésPaganum harmalaécolté a dayate Aiat
(Laghouat, Algérie). Notre étude a révélé que surplan quantitatif, la fréquence de
colonisation par les épiphytes (100%) est plusédayue celle des mycoendophytes (39.86%)
foliaires de cette plante, alors que le nombread®ris au niveau des deux microniches a
révélé 15 genres pour les épiphytes et 14 genrelatapignons endophytes, avec I'existence
de genres uniquement endophytes, a sav@kophiala, Aureobasidium, Verticillium,
Paraphaesphaeriat Absidia Pour les genreBlycocladus, Mucor, Scopulariopsis, Phoma,
Colletotricumet Epicoccum ils n’existent que comme épiphytes au niveau ek mmémes
feuilles. Le phylum des Ascomycota domine au nivehu la phyllosphere, suivi des
Zygomycota pour les épiphytes et des Basidiomypoia les endophytes foliaires de cette
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plante. Cela est en accord avec les travaux de KeitAd. (2010) sulWithania somniferales
régions semi-arides (Karachi, Pakistan). En effe§ mycoendophytes des phyla des
Zygomycota et des Basidiomycota sont retrouveés dmgu plus chez les plantes herbacées
(PORRAS-ALFARO et BAMYAN, 2011). Nos reésultats igdent que les genres
Cladosporiumet Alternaria sont les plus abondants comme endophytes au nde=ateuilles

de Peganum harmalaCes deux genres fongiques sont les plus fréquememeagistrés au
niveau de la phyllosphére. KITA (1988) et KUTRZEBA993) ont confirmé que ces
champignons sont omniprésents dans les limbesdéde$ de nombreuses espéces végétales.
Pour PUSZet al. (2015), ces deux genres dominent comme épiphytesvaau des feuilles
d’Amaranthus sppPar ailleurs, notre étude a révélé la dominancegdesesPenicillium et

Rhizopusomme épiphytes au niveau des feuille®dganum harmala

L’indice de Shannon a révélé une diversité élevdz des épiphytes par rapport aux
endophytes foliaires deeganum harmalaCeci est di aux conditions environnementales et
climatigues que subissent la surface et lintéridas feuilles. En effet, seules certaines
especes microbiennes peuvent activement pénétsetideus de la feuille pour devenir
endophytes (VIRETet al. 1994 ; WILSONet al. 1999). Les conditions climatiques a la
surface des feuilles varient rapidement en fonctiea cycles jour/nuit et des épisodes de
pluie. Cependant, les niveaux de température etnudité présentent souvent de forts
changements, méme a lintérieur de la feuille, thnti ainsi la fréquence des conditions
appropriées pour l'infection des tissus végétauORMESINOSet al., 2003. Pour notre
étude, la présence de tous ces champignons awnieela phyllosphere peut s’expliquer par
la période d’échantillonnage (avril). Beaucoup dhempignons se développent durant la
saison printaniere. Cela est en rapport avec lésigtations qui peuvent augmenter la
dispersion des spores fongiques, favorisant amsiolonisation des tissus végétaux. De ce
fait, la saisonnalité est un élément déterminargtdtut qualitatif de ces microorganismes, par
le fait qu’il détermine en quelque sorte les flattans physiologiques de I'hote (GORE et
BUCAK, 2007 ; EL NAGERABI etl., 2013).

Les champignons endophytes sont une source in&belis@ molécules bioactives.
Dans notre étude, les extraits de ces derniersogsé avérés contenir des composés
biologiqguement importants. En combinaison, ces asép bioactifs ont montré une activité
antimitotique sur les cellules méristématiques dasines d'oignon et une activité

antiproliférative chez les cellules de levure.
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Par ailleurs, I'étude de l'activité antioxydantesdextraits bruts des champignons
endophytes et de I'extrait foliaire d@eganum harmalaelon la méthode du piégeage du
radical libre DPPH a montré que ces extraits pas#aahe activité antioxydante faible. Cette
activité est nettement inférieure a celle de I'ecakcorbique. Néanmoins, le champignon
endophyte Penicillium a montré la meilleure activité antioxydante, malgsa faible
abondance par rapport au ger€@&adosporium Alternaria et Aspergillus au niveau des
mycoendophtes foliaires d&ganum harmalanais aussi comparativement a la plante elle-
méme.

Afin d’interpréter la relation entre les différenpgrametres (indice mitotique : IM,
pourcentage de cytotoxicité : Cyt, concentratidmbitrice : IC50 et le taux de polyphénols :
TP), respectivement testés au niveau des actiiébgiques (Activité antimitotique,
antiproliférative et antioxydante) des extraitstbrdes métabolites secondaires fongiques de
mycoendophytes foliaires d®eganum harmala,nous avons realisé une analyse en
composante principale de synthése (Figure 55). laa f-2 de I'ACP expliqgue 96% du
phénomene, avec pour lI'axe 2 : 35% et pour 'axé61% de linertie totale. A partir de la
matrice de corrélation, nous relevons des cora¥atpositives entre le taux de polyphénols et
I'indice mitotique (0.59), le taux de polyphénotsle pourcentage de cytotoxicité (0.19). Par
ailleurs, la concentration inhibitrice (IC50) podseades corrélations négatives avec le taux de
polyphénols (-0.92), avec l'indice mitotique (-0)65 avec le pourcentage de cytotoxicité (-
0.31) (Tableau XXX).

Tableau XXX : Matrice de corrélation des différentes activiteddgiques des extraits bruts

de mycoendophytes foliaires Beganum harmala

IC50 TP IM Cyt
IC50 1
TP -0,92 1
IM -0,65 0,59 1

Cyt -0,31 0,19 -0,51 1
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Figure55: ACP représentant les différentes activités biologgdes extraits bruts de

mycoendophytes foliaires ddeganum harmalde dayate Aiat (Laghouat, Algérie).

Selon le plan ¥z de 'ACP, I'extrait brut du gemkernaria semble lié au pourcentage
de cytotoxicité, traduisant ainsi I'effet antipféliatif et cytotoxique de ce mycoendophyte. En
effet, le genreAlternaria est capable de produire le taxol a effet cytotogig partir des
taxanes, tel que rapporté par CARU®0Oal. (2000). L'extrait brut du genreAspergillus
possede un lien avec lindice mitotique. Ceci coné que les métabolites secondaires
produits pare genreAspergillus. mycoendophyte foliaire dBeganum harmalgossédent
une activité similaire a celle de la colchicine siimhibition de la mitose, générant ainsi des
anomalies chromosomiques et cellulaires. Ceci bseré pour le lapachol produit par
Aspergillus niger mycoendophyte isolé dd@abebuia argentegd CHANNABASAVA et
GOVINDAPPA, 2014). Les abondances des genddternaria et Aspergillus comme
mycoendophytes foliaires deeganum harmalaconfirme [I'effet toxique de cette essence,
ainsi que la cytotoxicité des métabolites secomdaifongiques de ces champignons
endophytes.

Pour I'extrait brut du genr€ladosporiumil est lié a la concentration inhibitrice IC50.
Ce dernier montre la concentration inhibitrice 10&0plus élevée. L’extrait brut du genre
Penicillium est lié aux taux de polyphénols a l'origine dectiaté antioxydante. Les

molécules antioxydantes extraites par I'acétat¢hgllé semblent étre synthétisées beaucoup
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plus parPenicillium mycoendophyte foliaire que la feuille Beganum harmalau les autres
champignons endophytes recensés a son niveauille p@uvoir antiradicalaire est di a la
toxicité de cette plante riche en alcaloides. SABANA et al. (2011) GOVINDAPPAet al.
(2013) ont montré que les champignons endophisgeergillus nigeret Penicillium spde
Tabebuia sgonstituent une source importante de composésopheas, qui sont a I'origine

de I'activité antioxydante.

D’autre part, ces champignons endophytes isoléartir gles feuilles dd>eganum
harmala: Penicillium Alternaria, Aspergillus et Cladosporiumont été testés pour leurs
activités antibactériennes et ce en mettant leyr£hums ensemble et séparément dans deux
manipulations différentes vis-a-vis des souches tép@nnes Gram-positif tests:
Staphylococcus aureuSRI 137 Staphylococcus aureusRI 326 Staphylococcus aureus
ATCC 25923 Staphylococcus aureSTCC 43300 Staphylococcus aureU 50 mecA
Enterococcus faecaliBTCC 49452 Bacillus cereusATCC10876 etBacillus cereusATCC
14579. Cette expérience a montré que les champsgandophytes ont manifesté un effet
antibiotique plus ou moins important, en fonctianld souche bactérienne et des conditions
culturales (la disposition des champignons ensembleéparément et le temps d’incubation).
Ces résultats concordent avec les données dépaesTABUC (2007), ou la présence
simultanée de plusieurs espéces de mycoendophgies ld méme milieu entraine une
diminution de la production de mycotoxines par cimde ces derniers et donc le pouvoir

antibactérien de ces champignons.

Les mycoendophytes des feuilles Heganum harmalale dayate Aiat (Laghouat,
Algérie) ont été reconnus comme sources importamtese varieté de métabolites
secondaires biologiquement actifs. La caractédesathimique est nécessaire pour identifier
ces composés et leur mécanisme d'acBeganum harmala’est pas brouté par le bétail. Le
meétabolisme de ces champignons endophytes poétraitnfluencé par des composés a role
répulsif synthétisés par la plante seule, ou avaae des différents champignons

symbiotiques potentiels présents dans les conarégss dans lesquelles elle vit.
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La présente étude a concerné la diversité en My@ieniveau de la phyllosphere de
Peganum harmalde dayate Aiat (Laghouat, Algérie). 14 genresttempignons endophytes
et 15 genres dépiphytes ont été identifiés, avexidtence des genres uniquement
endophytes, a savoifExophiala, Aureobasidium, Verticillium, Paraphaepha et Absidia
Pour les genrellycocladus, Mucor, Scopulariopsis, Phoma, Collétoim et Epicoccumils
n’existent que comme épiphytes au niveau de cesewméguilles. L'indice de Shannon a
révélé une diversité élevée chez les épiphytesraaport aux endophytes foliaires de
Peganum harmalales quotients de similarité (QS) obtenus indiqueme interaction entre
les communautés épiphytiques et endophytiquesaldtes de cette essence. Ceci est di aux

conditions environnementales et climatiques quéssaht la surface et I'intérieur des feuilles.

Les champignons endophytes sont une source irdhlessde nouveaux produits
naturels bioactifs, avec un potentiel d’exploitatidans différents domaines médicaux,
agricoles et industriels. Dans la présente recleerdes champignons endophytes isolés a
partir des feuilles dePeganum harmala Penicillium Alternaria, Aspergillus et
Cladosporium ont été testés pour leurs activités: antimitagju antiprolifératives,
antioxydantes et antibactériennes.

Les essais antimitotiques ont révélé que les d¢strdé métabolites secondaires
fongiques bruts des différents genres ainsi quelifé&rentes combinaisor@ésentaient une
inhibition de la division des cellules méristémagq a différents stades du cycle cellulaire, au
méme titre qu’un alcaloide : la colchicine. De mémoe pour les essais antiprolifératifs sur
Saccharomyces cerivisiaqui ont révélé une inhibition de la croissancdutaire pour les
échantillons traités avec les extraits fongiquesiajue pour les échantillons traités avec les
deux standards (colchicine et quercetine). Le piméme de nécrose cellulaire a été observé
au niveau des levures traitées par I'extraffliigrnaria et I'extrait Alternariat+Penicillium De
ce fait, I'extrait du champignon endophyte s’esérévcontenir des composés biologiquement
importants. En combinaison, ces composés bioamifsnontré une activité antimitotique sur
les cellules méristématiques des racines d’oigrtonne activité antiproliférative chez les
cellules deSaccharomyces cerevisiaB'autres études sont nécessaires pour identédger
composés de I'extrait fongique qui provoquent uytoxicité et qui pourraient étre testés
sur des lignées cellulaires cancéreuses. Ce qus mmite a exploiter cette voie, afin de

trouver des molécules bioactives qui peuvent intidberolifération des cellules tumorales.
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L’étude de l'activité antioxydante des extraitstbrdes champignons endophytes et de
I'extrait foliaire dePeganum harmalaelon la méthode du piégeage du radical libre DBPH
montré que ces extraits possedent une activitéxgmante faible. Cette activité est nettement
inférieure a celle de I'acide ascorbique. Néanmdmshampignon endophyienicillium a
montré la meilleure activité antioxydante, compawé& autres mycoendophytes, mais aussi a
la plante elle-méme. Ces composés bioactifs sensis’un métabolisme associé entre les
feuilles et leurs champignons endophytes. Le fgdolavoir antiradicalaire est da a la toxicité
de la plante. Le métabolisme des champignons entleplpourrait étre influencé par des
composés a rble répulsif synthétisés par la plaetde, ou avec l'aide des différents

champignons symbiotiques potentiels présents @snsontrées arides dans lesquelles elle vit.

Pour l'activité antibactérienne, les mycéliums de/caendophytes foliaires de
Peganumharmala: Cladosporium Alternaria, Aspergilluset Penicillium présentent un effet
antibactérien, en les mettant ensemble ou sépatétaes deux manipulations différentes vis-
a-vis des souches bactériennes Gram-positif te@taphylococcus aureu§sRIl 137
Staphylococcus aureuSRI 326 Staphylococcus aureuBTCC 25923 Staphylococcus
aureus ATCC 43300 Staphylococcus aureddU 50 mecA Enterococcus faecaliaTCC
49452 Bacillus cereusATCC10876et Bacillus cereusATCC 14579. Cette expérience a
montré que les champignons endophytes ont manitestéffet antibiotique plus ou moins
important, en fonction de la souche bactérienrdestconditions culturales (la disposition des
champignons ensemble ou séparément et le tempsulation). Les résultats obtenus
montrent que parmi les champignons endophyteséstutl genrdlternaria est celui qui a
montré un large spectre d’activité vis-a-vis descbes bactériennes utilisées. Ainsi, il a
présenté une activité¢ antibactérienne significatisar les bactéries Gram-positif :
Enterococcus faecalia TCC 49452,Bacillus cereusATCC10876,Bacillus cereusATCC
14579,Staphylococcus aureldR| 361,Staphylococcus aurelR| S6 et a été le seul a avoir
une importante activité a I'encontre 8eaphylococcus aureddU 50 mecA. Les souches de
Bacillus cereusnt été les plus sensibles. Ainsi, tous les changuig testés ont réagi vis-a-
vis de cette derniérde méme pouEnterococcus faecal&TCC 49452. Il apparait aussi que
la présence des mycoendophytes ensemble ou sémaréisen-vis de chaque souche
bactérienne influence leurs activités et leurs cipsm a produire des composés antibactériens,
soit positivement ou négativement. Le temps dimtigm aussi est a prendre en

considération.
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La caractérisation chimique est nécessaire pountifd® ces composés et leur

mécanisme d'action. Si une source microbienne giadicament était disponible, il pourrait

éliminer le besoin de récolter des plantes. Le piixmédicament devrait également étre

réduit, étant donné que ces molécules peuventpébduites par fermentation de la méme

maniére que la pénicilline. Ainsi, la production deétabolites naturels par les

mycoendophytes peut aider a protéger les ressonataselles et a satisfaire les besoins en

produits pharmaceutiques.

Ainsi, d’autres études doivent étre mises en cepute obtenir plus de précision et

explorer plus en profondeur cet aspect du tragéi, de permettre :

une comprehension des synergies et des interaajigngeuvent exister entre les
champignons endophytes et leur capacité a cohabiteemble dans la méme
plante ;

détermination de ces champignons endophytes jusaqiveau spécifique ;
comprendre le mécanisme qui a permis aux mycoernyteplde coloniser une
plante connue pour sa toxicitBgganum harmala de synthétiser des métabolites
secondaires au sein de cette derniere ;

comprendre les interactions existantes entre éex ghartenaires et découvrir le
potentiel d’activités biologiques de ces champignpn

une extraction, purification et identification degbstances bioactives produites
par ces champignons endophytes ;

une comparaison entre les métabolites secondaioesiipes par les champignons
endophytes et la plante ;

une exploitation a I'échelle industrielle des cosg®a activités biologiques issus

des mycoendophytes.
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Abstract

Endophytic fungi that reside in plant tissues are a potential source of secondary metabolites
with biological activities. In our study, we investigated the detection of the antioxidant
activity of the crude fungal extract of the genera Cladosporium, Alternaria, Aspergillus and
Penicillium: endophytic fungi isolated from the leaves of Peganum harmala harvested in
Laghouat and extract of these same leaves. The extraction of these metabolites was carried out
using ethyl acetate. The antioxidant activity of the latter was carried out by the DPPH test.
Our tests reveal that the extracts studied have a low antioxidant activity. The inhibitory
concentrations show a higher antioxidant effect for the Penicillium extract compared to the
other extracts studied. The antioxidant molecules are related to the content of polyphenols.
Penicillium extract has the highest polyphenol content. Our results confirm that endophytic
fungi are a potential and limited source of natural antioxidant compounds, in the same way as
plants.

Key words: Leaf extract; Extracts of endophytic fungi; Antioxidant activity; Content of

polyphenols and Peganum harmala.
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1. INTRODUCTION

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de molécules bioactives. Ces
derniéres années, 1’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés
thérapeutiques a augmenté considérablement. Désormais, de nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels sont recherchées [1,2]. Cette recrudescence d’intérét concerne les
effets biologiques des antioxydants naturels inclus dans la lutte contre le stress oxydatif
généré par les especes réactives de 1’oxygeéne (ERO). Celles-ci sont impliquées dans le
vieillissement, le déclenchement et la progression de plusieurs maladies, telles que le cancer,
I’athérosclérose, les accidents cardiovasculaires (AVC), 1’ostéoporose, les maladies
inflammatoires ainsi que les maladies neurodégénératives.

Ces plantes médicinales sont colonisées naturellement par des mycoendophytes, champignons
mutualistes vivant dans les tissus de la plante et ne causant aucun symptome de maladie
apparent. Ils sont capables de fournir eux aussi des métabolites secondaires, ayant des
activités biologiques. Les polyphénols dont les flavonoides, sont les principaux métabolites
secondaires des plantes médicinales, ainsi que des champignons, responsables de leur activité
antioxydante, antimutagene et antitumorale [3,4].

Peganum harmala est une plante vivace de la famille des Zygophyllaceae, connu sous le nom
de Harmel. Elle est présente en abondance dans le Moyen-Orient et le Nord de I’ Afrique [5].
Peganum harmala a été utilisée pendant longtemps en médecine traditionnelle pour le
soulagement de la douleur et comme un agent antiseptique. Elle posseéde également des
propriétés anti-bactériennes, anti-fongiques, anti-virales, anti-oxydantes, anti-diabétiques,
anti-tumorales, anti-leishmanioses, effet insecticide, une activité cytotoxique, ainsi que des
effets hépato-protecteurs [6].

Notre présente étude vise a évaluer in vitro I’activité antioxydante, ainsi que la teneur en
polyphénols des extraits fongiques bruts des mycoendophytes foliaires préalablement isolés et
identifiés, comparativement a 1’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala de

dayate Aiat (Laghouat, Algérie).
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2. MATERIELS ET METHODES

Zone d’échantillonnage

Au cceur du pays des dayas (Algérie), au sud de la wilaya de Laghouat, se localise notre zone
d’¢étude, plus exactement dans la région de Timzerth. Dayate Aiat se localise a 50 Km du
chef-lieu de la wilaya. Ces coordonnées GPS sont 33°31N pour la latitude, 2°56E pour la
longitude. Elle se trouve a 871 m d’altitude. Sur le plan bioclimatique, la zone d’étude se situe

dans I’étage aride, avec une saison séche de 11 mois par an (Figure 1).
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Fig.1. Situation géographique de la zone d’étude.
Matériel végétal
Les feuilles de Peganum harmala ont été fraichement récoltées sur dix sujets sains au mois
d’avril 2015. L’échantillonnage a été effectué de manieére aléatoire. Les échantillons ont été
placés dans des sachets en papier et conservés dans une glaciére, puis au réfrigérateur jusqu’a
leur utilisation au laboratoire.
Fermentation et extraction des métabolites secondaires fongiques bruts
Les mycoendophytes utilisés dans notre étude ont ¢été isolés a partir des feuilles saines de
Peganum harmala et identifiés. Ces champignons sont purifiés et mis a croitre sur PDA a
température ambiante pendant sept jours. En se basant sur les caractéres culturaux et
morphologiques, quatre genres fongiques a savoir : Cladosporium, Alternaria, Aspergillus et

Penicillium ont été identifiés a partir des cultures de feuilles de Peganum harmala. Deux a
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trois pieces (0.5 x 0.5 cm) de chaque champignon ont ét¢ inoculées dans des erlenmeyers de
500 ml contenant 100 ml de PDB (Potato Dextrose Broth) [7]. Deux répétitions sont faites
pour chaque champignon. L’incubation se fait a température ambiante pendant trois a quatre
semaines, avec une agitation périodique a 150 tours/minute. Par la suite, le contenu est filtré a
travers une gaze stérile, afin de séparer le mycélium du bouillon de culture [8,9]. Ce dernier
est centrifugé a 5000 tours/min pendant 15 min et le surnagent a été¢ récupéré [10].
L’extraction a été faite a D’acétate d’éthyle, meilleur solvant d’extraction des métabolites
secondaires fongiques selon [11, 12,13]. A chaque filtrat, il faut rajouter un volume égal de
solvant et mettre sous agitation pendant 30 min a 40°C. La solution est ensuite mise au repos
dans des ampoules a décanter pour séparer les deux phases. La phase organique a été
récupérée pour €tre concentré sous pression par évaporation du solvant, a ’aide d’un
évaporateur rotatif a 45°C [9,14].
Préparation de I’extrait de feuilles
Les feuilles récoltées ont €té séchées a I'ombre et a température ambiante. Elles sont réduites
en une fine poudre. 1g de la poudre de feuilles a été additionné a 10 ml d'une solution aqueuse
constituée d’acétate d’éthyle : Eau distillée (8:2 v/v), centrifugée a 4000 tours pendant 15 min
pour recueillir le surnageant. Ce processus a été répété trois fois. Ensuite, le solvant a été
¢liminé par évaporation [15].
Activité antioxydante
Pour I’évaluation de I’activité antioxydante, nous avons utilisé le test de piégeage du radical
libre DPPH (Diphénylpicrylhydrazyl) [16], qui est définit par I’indice d’inhibition de
I’activité radicalaire en pourcentage, ou le controle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard : I’acide ascorbique. Les résultats ont été exprimés en pourcentage
d’inhibition (1%) suivant la formule suivante :

[%= [(Ac — At)/ Ac] x 100
Ou:  Ac: absorbance du controle; At: absorbance du test.
Pour s’affranchir de I’influence de la concentration, nous avons considéré la concentration
inhibitrice IC50 de I’antioxydant, qui correspond a une réduction de 50% de I’activité (de

I’absorbance) du DPPH dans le milieu réactionnel. La capacité antioxydante d'un composé est
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d'autant plus élevée que son IC50 est faible. L’indice IC50 montre les concentrations de
I’antioxydant qui sont nécessaires pour faire décroitre la concentration initiale du DPPH de

50% [16]. Les valeurs de I’'IC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.

Dosage des polyphénols

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie, suivant le protocole appliqué en
2007 par LI et ses collaborateurs [17]. 200 ul d’extrait fongique ou foliaire est mélangé avec 1
ml de réactif de Folin Ciocalteu (FCR) dilué¢ 10 fois dans de 1’eau distillée. Apreés 4 minutes,
800 pl de carbonate de sodium (Na,COs3) a concentration de 7,5 g/l sont ajoutés. Apres une
incubation du mélange réactionnel pendant 1 a 2 heures a température ambiante et a
I’obscurité, I’absorbance est mesurée a 760 nm. La quantité des polyphénols est determinée
par la courbe d’étalonnage, effectuée par 1’acide gallique a différentes concentrations (0-0.3
mg/ml) dans les mémes conditions. Dans 1'équation de régression de la courbe d'étalonnage de
l'acide gallique, Y est le taux d'absorption lue a une longueur d'onde de 760 nm et X est la

concentration des composés phénoliques en mg /ml (Figure 2).

35

3 =5.1206x+0,1359
£ R2=0,999V.
o 275 /
()
~
@ 2 /
W
(]
("]
£15
K=}
£
E . /
< /

0.5 /
O T T T T T T 1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Concentrations de I'acide Gallique en mg/ml

Fig.2. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour la détermination de la teneur totale en

polyphénols des extraits fongiques et foliaire de Peganum harmala.

Analyse statistique
Des analyses de variance (ANOVA) ont été réalisées, afin de mettre en évidence les
différences significatives entre les IC50 obtenus, ainsi que les teneurs en polyphénols des

différents extraits bruts fongiques et foliaire, a I’aide du logiciel Stat Box 6.40.
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3. RESULTATS ET DISCUSSION

Nos essais antioxydants révelent que les extraits de mycoendophytes foliaires et 1’extrait de
feuilles de Peganum harmala sont dotés d’un pouvoir antiradicalaire faible. Peganum
harmala est une plante toxique, donc non consommeée par les herbivores et encore moins par
I’homme. Les IC50 montrent une activité¢ antioxydante plus élevée dans 1’extrait fongique de
Penicillium (IC50=1.065+£0.003mg/ml), suivie de celle de [Dextrait d’Aspergillus
(5.95+0.05mg/ml). Pour I’extrait d’Alternaria, elle est de 6.14+0.07mg/ml, de méme que pour
I’extrait foliaire avec une IC50 de 6.15+0.01mg/ml. Par ailleurs, 1’extrait de Cladosporium
montre une faible activité antioxydante avec une IC50 de 8.56+0.14mg/ml (Tableau I). Une
différence hautement significative (p=0.00) est notée entre les IC50 des extraits fongiques et
foliaire avec celle de 1’acide ascorbique. Il en est de méme pour les IC50 entre les différents
extraits fongiques testés. La différence entre I’'IC50 de I’extrait de Cladosporium et I’extrait
foliaire est significative (p=0.01), mais 1’analyse de variance faite entre I’'IC50 des extraits
d’Alternaria et d’Aspergillus et des feuilles ne révele aucune différence significative
(respectivement p=0.93 pour Alternaria et p=0.13 pour Aspergillus). Pour DI’extrait de
Penicillium, la différence est hautement significative (p=0.00). Le résultat obtenu pour I’IC50
du genre Penicillium est en accord avec les résultats retrouvés par JAKOVLIEVIC et al.
(2014) ou la valeur IC50 contre le radical DPPH ¢était de 0.974 mg/ml pour Penicillium
Sfumiculosum et 1,336 mg/ml pour Penicillium chrysogenum [18]. Les molécules
antioxydantes extraites par 1’acétate d’éthyle semblent €tre synthétisées beaucoup plus par
Penicillium mycoendophyte foliaire que la feuille de Peganum harmala ou les autres
champignons endophytes recensés a son niveau. Néanmoins, cette activité reste relativement
faible par rapport a I’acide ascorbique, dont la valeur IC50 est de ’ordre de 0.127+0.002

mg/ml.

Tableau I : les IC 50 des différents extraits.

Différents Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait Acide
extraits Cladosporium Alternaria Aspergillus Penicillium foliaire Ascorbique
IC50+ES
8.56+0.14 6.14+0.07 5.95+0.05 1.065+0.003 6.15+0.01 0.127+0.002
(mg/ml)

ES : Erreur standard.
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Le type de solvant joue un role important dans I’extraction des composés phénoliques et des
molécules anti-oxydantes. Cependant, nos extraits des genres Alternaria Aspergillus et
Cladosporium, ainsi que 1’extrait foliaire de Peganum harmala ont montré une activité
antioxydante faible par rapport a I’extrait fongique du genre Penicillium, et cela peut étre du a
la nature des molécules extraites avec 1’acétate d’éthyle. C’est un solvant sélectif pour les
composés phénoliques de bas poids moléculaires [19]. L’activité antioxydante des extraits de
champignons endophytes et I’extrait foliaire peut étre due a la présence des composés
phénoliques dans ces derniers.

Les teneurs en polyphénols des différents extraits sont différentes. L’extrait de Penicillium
présente cependant la teneur en polyphénols la plus importante : 4.143+0.007mg/ml (Figure
3). Les analyses de variance révelent une différence hautement significative entre la teneur en
polyphénols des extraits d’Alternaria, Aspergillus et Penicillium et celle de 1’extrait foliaire
(p=0.00). 11 en est de méme entre les différents extraits fongiques. La différence est juste
significative entre la teneur en polyphénols de 1’extrait Cladosporium et 1’extrait foliaire

(p=0.01).
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Fig.3.Teneur en polyphénols des extraits fongiques bruts et 1’extrait foliaire.
Le champignon du genre Penicillium a montré une forte activité antioxydante par rapport aux
autres champignons endophytes avec une teneur importante en polyphénols
(4.143+0.007mg/ml). SADANANDA et al. (2011) ont montré que les champignons
endophytes Aspergillus niger et Penicillium sp. de Tabebuia sp. possédaient des propriétés
biologiques relatives aux mécanismes antioxydants [20]. Quant 8 FERNANDES et al. (2009),

ils ont mis en évidence 1’activité antioxydante chez Alternaria alternata, mycoendophyte du
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Coffea arabica L. [21]. Pour RAVINDRAN et al. (2012), Aspergillus flavus, champignon
endophyte dominant chez les espéces des mangroves, avait un potentiel antioxydant [22]. De
méme pour KHENNOUF et al. (2010), qui ont rapporté que les champignons endophytes
Phoma, Cladosporium et Chaetomium avaient une activité antioxydante [23].

Nos résultats confirment que les mycoendophytes : Cladosporium, Alternaria, Penicillium et
Aspergillus sont une source potentielle et limitée de composés naturels antioxydants au méme
titre que les plantes. Ces métabolites secondaires sont communs a la fois aux plantes et aux
microorganismes. Ainsi, ces composés peuvent étre produits par des entités associées sur le
plan écologique [24]. L'activité antioxydante des extraits végétaux dépend essentiellement du
taux des polyphénols accumulés durant le cycle végétatif de la plante [25]. Par ailleurs, il est
possible que divers métabolites végétaux pourraient étre des produits du métabolisme de leurs

endophytes [26].

4. CONCLUSION

L’¢tude des feuilles de Peganum harmala a mis en évidence une richesse au niveau des
champignons endophytes qui la colonisent. Quatre genres au total ont été identifiés, il s’agit
de Cladosporium, Alternaria, Aspergillus et Penicillium. L’étude de I’activité antioxydante
des extraits bruts des champignons endophytes et de I’extrait foliaire de Peganum harmala
selon la méthode du piégeage du radical libre DPPH a montré que ces extraits possedent une
activité antioxydante faible. Cette activité est nettement inférieure a celle du référant, a savoir
I’acide ascorbique. Néanmoins, le champignon endophyte Penicillium a montré la meilleure
activité antioxydante, comparé aux autres mycoendophytes, mais aussi a la plante elle-méme.
Ces composés bioactifs sont issus d’un métabolisme associ¢ entre les feuilles et leurs
champignons endophytes. Le faible pouvoir antiradicalaire est di a la toxicité de la plante
expliquée par la synthése d’alcaloides par cette derniére. L’activité antioxydante est
généralement corrélée a une concentration de composés phénoliques. D’aprées la bibliographie,
seul Penicillium est connu pour la synthése de ces composés. Le métabolisme des
champignons endophytes de Peganum harmala pourrait étre influencé par les composés a role

répulsif synthétisés par la plante seule, ou avec I’aide de ces mémes champignons
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symbiotiques présents dans les contrées arides dans lesquelles elle vit.
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Annexe

Annexe 1
Composition et préparation dedifférents milieux de cultures et solutions utilisés

* Eau physiologique

* Milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar)

0T T =0 [ (=T = SRR 200g
(€] 000 1S = TP PRRRRPRP 20g
Yo = U= 1o F= T PP PP 209
BaU ISHIIEE ... e e 1000 ml
* Milieu PDB (Potato-Dextrose- Broth)
0T T =0 [ (=T = S .200g
L] 000 1 =SSR 20g
e T o 1Y 1= PP 1000 mi

* Milieu Brain Heart Infusion (BHIB)

PrOtEOSE PEPLONE. .. ..t e e et e e e e et e e e 10g
Infusion de cervelle de VEAU......... oo e e e 12,59
Infusion de coeur de DOBUT ... — 05g
Chlorure de SOIUM. .. ... e e e e e et e e aea e e 05¢g
Phosphate diSOOIQUE. ... e e e e e e e e e e e e e 574

] 000 1S = 02¢g
Bau diStill@E... ... e e 1000 ml

pH final 7,4+0,2
* Milieu BHI-Agar

X0 = 1= 1o = PR 4o X o

BaU disStille. ... e e e e e 1000ml
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* Milieu Muller Hinton (MH)

EXtrait de VIande. ... e —— 03g
Hydrolysat acide de CaSEINE.........c.i it it e e e e e e e eaes 17,59
Y 010 o o bg
F o L= T aT= (o F= T PP 169
BaU diStillEe. ... o e 100l

pH final 7,3
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Annexe 2
Tableaux analyse ANOVA

Tableau d’analyse ANOVA des fréquences de colonisahs des sujets échantillonnés

par les mycoendophytes foliaires d@eganum harmala

ddl SC CM F Proba
Sujet 9,00 71277,33 7919,70 3,97 0,00
Var.résiduelle 140,00 279520,00 1996,57
Total 149,00 350797,33

Tableau d’analyse ANOVA des indices mitotigues desextraits de métabolites

secondaires fongiques bruts des mycoendophytesidiles dePeganum harmala

ddl SC CM F Proba
Essai 11,00 10967,94 997,09 77,95 0,00
Var.résiduelle 48,00 613,98 12,79
Total 59,00 11581,91

Tableau d’analyse ANOVA des indices de cytotoxicitédes extraits de métabolites

secondaires fongiques bruts des mycoendophytesidiles dePeganum harmala

ddl SC CM F Proba
Essai 11,00 3566,38 324,22 17,35 0,00
Var.résiduelle 84,00 1569,95 18,69
Total 95,00 5136,33

Tableau d’analyse ANOVA des IC 50 des extraits de @tabolites secondaires fongiques

bruts des mycoendophytes foliaires deeganum harmala

ddl SC CM F Proba
Essai 3,00 576,81 192,27 78,23 0,00
Var.résiduelle 4,00 9,83 2,46
Total 7,00 586,64

Tableau d’analyse ANOVA des teneurs en polyphénoldes extraits de métabolites

secondaires fongiques bruts des mycoendophytesi&iles dePeganum harmala

ddl SC CM F Proba
Essai 3,00 18,65 6,22 2446,33 0,00
Var.résiduelle 4,00 0,01 0,00
Total 7,00 18,66
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Tableau d’analyse ANOVA pour la souche bactériennBacillus cereusATCC 10876 qui

montre une valeur « p » inferieure a 0,05%.

Tableau d'analyse de variance

ddl SC CM F Proba
Champignon 11,00 1108,9Y 100,82 78,90 0,00
Var.résiduelle 24,00 30,67 1,28
Total 35,00f 1139,64
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Annexe 3

Informations concernant les souches de références

Numeéro de référence

Origine

Genes codant pour les

entérotoxines staphylococcique

par PCR conventionnelle

U

S. aureusFRI 361

Poulet, Collection FRI
USA

Sec, sed, ser, seg, sei, sg

S. aureusFRI S6 Collection FRI USA seq, seb
S. aureusFRI 137 Abces (ATCC 19095) seg, seh, sai
Chicken tetrazzini,

S. aureusFRI 326 see

Collection FRI USA

S. aureusMU 50
11CEB145 STA

Pus d’enfant japonais
avec une blessure

chirurgicale

S. aureusATCC 25923

Collection USA

Bacillus cereusATCC

ATCC, Collection USA

10878
Enterococcus faecalis _
ATCC, Collection USA | = commmme-
ATCC 49452
Bacillus cereusATCC .
ATCC, Collection USA| = cememmeo
14579

S. aureusATCC 43300

ATCC, Collection USA

FRI: Food Research Institute

Se :Staphylococcal enterotoxin (gene codant pour lésretoxines staphylococciques)

ATCC : American Type Culture Collection

MU50, ATCC 43300 :Sont des souches MRSA (methicillin-resist&aphyl ococcus

aureus)

MU5S0 : porte le génenecA
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Annexe 4

Détection préliminaire de I'activité antibactérienne des champignons endophytes et de

I'antibiotique (Chloramphénicol) vis-a-vis de quelqies souches bactériennes.

Souches Inoculum Inoculation 24h

Saphylococcus
aureus FRI 361
(S5)

Saphylococcus
aureus FRI S6
(S4)

Saphylococcus
aureus MU50

mecA (S7)

Enterococcus
faecalis ATCC
49452 (S1)

Bacillus
cereus ATCC
10876 (S9)

48h

Bacillus
cereus ATCC
14579 (S10)




Abstract

Epiphytic and endophytic fungi live in complex interaction with plants where both
partners benefit. Medicinal plants are an inexhaustible source of bioactive molecules. They can
be produced by the various organs of the plant or by mutual mycoendophytes present within
the latter. Our study was carried out on a spontaneous medicinal plant of the region of
Laghouat (Algeria): Peganum harmala L. Our interest in this work focused on the diversity of
mycoendophytes and epiphytes in the leaves of Peganum harmala L, as well as on the
demonstration of the different biological activities (antimitotic, antiproliferative, antioxidant
and antibacterial) of fungal secondary metabolites raw endophytic fungi of this species.
Microscopic identification revealed an abundance of Penicillium and Rhizopus genera for
epiphytes, Cladosporium and Alternaria for mycoendophytes. Significant interactions are
described between different fungal taxa indicating the impact of these interactions on fungal
biodiversity in the leaves of Peganum harmala. In addition, the antimitotic and
antiproliferative tests confirm the action of the crude fungal secondary metabolites of these
mycoendophytes in the inhibition of mitosis, as well as for the combinations of extracts
produced, thus producing chromosomal and cell abnormalities as well as a cytotoxic effect.
The antioxidant activity of the latter was carried out by diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) test.
The antioxidant molecules extracted by ethyl acetate are related to the polyphenol content
found in the different extracts of crude fungal secondary metabolites as well as the leaf extract
in Peganum harmala L. In addition, the evaluation of the activity Antibacterial reveadled a
difference in the susceptibility of bacterial strains to the secondary metabolites of fungus
mycoendophytes of Peganum harmala L according to their cultural conditions and their

presence together or separately with respect to each bacterial strain and the time incubation.

Key words: Endophytic fungi, Peganum harmala, antimitotic, antiproliferative, antioxidant,

antibacterial, Laghouat (Algeria).



Résumé

Les champignons épiphytes et endophytes vivenintaraiction complexe avec les
plantes ou les deux partenaires tirent profit. plsstes médicinales constituent une source
inépuisable de molécules bioactives. Elles peug&tatproduites par les différents organes de
la plante ou par des mycoendophytes mutualistesept® au sein de cette derniére. Notre
étude a été realisée sur une plante médicinaleap&s de la région de Laghouat (Algérie) :
Peganum harmala L. Notre intérét dans ce travail s’est porté sur Igemité des
mycoendophytes et des épiphytes au niveau desefediéPeganum harmala L, ainsi que sur
la mise en évidence des différentes activités biglees (antimitotique, antiproliférative,
antioxydante et antibactérienne) des métabolitesorgires fongiques bruts des
mycoendophytes foliaires de cette essence. L'ifieamtiion microscopique a révélé une
abondance des genreenicillium et Rhizopus pour les épiphyte€ladosporium et Alternaria
pour les mycoendophytes. Des interactions impatarsont décrites entre les différents
taxons fongiques indiquant ainsi 'impact de cderiactions sur la biodiversité fongique au
niveau des feuilles de Peganum harmala. Par ailleurs les essais antimitotiques et
antiprolifératifs confirment I'action des métabelt secondaires fongiques bruts de ces
mycoendophytes dans I'inhibition de la mitose, dénma pour les combinaisons d’extraits
réalisées, produisant ainsi des anomalies chromigses) cellulaires ainsi qu'un effet
cytotoxique. L'activité antioxydante de ces derniers a été séali par le test
Diphénylpicrylhydrazyl (DPPH). Les molécules anfidantes extraites par I'acétate d’éthyle
sont en relation avec la teneur en polyphénoloueée dans les différents extraits de
meétabolites secondaires fongiques bruts ainsi ‘guérait foliaire chezZPeganum harmala L.

En outre, I'évaluation de l'activité antibactériena révélé une différence dans la sensibilité
des souches bactériennes vis-a-vis des métabséitemdaires des mycoendophytes foliaires
de Peganum harmala L selon leurs conditions culturales a savoir : $gunésence ensemble ou

séparément vis-a-vis de chaque souche bactéri¢mméeenps d’incubation.

Mots clés : Mycoendophytes foliairesPeganum harmala, antimitotique, antiproliférative,

antioxydante, antibactérienne, Laghouat (Algérie).



gadla

leie Auals 5 bl o . uylall DS AR 3a (e iy Cus (Bl pe € Jelin b clplal) i
Glphaill Gph e sf bl slacl Calise J8 (e 5aY) 038 1) (Say Lddadill Gliiall age Haas Akl
Joall an e lelaal WS cduyall 228 & .mycoendophytesse s 5 ol Ghulad 3 ledaly 3354l
sasasall clpyladll Gl o5n g Lialaial Jif L (Liadl) Laleel) dikie 35S Wass U (Peganum harmala)
Clyyhaill o3¢) Ailiaall dpmglsul) eyl CaiS; GlS Liaial .(épiphytes et endophylegdlsl Jals 5 &
3sas oo weadl il il (antimitotique, antiproliférative, antioxydante ettiaactériennp
GhsY) G5 olmils Penicillium et Rhizopus.doadl Ghsl Jals 5 G5 clphill ge 8,88 ¢l
bl (e g )51 28 (2055 8,58 Blelis L Lgdals Alternaria s Cladosporium

activité ) dysall cleludll iy 8 Jio g gl @S e of gl 2 (bl sda el (ady L L
anti ) sausY) alae Llis 3dss & WS L (activité antiproliférativip Wl L), (antimitotique
8 saalsidll (POlyphénol§ Jsisald) 40eSy (3laie 32081 aliae Llis zils .DPPH sl i)y (oxydante
3l cadall saliadl) bl g W Ldeall 3hsl e deaniall zydtuall SIS 5 4kl cila il Calid

Nads adilall s Gl 5 Aliaiia i bee clyladll il 13 Lgle laldie) At =38 e liliass

doalidal) cilalsl)
Ll L yaSll aliae 208U slicae mycoendophytedfeganum harmala « i<l alcae ¢ HLEDU alcaa
(Aa)



	01. PAGE DE GARDE MA THESE DOCTORAT OK
	THESE DOCTORAT OUZID 2018 OK
	thése complete
	18. Article 17 Ouzid OK
	these

	rs




