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INTRODUCTION 
GENERALE 



Introduction générale

1

Pendant longtemps, les remèdes naturels furent le principal, voire l’unique recours de 

la médecine de nos grands parents. Cependant, malgré le développement de l’industrie 

pharmaceutique qui a permis à la médecine moderne de traiter un grand nombre de maladies 

qui étaient souvent mortelles, les plantes médicinales et les remèdes qu’on pouvait en tirer ne 

furent jamais totalement abandonnés et les gens ne cessèrent de faire appel à la médecine 

traditionnelle, ce qui a conduit à maintenir vivante une tradition thérapeutique connue depuis 

nos ancêtres. L’organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que 80% de la population 

mondiale utilise des herbes comme méthode de soin de santé primaire (BOUSLIMAN et al., 

2012 ; AHMED et al., 2012). Des recherches récentes ont montré un immense potentiel des 

plantes médicinales comme source de composés bioactifs (DAS et al., 2010 ; TENGURIA et 

al., 2011). Par son action en douceur et en profondeur, la phytothérapie apparaît d’autre part 

comme la réponse idéale aux "maladies du siècle" 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 possède des 

propriétés thérapeuthiques. Toute matière d'origine végétale utilisée pour soin est une plante 

médicinale. Ces dernières comme la plupart des plantes sont en relation avec des 

microorganismes endophytes, qu’elles hébergent à l’intérieur de leurs tissus (STROBEL et 

al., 2002 ; ELLOUZ, 2011). Ces endophytes sont notamment composés de bactéries et de 

champignons microscopiques (champignons endophytes) (SCHULZ et al., 2006). Ils sont une 

composante importante de la communauté végétale (ARNOLD et al., 2001 ; ARNOLD et al., 

2003), qui peuvent développer avec elle diverses interactions (RAVELOMANANTSOA, 

2004). Les mycoendophytes peuvent contribuer à la croissance de la plante et sa défense, mais 

aussi être une source importante de nouveaux composés bioactifs naturels, avec des 

applications potentielles dans l’agriculture, la médecine et l’industrie alimentaire. Durant les 

deux dernières décennies, de nombreux composés à activités biologiques, à savoir : 

antimicrobiennes, anticancéreuses, cytotoxiques et insecticides ont été isolés de ces 

champignons endophytes (SCHULZ et al., 2002 ; ZHAO et al., 2010a). 

Malgré la nature hétérogène d'une biodiversité immense du continent africain en 

général et de l'Algérie en particulier, 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 à la mise en envidence des 

mycoendophytes chez une plante médicinale des régions arides d’Algérie : Peganum harmala 

L (Harmel), une plante de la famille des Zygophyllaceae. C’est une espèce cosmopolite, elle 

pousse de manière spontanée dans les régions semi-arides, les steppes, les sols sablonneux et 

salins (DARABPOUR et al., 2011 ; HAMMICHE et al., 2013 ; NIROUMAND et al., 2015). 

Elle est utilisée pour des usages thérapeutiques depuis le premier siècle après J-C 

(LAMCHOURI, 2014). En médecine traditionnelle nord africaine, elle a été considérée 

comme une véritable panacée, réputée traiter la plupart des troubles (HAMMICHE et al., 

2013), tel que l’hypertension, l’asthme, la toux, la jaunisse, le lombago, la colique 

hypoglycémique et bien d’autres maladies (DARABPOUR et al., 2011 ; LAMCHOURI, 

2014 ; AKBARY et al., 2014). L’Harmel est une plante toxique et sa toxicité est due aux 

différents alcaloïdes qui la constituent. Ces derniers sont très présents dans les graines, qui 

représentent la partie la plus toxique. Les feuilles et les graines de P. harmala sont connues 

pour avoir des propriétés hypothermiques et hallucinogènes. Beaucoup d’études ont démontré 

les activités biologiques générées par cette essence, à savoir des effets antibactériens, 

antifongiques, antiviraux, antitumoraux, cytotoxiques, antispasmodiques, antihistaminiques, 

vasorelaxants, analgésiques, anti-inflammatoires et immuno-modulateurs (DARABPOUR et 

al., 2011 ; AKBARY et al., 2014 ; LAMCHOURI, 2014 ; JAVADIAN et al., 2016 ;  GUL 

KANWAL et al., 2016). 

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail, qui consiste en l’étude de la 

biodiversité des champignons endophytes et épiphytes, des métabolites secondaires de ces 

mêmes champignons endophytes isolés des feuilles de Peganum 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 l’Université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou. Les objectifs sont 

les suivants : 

� isolement 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 harmala L.



 PARTIE I : Peganum harmala ET 
DIVERSITE EN EPIPHYTES ET 

MYCOENDOPHYTES FOLIAIRES 
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1.1. Présentation de la plante : Peganum harmala L. 

1.1.1. Caractéristiques de l’espèce 

Peganum harmala L. a plusieurs noms vernaculaires : «Harmel ou Harmal El sahari» 

en Algérie et en Afrique du Nord, «Rue sauvage» en France, «African rue ou Syrian rue» aux 

Etats Unis et «Espand» en Iran (JINOUS 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 civilisation (ACHOUR et al., 2012). 

C’est une plante vivace, à racines pivotantes, pouvant atteindre une profondeur de 6 m si le 

sol est très sec, à tiges peu rameuses de 30 à 90 cm de haut, à entre-noeuds assez courts, 

densément feuillés (Figure 1). Les feuilles sont de couleur vert clair, alternes sur la tige, 

allongées et irrégulièrement divisées en étroites lanières (MANSOUR 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 crème lavés de rose-orangé à 

nervures jaunes. Les fleurs sont dotées de dix à quinze étamines. Le gynécée est de 8 à 9mm 

de longueur, à ovaire supère (une fleur hypogyne) et globuleux, surmonté d’un style 

cylindrique. Il est composé de trois à quatre loges et de stigmates à trois carènes. 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 à 60 graines (BAHMANI 

et al., 2013; KEMASSI et al., 2013).

Figure 1 : Photo de Peganum harmala L. prise sur le terrain d’échantillonnage à 

Dayate Aiat (Laghouat, Algérie). 
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1.1.2. Position taxonomique 

Peganum harmala L. appartient à la famille des Zygophyllaceae (MOGHADAM et 

al., 2010 ; TANWEER et al., 2012), qui compte 22 genres et plus de 250 espèces (JINOUS et 

FERESHTEH, 2012). D’après DOBIGNARD et CHATELAIN (2013), la position taxonomique 

du Harmel est la suivante: 

Ordre: Sapindales 

Famille: Zygophyllaceae 

Genre: Peganum 

Espèce: Peganum harmala L. 

1.1.3. Aire de répartition 

Peganum harmala L. est une espèce cosmopolite, largement distribuée dans le monde 

et très commune sur les sols sableux, originaire des zones arides et semi-arides 

(CHEVALLIER, 1996 ; DARABPOUR et al., 2011; LAMCHOURI et al., 2013). Cette plante 

pousse en Afrique du Nord, Moyen-Orient, Pakistan, Inde, Iran, Turquie et a été introduite en 

Amérique et en Australie (YOUSFI et al., 2009 ; MOSHIRI et al., 2013). 

En Algérie, cette espèce 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 à l'intérieur des agglomérations (OZENDA, 1991). 

1.1.4. Etude phytochimique : métabolites secondaires 

Les composés phytochimiques les plus connus de Peganum harmala sont les 

alcaloïdes, les flavonoïdes et les anthraquinones (BUKHARI et al, 2008 ; SHARAF et al, 

1997; PITRE et SRIVASTAVA, 1987). La teneur totale en alcaloïdes chez Peganum harmala 

L. varie  entre 2 et 5%, représentée par  l’harmaline, l’harmine et  l’harmalol (Figure 2). Les 

graines et les racines contiennent les taux plus élevés en alcaloïdes, comparativement aux 

tiges et aux feuilles. Ces derniers sont absents dans les fleurs. L’harmine et l’harmaline 

s’accumulent dans les graines sèches à 4,3 et 5,6% (p/p). De même, l’harmalol et la 

tetrahydroharmine sont respectivement à 0,6% et à 0,1% (p/p). Les racines contiennent 

l'harmine et l’harmol avec 2,0 et 1,4% (p / p) (HERRAIZ et al., 2010).  

L'analyse des principaux alcaloïdes de Peganum 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 alcaloïdes majeurs dans tous les 

organes augmente au cours des trois premières semaines et se stabilise à un niveau constant 

pendant la phase de croissance végétative, puis diminue au début de la floraison. La 

concentration des alcaloïdes majeurs de P. harmala L. varie avec le stade de développement 

de la plante entre 21,16 et 26,96 mg/g et l'harmine reste la molécule la plus abondante 

(MAYAD et al., 2013).  

Figure 2 : Principaux alcaloïdes de Peganum harmala : Harmine, Harmaline, Harmalol et 
Harmol (MAYAD et al., 2013). 

Peganine, isopeganine, dipeganine, désoxypéganine ont été également identifiés chez 

Peganum harmala (FATHIZAD et al., 2007; KHASHIMOV et al., 1970). La teneur en 

alcaloïdes des graines en maturation est inférieure à celles mûres (KARTAL et al., 2003). 

Certains effets pharmacologiques rapportés de Peganum harmala L. peuvent être attribués à 

ses alcaloïdes β-carbolines, principalement l’harmine, ainsi que l’harmaline, l’harmalol, 

l’harmane, le tetrahydroxyharmine (THH) (Figure 3), peganine, isopeganine, dipeganine, 

désoxypéganine et les dérivés de quinazoline, tels que vasicine, vasicinone et 

deoxyvasicinone (MAHMOUDIAN et al., 2002, KARTAL et al., 2003). Les graines de 

Peganum harmala contiennent ces quinazolines, dont le précurseur est l’acide anthranilique 

(Figure 4) (KHASHIMOV et al., 1969 ; ZHAREKEEV et al., 1974). 
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Figure 3 : Synthèse des β-carbolines de Peganum harmala L. et de la sérotonine à partir du 

Tryptophane (ANISZEWSKI, 2007). 

Figure 4 : Structure générale des quinazolines de Peganum 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 

hallucinogènes et hypothermiques depuis l’antiquité. Bien que les alcaloïdes identifiés ont 

montré de nombreuses actions pharmacologiques, ils restent très cytotoxiques 

(LAMCHOURI, 2014). Les alcaloïdes identifiés à partir de Peganum harmala ont montré de 

vastes actions pharmacologiques, tels que les effets antitumoraux (JAHANIANI et al., 2005), 

des effets analgésiques (FAROUK et al., 2008), des activités vasorelaxantes (ASTULLA et 

al., 2008), une activité antimicrobienne (PRASHANTH et JOHN, 1999; ARSHAD et al., 

2008), une forte inhibition réversible de la monoamine oxydase (KIM et al., 1997; 

SCHWARZ et al., 2003) et une activité inhibitrice contre l'acétylcholinestérase (ZHENG et 

al., 2009). L’harmaline, le principe actif des graines de Peganum harmala provoque des 

problèmes visuels, perte de coordination, une agitation et du délire et à fortes doses, il peut 

produire une paralysie (LAMCHOURI et al., 2002). 

Ces dernières décennies, plus d'attention a été donnée aux activités anticancéreuses 

(BOEIRA et al., 2001; GO¨CKLER et al, 2009; ADHAMI et al., 2011). Récemment, les 

effets pharmacologiques et thérapeutiques de Peganum harmala et ses principaux alcaloïdes 

ont été révélés (MOLOUDIZARGARI et al., 2013). D’après LAMCHOURI et al. (1999), les 

concentrations d'extraits totaux d’alcaloïdes des graines de Peganum harmala ont été testées 

in vitro sur quatre lignées cellulaires tumorales. Les résultats obtenus indiquent que ces 

alcaloïdes ont une toxicité élevée sur les cellules in vitro. Par la suite, la prolifération tumorale 

a été significativement réduite avec les extraits de Peganum harmala (LAMCHOURI et al., 

2000). En 2010, LAMCHOURI et ces collaborateurs ont démontré que l'harmine et les β-

carbolines ont plus d'activité cytotoxique. Par ailleurs, l’étude entreprise par HAMSA et 

KUTTAN en 2011 montre que l'harmine inhibait significativement la formation de nodules 

dans le tissu pulmonaire et diminue divers paramètres biochimiques associées à la métastase 

pulmonaire.  

En outre, différentes activités biologiques et pharmacologiques de Peganum harmala 

ont été révélées, à savoir l’activité insecticide (GOEL et al., 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 (SINGH et al., 2008), analgésique et anti-inflammatoire, 

antinociceptive (MONSEF et al., 2004), effet hépatoprotecteur (KHALED et al., 2008) et 

activité cytotoxique entre autres. En outre, il a été rapporté que cette plante a des effets 

antibactériens, antifongiques et antiviraux (DARABPOUR et al., 2011). Comme la toxicité de 
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P. harmala a souvent été liée à ses alcaloïdes et à 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 à base de Peganum 

harmala, lorsque l'activité biologique est souhaitée. Selon WIESER (1955), l'activité 

biologique dépend du stade de croissance de la plante (MAYAD et al., 2013). 

1.2. Diversité de la phyllosphère 

1.2.1. Introduction 

Les parties aériennes des plantes, à savoir les feuilles, les tiges, les bourgeons, les 

fleurs et les fruits constituent un habitat pour les microorganismes appelés phyllosphère. Ces 

microorganismes peuvent être retrouvés à la fois comme épiphytes à la surface de la plante 

et/ou comme endophytes à l’intérieur des tissus végétaux (ARNOLD et al., 2000 ; INACIO et 

al., 2002 ; LINDOW et BRANDL, 2003 ; STAPLETON et SIMMONS, 2006). Les bactéries 

sont les plus dominantes de la phyllosphère, bien que les champignons filamenteux et les 

levures puissent également être importants. La distinction entre le statut d’endophyte et 

d’épiphyte n’est pas évidente. En effet, certaines espèces microbiennes peuvent activement 

pénétrer les tissus de la feuille pour devenir endophytes (VIRET et al. 1994 ; WILSON et al. 

1999).

Le terme épiphyte, du grec épi (sur) et phyton (plante) a été introduit par MIRBEL 

dans son livre Eléments de physiologie végétale et de botanique en 1815 et se réfère à un 

organisme qui se développe sur une plante vivante. Les épiphytes ne sont pas des parasites, 

c'est-à-dire qu'ils sont habituellement indépendants de la plante hôte pour la nutrition, bien 

qu'ils puissent parfois endommager la plante hôte. On distingue des holoépiphytes, qui 

complètent 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 premières descriptions des 

champignons endophytes remontent à la fin du 19éme et 20éme siècle (STANIEK et 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 (STANIEK et al., 2008), qui désignait tout organisme survenant dans les 



Peganum harmala L. et Diversité en Epiphytes et Mycoendophytes Foliaires 

9

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 intérêt. Cependant, dans les dernières décennies, les 

recherches ont commencé à s’intéresser aux endophytes (MORICCA et RAGAZZI, 2008), 

qu’on considère maintenant comme source de composés bioactifs, tels que les composés 

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

Les champignons endophytes présentent une grande diversité. Ils sont hétérotrophes et 

se nourrissent de l’hôte sans que celui-ci ne présente des signes de maladie. Ils peuvent croître 

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

Figure 5 : Modes de croissance des champignons endophytes dans les tissus des plantes hôtes 

(KUSARI et SPITELLER, 2012a). 

1.2.2. Classification des champignons endophytes 

Les champignons endophytes sont classés en deux groupes majeurs (RODRIGUEZ et al., 

2009) : le groupe des Clavicipitaceae, qui colonisent les Graminées (Poacées) (TINTJER  et 

al., 2008 ; HYDE et SOYTONG, 2008 ; RAJA et al., 2015) et le groupe des mycoendophytes 

non Clavicipitaceae qui colonisent toutes les autres plantes terrestres et aquatiques (HYDE et 

SOYTONG, 2008 ; RAJA et al., 2015). Les différentes classes des mycoendophytes sont 

mentionnées dans le tableau I. Ces dernières reflètent les différences évolutives, 

taxonomiques, les fonctions écologiques, leur mode de transmission, ainsi que la nature de 

leurs hôtes (RODRIGUEZ et al., 2009). 
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Tableau I : Critères symbiotiques qui caractérisent les classes des champignons endophytes 

(RODRIGUEZ et al., 2009). 

Critères 

Clavicipitaceae Non-Clavicipitaceae 

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 

Classe d’hôte Limitée Vaste Vaste Vaste 

Tissu(s) colonisé (s) 
Pousses et 

rhizome 

Pousses, racines 

et rhizome 
Pousses Racines 

Colonisation dans la 

plante 
Extensive Extensive Limitée Extensive 

Biodiversité au niveau 

de la plante 
Basse Basse Elevée Inconnue 

Transmission 
Verticale et 

horizontale 

Verticale et 

horizontale 
Horizontale Horizontale 

Avantages sur la 

forme de la plante 

(Fitness)* 

NHA NHA et HA NHA NHA 

- *Habitat-adapted (HA):  dépend de l’habitat, les avantages pour la plante résultent de la nature et la 

spécificité de l’habitat telles que le pH, température et salinité.  

- Non habitat-adapted (NHA): les avantages tels que la tolérance à la sécheresse et l’augmentation 

de la croissance sont dues aux mycoendophytes indépendamment de l’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 I) représentent un petit 

nombre phylogénétique apparenté aux espèces de Clavicipitaceae (RODRIGUEZ et al., 

2009), des Balansieae et leurs anamorphes (CLAY et al., 1990), occupant quelques 

Graminées de saisons fraiches et chaudes (RODRIGUEZ et al., 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 très diversifié. Ils forment un 

assemblage polyphylétique, essentiellement d’Ascomycètes et représentent au moins trois 
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groupes fonctionnels distincts selon leurs caractéristiques, leurs modes de vie et leurs 

importances écologique (RODRIGUEZ et al., 2009). Ils se retrouvent asymptomatiquement 

chez tous les types de plantes (SAIKKONEN et al., 2015), à savoir les tissus des plantes non 

vasculaires, des fougères, des conifères, des Angiospermes et chez les plantes de tous les 

écosystèmes terrestres (RODRIGUEZ et al., 2009). Ces mycoendophytes non-systémiques 

ont été souvent signalés de manière 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 

dernières (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 hôte et la transmission horizontale, via les 

spores 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 à leur plante hôte. Ils sont 

transmis d’une plante à 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 intègrent l’ovule et les graines 

(CLAY et al., 1990 ; GIMENEZ et 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 après la germination, c’est le cas du genre 

Claviceps, endophytes d'herbe. Elle se fait par la croissance végétative des hyphes qui est 

complètement interne (SELOSSE et SCHARDL, 2007) ; ainsi les hyphes du champignon sont 

transmis de la plante infectée vers la descendance via les graines (SAIKKONEN et al., 

2004a ; SAIKKONEN et al., 2010). 

La transmission verticale par la graine a principalement été observée chez quelques 

espèces de champignons endophytes de la famille des Clavicipitaceae qui colonisent les 

Poaceae, les Cypéraceae et les Juncaceae. Elle existe chez d’autres espèces d’endophytes 

ayant été observés comme pouvant coloniser plusieurs espèces non graminoïdes (Pinus spp., 

Vigna unguiculata, Theobroma cacao, Castanea spp., Colophospermum mopane) (CURRIE 

et al., 2014). 

1.2.3.2. Transmission horizontale 

Ce mode de transmission se fait par transfert de spores sexuées ou asexuées des parties 

aériennes d’une plante à 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 ; SAIKKONEN et al., 2015 ; DIRIHAN, 2016). Les spores, en germant vont pénétrer à 

travers la cuticule, les stomates ou les blessures des tissus et coloniser l’espace intra ou 

intercellulaire des tissus de la plante hôte. 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 être 

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).  

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, pénètrent à travers les stomates ou en formant des 

appressoria (organes de fixation et de germination des spores) et colonisent finalement 

l’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 barrières physiques et chimiques doivent être surmontées 

pour établir avec succès une association. L'hypothèse de l’antagonisme équilibré était 

initialement proposé (SCHULZ et al., 1999; SCHULZ et BOYLE, 2005). Comment un 

endophyte évite d'activer les défenses de l'hôte et parvient à 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). 

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

(A) L'hypothèse d'un antagonisme équilibré. 
(B) Maladie de la plante causée par des champignons pathogènes. 
(C) Réciprocité endophytes- pathogène. 
Le point d'interrogation (?) indique que ce phénomène pourrait ne pas être 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 complètement les facteurs de 

virulence fongique, le champignon périra. A l'inverse, si la plante succombe à la virulence du 

champignon, une relation plante-pathogène conduirait à des maladies des plantes (Figure 8B). 

Parce que de nombreux endophytes pourraient éventuellement être pathogènes latents, ils 



Peganum harmala L. et Diversité en Epiphytes et Mycoendophytes Foliaires 

15

pourraient être influencés par certains facteurs intrinsèques ou environnementaux pour 

exprimer les facteurs qui conduisent à la pathogénicité (ARNOLD, 2008) (Figure 8C). Par 

exemple, l'expression du gène de la protéine kinase (sakA) de l’endophyte Epichloe festucae 

se révèle être vital pour le maintien de son association mutualiste avec l'hôte Lolium perenne 

et la prévention de cette association pour devenir pathogène (EATON et al., 2010, 2011). 

Récemment, il a été révélé que l'interaction plante-endophyte pourrait ne pas être juste 

un équilibre entre la virulence et la défense, mais une interaction beaucoup plus complexe et 

contrôlée avec précision (Figure 8D). La production de produits naturels par des champignons 

endophytes, autrefois considérée comme exclusive aux plantes, soulève également des 

questions intrigantes concernant l'organisme source d'origine. En fait, il est possible que 

divers métabolites végétaux pourraient en fait être 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 l’endophyte qui perçoit un abri et une provision 

d’éléments nutritifs et que sa présence à l’intérieur d’un tissu hôte ne provoque aucun 

dérangement  (FANOHARANTSOA, 2011). 

� 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 l'hôte, car la plante perçoit aussi des éléments 

nutritifs et des molécules de défense contre les phytopathogènes (WALLER et al., 2005). 

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 et al., 2005). 

(a) Une fois que les spores germent et approchent un appareil végétatif de l’hôte, la 

dominance apicale est abandonnée et le branchement d'hyphes est déclenché par le 5- désoxy-

strigol (AKIYAMA et al., 2005) , 

(b) Dès le premier contact physique, le champignon forme un appressorium qui paraît induire 

le mouvement du noyau de la plante vers le site du contact (AKIYAMA et al., 2005), 

(c) Les éléments cytosquelettiques et le réticulum endoplasmique forment l’appareillage de la 

pré-pénétration le long de l'axe du mouvement nucléaire (GENRE et al., 2005), 

(d) Quand le mycète atteint finalement le cortex intérieur, il pénètre 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 gènes de la défense de la plante. 

L'environnement de l'endophyte peut affecter le métabolisme des produits chimiques 

de défense de l'hôte (CABRAL et al., 1993 ; PETERS et al., 1998 ; SCHULZ et al., 1999). 

Un environnement hostile peut expliquer l'évolution de la capacité de synthèse 

potentiellement accru des endophytes. Ceci dit l'endophyte isolé d'une plante hôte donnée 

produit un composé bioactif, mais ne parvient pas à le synthétiser lorsqu'il est isolé d'une autre 

espèce de plante (LI et al., 1996). 
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En outre, les conditions environnementales qui ont un effet sur la croissance de la 

plante hôte influent sur le nombre et la diversité des populations d’endophytes, et de ce fait 

sur les métabolites produits par ces endophytes (SELIM et al., 2012). 

La différence entre les endophytes est au niveau de leur profil métabolique et donc de leur 

activité biologique. Cela est liée à la composition chimique des plantes hôtes (PAULUS et al., 

2006). 

Les champignons endophytes exhibent généralement une vie discrète le plus souvent 

entière et quelques fois partielle, durant laquelle la colonisation et la croissance peuvent 

cesser temporairement, mais reprendre à nouveau après un changement induit de la part du 

végétal hôte ou de l’environnement biotique. Ce rythme de croissance épisodique est une 

caractéristique déterminante des endophytes en général (STONE et al., 2004). 

 

1.2.5. Diversité des champignons endophytes au niveau des végétaux  

Les mycoendophytes sont fréquemment isolés à partir des plantes 

médicinales. DREYFUSS et CHAPELA (1994) ont estimé qu'il pourrait y avoir au moins 1 

million d’espèces de mycoendophytes. 

La plupart des champignons endophytes appartiennent à l’embranchement des 

Ascomycota ; cependant certains appartiennent à d’autres taxons tels que les Deuteromycota, 

Basidiomycota,  Zygomycota et les Oomycota (SAAR et al., 2001); ils représentent un groupe 

très diversifié (ZABALGOGEAZCOA, 2008) avec une estimation de 1.5 millions d’espèces 

(FERNANDES et al., 2009) et une moyenne d’environ 50 espèces d’endophytes par espèce 

de plante, dont les multiples strates de tissus sont utilisées comme habitat. Ils ont été isolés à 

partir de toutes les plantes étudiées à ce jour, des plantes allant des grands arbres (OSES et al., 

2008), palmiers (FROHLICH et al., 2000), Graminées marines (ALVA et al., 2002) et même 

à partir des lichens (LI et al., 2007) et aussi, à partir de plantes poussant dans les forêts aussi 

bien tropicales, tempérées que boréales (STONE et al., 2004). 

 

1.2.5.1. Facteurs de diversité des champignons endophytes  

 Les données démontrent que les assemblages, l’abondance, la diversité et la composition 

taxonomique des endophytes diffèrent en fonction de l’identité et la localisation de l’hôte, 

mais aussi en fonction des affinités avec les hôtes de ces communautés (SCHULZ et BOYLE, 

2006 ; HOFFMAN et al., 2008). La saison, la méthode d’isolement et l’état de santé du tissu 

affectent aussi la fréquence et la distribution des espèces mycoendophytiques (VARVAS et 

al., 2013). La diversité et la densité de colonisation augmentent  fréquemment pendant la 
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période de végétation, puisque la transmission horizontale prédomine, mais aussi en automne 

à la fin de la période de végétation où la sporulation asexuée augmente (SCHULZ et BOYLE, 

2006). La transmission horizontale et la reproduction sexuée fréquente augmentent aussi la 

diversité génétique et le nombre d’espèces de mycoendophytes non systémiques, même dans 

une seule feuille (SAIKKONEN et al., 2015).   

 

Un autre facteur qui contribue à la large diversité observée dans les assemblages 

endophytiques est la variation géographique. Les taxa isolés des mêmes espèces d’hôte 

tendent à changer d’un emplacement à un autre. Dans le contexte géoclimatique, les 

assemblages endophytiques semblent être riches dans les tropiques comparés aux zones 

tempérées ou froides du monde (ZABALGOGEAZCOA, 2008).   

 

L’âge des plantes aussi a un effet sur la diversité des mycoendopphytes. Comme le temps 

de l’exposition à l’inoculum endophytique augmente avec l’âge, les plantes semblent 

accumuler un nombre élevé de mycoendophytes dans leurs tissus. C’est pour cela, les parties 

âgées des plantes peuvent arborer plus de mycoendophytes que les plus jeunes  

(ZABALGOGEAZCOA, 2008). Quelques corrélations existent entre les assemblages 

endophytiques et la chimie de l’hôte. Par exemple, la teneur totale en flavonoïdes et en 

composés phénoliques chez des plantes médicinales étudiées influencent le nombre de taxa de 

mycoendophytes isolés (HUANG et al., 2008). 

 

1.2.5.2. Obstacles  rencontrés dans la découverte de la biodiversité des mycoendophytes 

           Selon CHEN et al. (2015), la biodiversité fongique et l’emplacement phylogénétique et 

taxonomique de la majorité des champignons endophytes n’est pas encore explorée et c’est en 

partie pour les raisons suivantes:  

� quelques endophytes ne peuvent pas être mis en culture (ARNOLD et LUTZONI, 

2007 ; CHEN et al., 2015) ;  

�  même quand ils sont mis en culture, beaucoup de champignons endophytes ne 

forment pas in vitro la structure morphologique qui est utilisée traditionnellement 

dans la taxonomie (CHEN et al., 2015), donc le critère Reconnaissance 

Morphologique des Espèces (RME) est difficile à développer chez les taxa de 

mycoendophytes, parce que leur caractères phénotypiques sont simples et ne 

développent pas souvent des caractères taxonomiques végétatifs et des structures de 

reproduction sexuée ou asexuée (GAZIS et al., 2011) ; en outre, le critère 



Peganum harmala L. et Diversité en Epiphytes et Mycoendophytes Foliaires  

 

 

19 

Reconnaissance Biologique des Espèces (RBE) est aussi difficile à formuler, parce 

que les systèmes de reproduction sont inconnus et la majorité des espèces ne peuvent 

pas être amenées à produire leur formes sexuées en culture (GAZIS et al., 2011) ;                    

� la majorité des études de culture-indépendante de champignons s’appuient sur la 

transcription nucléaire ribosomale interne de la région espaceur (nrlTS) (CHEN et al., 

2015) ; c’est le critère Reconnaissance Phylogénétique des Espèces (RPE) en rapport 

avec les variations de l’acide nucléique pour délimiter l’uniformité phénotypiques, les 

manifestations asexuées et les lignées de champignons incultivable (GAZIS et al., 

2011), qui n’est pas favorable à des analyses phylogénétiques de grande envergure,  

ou utilisent de courtes interprétations qui prouveraient la limite de la puissance de 

résolution (GAZIS et al., 2011 ; CHEN et al., 2015) ; 

� de plus, la grande majorité des espèces mycoendophytiques n’ont pas été décrites, 

même si beaucoup d'ordres ont été consignés dans la base de données GenBank, ce 

qui prouvent la limite des informations taxonomiques (CHEN et al., 2015). 

 

1.2.6. Rôles des champignons endophytes  

Les champignons endophytes reçoivent les nutriments, la protection et la possibilité de 

se propager grâce à leurs hôtes (CLAY et SCHARDL, 2002) et en retour la plante hôte 

bénéficie aussi de certains avantages procurés par l’endophyte. 

 

1.2.6.1. Rôle dans la nutrition et la croissance 

Les champignons endophytes ont un rôle dans la croissance de l'hôte et l'absorption 

des nutriments (SELIM et al., 2012). De nombreux endophytes sont connus pour la fixation 

de l'azote (N), la solubilisation du phosphate, l'amélioration de l'absorption du phosphore (P), 

la production de sidérophores, ACC désaminase et hormones végétales. Parmi ces hormones, 

il y a les auxines, abscisines, éthylène et gibbérellines, qui sont importants pour la croissance 

des plantes ainsi qu’à leur développement et résistance au stress biotique et abiotique 

(BALDANI et al., 1986 ; BARRAQUIO et al., 1997 ; MALINOWSKI et al., 1999 ; ZOU et 

al., 1999 ; MALINOWSKI et  BELESKY, 2000 ; BODDEY et al., 2003 ; LOIRET et al., 

2004, SANDHIYA et al.,2005 ; FIRAKOVA et al., 2007).  

D’autre part, ces mycoendophytes peuvent améliorer la croissance d’une plante en 

produisant des phytohormones, sans faciliter l'absorption des nutriments de l'hôte ou stimuler 

le métabolisme. Ces champignons peuvent augmenter la biomasse en produisant des 

hormones de croissance ou en induisant la production des hormones de l'hôte (PETRINI, 
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1991 ; SCHULZ et BOYLE, 2005 ; LI et al., 2012). Selon SELIM et al. (2012),  l'utilisation 

d'extraits de cultures fongiques d’endophytes pour améliorer la croissance des plantes, 

indiquent que les agents solubles dans ces extraits de culture peuvent stimuler la croissance de 

l'hôte de manière similaire aux champignons en croissance active, ce qui prouve que les 

champignons endophytes produisent des phytohormones in vitro ainsi qu’in vivo. 

D’après SURYANARAYAN et al. (2012), le mode d’absorption et de nutrition chez 

les champignons ont conduit à l’évolution et à la sécrétion d’une batterie d’enzymes qui 

catabolisent des complexes de polymères organiques dans l’environnement en petits 

constituants, absorbés ensuite par leurs cellules pour le métabolisme. 

D’après PRASAD et al. (2008), les plantules régénérées de tabac soumis à deux 

techniques de durcissements biologiques différents ont montré 88-94% de survie lorsqu'elles  

sont inoculées avec un endophyte racinaire comme Piriformospora indica, mais seulement 

62% de survie chez les témoins non inoculés. Ainsi, P. indica améliore la croissance des 

plantes et la survie par un impact positif sur l'état nutritionnel et de l'eau de la plante. Il 

augmente le potentiel de reproduction, améliore les performances de la racine et fournit une 

défense naturelle contre les envahisseurs, y compris les parasites et les pathogènes. En effet, 

l’amélioration de la nutrition et de la croissance peuvent avoir des effets positifs indirects sur 

les autres fonctions bien connues, comme une plus grande tolérance au stress ou la résistance 

à des agents pathogènes chez les plantes (SCHULZ et BOYLE, 2005). 

 

1.2.6.2. Rôle dans la tolérance au stress 

En plus de l’approvisionnement en éléments nutritifs et minéraux, les mycoendophytes 

peuvent améliorer aussi la tolérance aux stress abiotiques et biotiques. Ils peuvent ainsi aider 

les plantes hôtes à tolérer et à résister au stress de l'environnement tels que la sécheresse, les 

sels et les températures élevées (POTER et al., 1979 ; WEST, 1994 ; MALINOWSKI et  

BELESKY, 2000). Dans la plante herbacée Dichanthelium lanuginosum, qui vit dans les 

régions où les températures du sol peuvent atteindre 57°C, la présence des champignons 

endophytes peut améliorer les conditions physiques des plantes. Avec un champignon 

endophyte comme Curvularia sp. la plante a mieux survécu à la température élevée du sol et 

au stress hydrique que les plantes indemnes de ces champignons (REDMAN et al., 2002). 

Lorsque Curvularia qui est un mycoendophyte occupe une localisation foliaire, il confère à 

l'herbe Dichanthelium une adaptation à la chaleur extrême (REDMAN et al., 2002).  
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WALLER et al. (2005) ont signalé le potentiel de Piriformospora indica à induire une 

tolérance au stress salin chez l'orge. L'effet bénéfique sur l'état de défense a été détecté dans 

les feuilles distales, ce qui démontre une induction de la tolérance systémique et de la 

résistance par un champignon endophyte racinaire. Cette alternance de manière systémique a 

été associée à une augmentation de la capacité antioxydante, due à une activation du cycle de 

glutathionascorbate qui se traduit par une augmentation globale du rendement en grain. Par 

conséquent, ces symbioses sont d'une grande importance, car elles pourraient aider les plantes 

à mieux s’adapter au changement climatique (RODRIGUEZ et al., 2004). 

 

Les champignons endophytes des Graminées fourragères augmentent de manière 

significative la tolérance à la sécheresse de ces espèces (CLAY et SCHARDL, 2002). La 

teneur en eau des Graminées associées à des endophytes était plus élevée que celle des 

Graminées dépourvues d’endophytes (BUCK et al., 1997; ELBERSEN et WEST, 1996). Ce 

phénomène peut s’expliquer par l’accumulation accrue de solutés dans les tissus des plantes 

infectées par les endophytes par rapport aux autres, ou par la réduction de la conductance 

foliaire et un ralentissement du flux de transpiration (MALINOWSKI et BELESKY, 2000), 

ou encore par la limitation de la germination des graines pour réduire le risque de la mort de 

la plantules (GUNDEL et al., 2006). De même pour la teneur en aluminium du sol, Festuca 

spp. infectée par les endophytes a démontré une plus grande tolérance à l’aluminium et une 

plus grande croissance par rapport à la plante non infectée (LIU et al., 1996; ZAUROV et al., 

2001). 

Les conditions climatiques à la surface des feuilles variant rapidement en fonction des 

cycles jour/nuit et des épisodes de pluie, on peut s’attendre à ce que le changement climatique 

ait un effet sur les communautés microbiennes de la phyllosphère. La température et 

l'humidité superficielle sont des paramètres environnementaux qui déterminent le taux de 

croissance, la germination, et les paramètres de colonisation. Cependant, les niveaux de 

température et d'humidité présentent souvent de forts changements, même à l'intérieur de 

courts cycles jour-nuit, limitant ainsi la fréquence des conditions appropriées pour l'infection 

des tissus végétaux (MONTESINOS et al., 2002). 
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1.2.6.3. Rôle dans la résistance contre les pathogènes et les herbivores  

Les champignons endophytes peuvent protéger leurs plantes hôtes des agents 

pathogènes et de parasites (ARNOLD et al., 2003, AKELLO et al., 2007). Les 

mycoendophytes peuvent réduire la pression des herbivores, en produisant des alcaloïdes 

toxiques pour les insectes et les vertébrés (SCHARDL, 2001).  

Il y a au moins trois principaux mécanismes par lesquels les endophytes peuvent 

améliorer la résistance de l'hôte aux agents pathogènes (MANDYAM et JUMPPONEN,  

2005). 

� Le premier mécanisme est basé sur la concurrence entre endophyte et l'agent 

pathogène sur les mêmes ressources. Ceci est observé par exemple chez Fusarium 

oxysporum. Un endophytes non pathogène F. oxysporum Fo47 inhibe le pathogène F. 

oxysporum f. sp. radicis-lycopersici et réduit la pourriture des racines de la tomate 

(BOLWERK et al., 2005). 

� Le deuxième mécanisme permettant de lutter contre les pathogènes peut être lié à 

l’effet des endophytes sur la plante hôte pour produire des phytoalexines et/ou des 

composés biocides ou de sa capacité de produire lui-même des fumigants et d'autres 

agents antimicrobiens. C’est le cas de Spilanthes calva lorsqu’il est inoculé avec 

Piriformospora indica, il produit une gamme de composés antifongiques. Les plantes 

inoculées avec P. indica produisent des extraits qui étaient inhibiteurs des agents 

pathogènes transmis par le sol (Fusarium oxysporum et Trichophyton mentagrophytes) 

(RAI et al., 2002). La capacité des champignons endophytes à repousser les insectes et 

même à augmenter leurs taux de mortalité est corrélée avec leurs capacité de produire 

des toxines, par exemple Acremonium lolii, un endophyte de Lolium perenne, produit 

une forte toxine lolitreme B qui provoque la réduction des attaques d’insectes, il y a 

aussi les toxines N-formilonine et paxiline produites par Neotyphodium sp. un 

endophyte de Echinopogum ovatus, qui tue le charançon Listronotus bonariensis et 

d’autres insectes (MILES et al., 1998). 

� Le troisième mécanisme possible est d'améliorer la résistance à des agents pathogènes 

de l'hôte, par induction de réponses de défense de l'hôte par des endophytes localisés. 

Ce mécanisme est souvent rencontré dans les systèmes mycorhiziens. Des 

modifications structurelles et l'induction de la signalisation de la défense peuvent de 

même résulter de la colonisation par les endophytes (KOIDE et SCHREINER, 1992 ; 

GIANINAZZI et al., 1996). Un endophyte associé aux racines non identifié appelé 

LtVB3 limite la propagation de Verticillium longissima chez Brassica campestris en 
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formant des barrières mécaniques, par appositions de la paroi cellulaire et 

épaississements (NARISAWA et al., 2004). En conséquence, les symptômes des 

pathogènes externes et internes ont été réduits de plus de 80%.  

 

1.2.6.4. Rôle dans l'environnement 

Les mycoendophytes  jouent un rôle important au niveau écologique, dans le but de 

diminuer l'ampleur de la dégradation de l'environnement, la perte de la biodiversité, la 

détérioration des terres et de l'eau causée par l’utilisation excessive des insecticides 

organiques toxiques, eaux usées industrielles et des gaz toxiques. La lutte biologique en 

utilisant ces endophytes s’est révélée comme une nouvelle méthode efficace, largement 

utilisée dans l'assainissement de l'environnement (GUO et al., 2008). Les champignons 

endophytes peuvent jouer un rôle direct ou indirect dans le processus de phytoremédiation et 

la dégradation des toxines environnementales. Indirectement par l'amélioration de la 

croissance des plantes ayant la capacité de phytoremédiation ou directement par la 

dégradation et/ou l'accumulation de polluants. VAN AKEN et al. (2004) ont rapporté qu’un 

endophytes Methylobac-Corynebacterium sp populum. nov, la souche BJ001 a été impliquée 

dans la dégradation des composés énergétiques tels que le 2,4,6-trinitrotoluène, hexa-hydro-

1,3,5-trinitro-1,3,5-triazine, hexa-hydro-1 et 3,5-trimtro-1,3,5-triazine. DAI et al. (2010) ont 

montré que l’endophyte Ceratobasidum stevensii pourrait dégrader le phénanthrène, 

hydrocarbure aromatique polycyclique, mettant ainsi en évidence une nouvelle application 

pour la bioremédiation des champignons endophytes (SURYANARAYAN et al., 2012). 

 

Certains endophytes ont montré une mobilisation des métaux lourds par sécrétion 

d’acides organiques de faible masse moléculaire. Ils jouent un rôle clé dans l’adaptation de la 

plante hôte aux environnements pollués et peuvent améliorer la phytoremédiation en 

mobilisant, dégradant ou immobilisant les contaminants dans le sol, favorisant l’amélioration 

de la tolérance aux métaux par les plantes (GERMAINE et al., 2009 ; LI et al., 2012). 

 

1.2.6.5.  Applications biotechnologiques des mycoendophytes 

Les mycoendophytes ont une grande capacité à produire un arsenal enzymatique qui 

pourrait être utilisé dans diverses applications biotechnologiques telles que les applications 

environnementales des enzymes de dégradation, les applications médicales ainsi que les 

biotransformations des composés organiques (FIRAKOVA et al., 2007, PIMENTEL et al., 

2011,  SURYANARAYANAN  et al., 2012). 
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Les champignons endophytes produisent habituellement les enzymes nécessaires pour 

la colonisation des tissus végétaux. Il a été démontré que la plupart des endophytes sont 

capables d'utiliser au moins in vitro plus de nutriments végétaux et de composants cellulaires. 

La plupart de ces endophytes étudiés utilisent le xylane et la pectine, montrent une activité 

lipolytique et produisent des péroxydases, des laccases, des chitinases et des glucanases 

(SIEBER et al., 1991; LEUCHTMANN et al., 1992 ; MOY et al., 2002 ;  LI et al., 2004).  

 Selon STAMFORD et al., (2002), les enzymes thermostables amylolytiques sont 

intéressantes pour l’amélioration des processus industriels de dégradation de l'amidon. 

Streptosporangium sp. un actinomycète endophyte isolé à partir de feuilles de maïs (Zea mays 

L.) est capable de produire une glucoamylase possédant des propriétés thermostables.  

KUMARESAN et al. (2002), en utilisant des tests qualitatifs de dépistage sur gélose, ont 

constaté que la plupart des champignons endophytes foliaires des arbres de différentes forêts 

de la chaînes de montagnes des Ghâts occidentaux (Inde du Sud) ont produit des enzymes 

extracellulaires telles que des amlyases, des cellulases, des chitinases, des chitosonases, des 

laccases, des lipases, des protéases et des pectinases. Cette polyvalence constitue le 

fondement que les enzymes des champignons endophytes seront probablement utilisées dans 

de  nombreuses applications y compris dans les domaines de la santé, la production 

alimentaire, l'énergie ainsi que l'environnement. 

Selon BORGES et al. (2009) et  BARTH et al. (2010), il n’est peut-être pas surprenant 

que ces endophytes catalysent la biotransformation d'une variété de molécules. Par exemple, 

les endophytes isolés d’Aphelandra tetragona biotransfoment les molécules de 

phytoanticipines en nouveaux métabolites par une acylation, une oxydation, une réduction, 

une hydrolyse et des réactions de nitration (ZIKMUNDOVA et al., 2002). Ces champignons 

endophytes sont capables de transformer des métabolites secondaires en des produits 

similaires à ceux qui sont formés par le métabolisme de phase I des xénobiotiques dans le foie 

chez les mammifères (SURYANARAYANAN  et al., 2012). 

 

1.2.6.6. Champignons endophytes comme source de produits naturels bioactifs  

Les métabolites secondaires sont définis comme des composés de bas poids 

moléculaire, qui ne sont pas nécessaires pour la croissance en culture pure, sont produits 

comme une adaptation pour des fonctions spécifiques dans la nature. Ils jouent un rôle vital in 

vivo : comme exemple, les nombreuses interactions métaboliques entre les champignons et 

leurs plantes hôtes, comme la signalisation, la défense et la symbiose (SCHULZ et BOYLE, 

2005). 
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D’après TENGURIA et al. (2011), les champignons endophytes sont la source de 

produits naturels et dans l'optimisation de la recherche de ces nouveaux métabolites 

secondaires bioactifs ; il est pertinent de considérer que: 

1. les métabolites secondaires synthétisés par un champignon peuvent correspondre avec son 

environnement écologique ; 

2. les interactions métaboliques continuelles entre les champignons et les plantes hôtes  

peuvent augmenter la synthèse de ces métabolites secondaires. 

 

Le nombre de médicaments produits par les mycoendophytes est important par rapport 

à celui des bactéries endophytes. Les produits naturels de ces champignons endophytes 

peuvent être regroupés en plusieurs catégories : les alcaloïdes, les stéroïdes, les terpénoïdes, 

les isocoumarines, les quinones, les phénylpropanoïdes, les lignanes, les phénols, les acides 

phénoliques et les lactones aliphatiques, etc… Ces champignons sont capables de fournir de 

nouveaux métabolites secondaires ayant des activités biologiques utiles. Beaucoup de 

principes actifs ont été isolés et caractérisés à partir de ces endophytes et possédant diverses 

activités biologiques, parmi elles l’activité anticancéreuse, antioxydante, antifongique, 

antibactérienne, antivirale et anti-immunitaire, qui sont résumées dans le tableau II (RAI et 

al., 2012). 

 

Selon STROBEL (2003), si une source microbienne d’un médicament était disponible, 

ceci pourrait contribuer à limiter l’utilisation des plantes médicinales et à préserver celles qui 

sont rares. Le prix du médicament devrait également être réduit, étant donné que ces 

molécules peuvent être produites par fermentation de la même manière que la pénicilline. 

L’exemple du taxol, molécule anticancéreuse est également produit par un certain nombre de 

mycoendophytes, tels que Phyllosticta spinarum, Robillardoides bartalinia, Pestalotiopsis 

terminaliae, Botryodiplodia theobromae. En outre, d'autres genres communs comme 

Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, Fusarium et Mucor ont été rapportés en tant 

que producteurs de taxol (GANGADEVI et  MUTHUMARY, 2008 ;  KUMARAN et al., 

2008 ;  GANGADEVI et  MUTHUMARY,  2009 ; PANDI et al., 2010 ;  ZHAO et al., 2010). 
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Tableau II :  Mycoendophytes isolés de différentes plantes médicinales et leurs activités 

biologiques (RAI et al., 2012). 

Champignon 

endophyte 
Hôtes 

Utilisation de la plante 

en médecine 

traditionnelle 

localisation Bio-activités Références 

Cylindrocarpon sp, 

Phoma sp., 

Fusarium sp. 

Saussurea 

involucrata 

Polyarthrite rhumatoïde, 

toux et mal de ventre 

Asie et 

Europe 
antimicrobienne 

YA-LI et al.  

(2010) 

Fusarium solani 

Apodytes 

dimidiata (poire 

blanche) 

Parasites intestinaux et 

inflammation de l’oreille 

Afrique du 

sud 
Anticancéreuse 

SHWETA et al. 

(2010) 

Taxomyces 

andreanae 

Taxus 

brevifolia 
cancer 

Amérique 

du nord 

Anticancéreuse, 

cancer des 

poumons 

WIYAKRUTTA 

et al. (2004) 

Penicillium 

crysogenum, 

Aspergillus 

fumigatus 

Catharanthus 

roseus 

(sadabahar). 

Coagulation du sang et 

diabète. 
Inde Anticancéreuse 

KHARWAR et 

al. (2008) 

Phoma 

medicaginis 
Medicago sp. Tractus digestif et reins. Italie antimicrobienne 

WEBER  et al. 

(2004) 

Phoma sp. 
Fagonia cretica 

(dhamisha). 

Fièvre, vomissements, la 

dysenterie, typhoïde, 

maux de dents, troubles 

d’estomac et maladie de 

la peau. 

Alicante 

(Espagne) 

Antifongique et 

algicide. 

KROHN et al. 

(2007) 

Pichia 

guilliermondii 

Paris 

polyphylla 

(satuwa). 

Morsures de serpents 

venimeux, furoncles, 

maux de têtes et ulcère. 

Chine antibactérienne 
ZHAO et al. 

(2010b) 

 

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 capitale Alger de 400 Km, sur la latitude 

Nord de 33° 48’, la longitude Est de 02°35’, avec une altitude de 752 m. Elle s’étale sur une 

superficie de 25052 Km2 (ANONYME 1, 1998). Elle est limitée géographiquement : au nord 

et à l’est par la wilaya de Djelfa, à l’ouest par les wilayas de Tiaret et El Bayadh et au sud par 

la wilaya de Ghardaïa (Figure 10). La wilaya de Laghouat est constituée de trois zones sur le 

plan naturel, à savoir une zone nord constituée par les Hautes Plaines Steppiques agro-

pastorales, de superficie totale égale à 464.500 ha, une zone centrale de piémonts et 
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montagnes agrosylvopastorale, ainsi qu’une zone du plateau saharien au sud de la wilaya 

(ANONYME 2, 2010). 

 

Figure 10 : Situation géographique de la zone d’étude (Laghouat, Algérie) 

 (Google Earth, 2014). 

Au cœur du pays des dayas, dans la partie méridionale de la wilaya de Laghouat, se 

localise notre zone d’étude. Dayate Aiat se localise à 50 km du chef-lieu de la wilaya, dans la 

région de Timzerth. Ces coordonnées GPS sont 33°31N pour la latitude, 2°56E pour la 

longitude. Elle se trouve à 871 m d’altitude (LIMANE et al., 2014).  

1.3.1.2. Bioclimat de la zone d’étude 

Pour caractériser le climat d’une région donnée, pluviosité et température sont les 

principaux paramètres pris en considération, car les plus disponibles des paramètres 

météorologiques, mais aussi au vu de l’importante influence qu’ils exercent sur la distribution 

de la végétation ainsi que l’interaction de cette dernière avec le sol.  

La zone d’échantillonnage étudiée est dépourvue de station météorologique. Nous 

avons donc utilisé les données thermiques et pluviométriques de la station de Hassi R’mel qui 

a été mise en place en 1994. Elle est située à 764 m d’altitude, à une latitude de 32° 56’ N et 

une longitude de 03° 18’ E, et ceci pour une période de dix ans (2002-2012), recueillis par 

l’Office National de la Météorologie (O.N.M) d’Alger.  

Sur le plan bioclimatique, la zone d’étude se situe dans l’étage aride, avec une saison 

sèche de 11 mois par an (LIMANE et al., 2014). Le diagramme ombrothermique de 

Nord 

408Km 
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BAGNOULS et GAUSSEN montre que la période sèche dure toute l’année (Figure 11). La 

zonation écoclimatique de LE HOUEROU (1995) concerne spécialement les régions 

d'Afrique du Nord. Elle consiste à tracer un diagramme qui porte sur les ordonnées le quotient 

pluvio-évapotranspiratoire (P/ETPp)3 et sur les abscisses les moyennes des températures 

minimales du mois le plus froid. Le croisement de ces deux variables donne l’étagement 

bioclimatique de la région étudiée. 

Les données nécessaires pour la zonation écoclimatique selon la méthode de LE HOUEROU 

(1995) sont données dans le tableau III. 

 

 

Figure 11 : Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen pour la station d’étude 

(Source LIMANE et al., 2014). 

Tableau  III: Données et variables calculées utilisés dans la classification écoclimatique de 

LE HOUEROU (1995) de la station d’étude (BOUBRIMA, 2014). 

Station 
étudiée 

Altitude 
(m) 

P 
(mm) M m M+m/ 

2 

ETPp 
[(M+m)/2]×68, 

64 (mm) 

P/ETP 
p (P/ETPp)×100 Classificat 

-ion 

Laghouat 777 181,42 40,89 2,03 21,46 1473 0,12 12 

Aride 
inférieur 
à hiver 
frais 
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ETP correspond à l'évapotranspiration calculée à partir de la formule de PENMAN :  

ETP= [(M+m)/2] x 68,64 (LE HOUEROU, 1995). 

L’analyse du climat à travers ses différentes composantes sur une période allant de 

2002 à 2012 (Tableau I) a révélé que notre daya se place dans l’étage bioclimatique aride 

inférieur à hiver frais. 

1.3.2. Echantillonnage sur le terrain 

Les feuilles de Peganum harmala ont été fraichement récoltées sur dix sujets sains au  

mois d’Avril 2015 de manière aléatoire. L’échantillonnage a été effectué à dayate Aiat, région 

de Timzerth, wilaya de Laghouat (Algérie). Les échantillons ont été placés dans des 

enveloppes et conservés dans des glacières jusqu’à leur utilisation rapide au laboratoire. Les 

feuilles ont été partagées en deux lots, certaines à colorer afin de mettre en évidence la 

présence des mycoendophytes, d’autres à mettre en culture pour l’isolement des champignons 

endophytes et épiphytes.   

1.3.3. Matériel, produits chimiques et milieux de cultures  

Matériel :  boites de Pétri, Bec Bunsen, lames à Bistouri, cristallisoirs, lames, lamelles, 

microscope optique, étuve, balance de précision. 

Produits chimiques : éthanol 95%, eau javel, eau distillée stérilisée, chloramphénicol, 

glucose, Agar- Agar,  Bleu  Trypan, KOH (10%), H2O2 (10%), acide lactique (10%). 

Milieux de culture : PDA (Potatos Dextrose Agar), PDB (Potatos Dextrose Broth) (Annexe 

1).  

 

1.3.4. Coloration des feuilles et mise en évidence des mycoendophytes foliaires 

La coloration des feuilles de Peganum harmala a été réalisée selon le protocole de PHILLIPS 

et HAYMAN (1970). 

� Mettre des feuilles dans du KOH (10%), à l’étuve pendant 30 min (2 X 15 min) à 

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

� Rinçage à l’eau courante. 

� Mettre les feuilles dans du H2O2 (10 %), à l’étuve pendant 5 min à 90 °C. 

� Rinçage à l’eau courante. 

� Neutraliser les feuilles dans un bain d’acide lactique (10%) pendant 3 à 4 min. 

� Rinçage à l’eau courante. 
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� Mettre les feuilles dans du Bleu Trypan, à l’étuve (90°C) pendant 2 heures (ou toute 

une nuit). 

� Rinçage à l’eau courante. 

� Mettre dans du glycérol pour la conservation. 

� Après coloration, mettre les feuilles entre lames et lamelles, observer au microscope 

optique à 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 + 200ml d’eau distillée. 

� Mettre à cuire pendant 15 à 20 min, ensuite on filtre. 

� Le filtrat est récupéré est mis dans un erlen meyer à agiter en chauffant. 

� On rajoute 20g de glucose, 20g d’Agar-Agar et on complète à 1000 ml avec de l’eau 

distillée (Annexe 1). Le mélange est retiré de la plaque chauffante lorsqu’il est 

homogène et clair.  

� On autoclave le milieu de culture à 120°C pendant 20 min, on rajoute quelques mg de 

chloramphénicol.   

� On laisse refroidir et on coule les boites de Pétri entre 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 suivant le protocole de PUSZ et al. (2015) 

avec quelques modifications. Les sujets échantillonnés ne présentant aucun symptôme de 

maladie. Cinq feuilles ont été détachées de chaque sujet. Ces dernières sont placées dans des 

flacons de 20 ml, contenant 10 ml d'eau distillée stérilisée. Les flacons sont mis à centrifuger 

pendant 10 min à 4250 tours par minute (6X550g). 1ml du surnageant obtenu a été ensemencé 

pour chacun des dix sujets dans trois boites de Pétri (trois répétitions par sujet). Ces dernières 

sont préalablement coulées avec du PDA contenant du chloramphénicol, afin d’éviter toute 

contamination bactérienne et incubés à  l’obscurité et à température ambiante. 

1.3.5.3. Stérilisation superficielle et mise en culture des champignons endophytes 

   La stérilisation superficielle a été réalisée selon le protocole de SCHULZ et al. (1993), 

afin d’éliminer les organismes épiphytes qui demeurent au niveau du  phylloplan. Des folioles 

sont détachées et lavées à l’eau courante, afin d’éliminer les poussières et les débris. Chaque 

échantillon est traité avec de l’éthanol 95% pendant 2 min, suivi d’un traitement à l’eau 
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javellisée pendant 3 min, puis un deuxième traitement à l’éthanol 95% pendant 30 sec. Entre 

ces trois traitements, on procède à un rinçage à l’eau distillée stérilisée. On sèche les feuilles 

avec du papier buvard stérilisé. On coupe à l’aide d’une lame à bistouri stérilisée des 

fragments qu’on ensemence sur PDA. Quinze feuilles par sujet sont ensemencées sur PDA 

additionné de Chloramphénicol, pour éviter la prolifération intempestive de bactéries,  

incubés à l’obscurité et à température ambiante. 

1.3.6. Identification macroscopique et microscopiques des souches fongiques 

Après incubation (7 jours à l’obscurité, température ambiante), on procède à 

l’isolement et l’identification microscopique des genres fongiques. L’identification des 

champignons a été réalisée à partir des observations macroscopiques et microscopiques, à 

savoir la morphologie des hyphes, présence ou absence de septations, forme et regroupement 

des conidies et spores (solitaires, chaine, bouquet…), ainsi que les caractères morpho-

culturaux sur PDA (contours, couleur, relief, transparence, aspect de la surface et taille) 

(ELLIS, 1971 ; WATANABE, 2002 ; DOMSCH et al., 2007 et SAMSON et al., 2010). 

1.3.7. Etude statistique  

� La fréquence de colonisation FC (%) est calculée selon la formule suivante : 

FC(%) = Nombre de fragments colonisés / Nombre total de fragments × 100 

Des histogrammes concernant les différences de fréquence de colonisation selon les 

sujets échantillonnés ont été tracés. Une analyse statistique de type ANOVA a été réalisée afin 

de mettre en évidence les différences entre les fréquences de colonisations par les 

mycoendophytes des dix sujets échantillonnés. Un test complémentaire de comparaisons 

multiples des moyennes (NEWMAN-KEULS) a été réalisé pour classer ces sujets en groupes 

homogènes, afin de mettre en évidence la fréquence de colonisation par les mycoendophytes 

foliaires de Peganum harmala.    

� Afin d’estimer cette diversité fongique, les abondances des différents genres fongiques 

recensés pour les dix sujets concernant les champignons épiphytes et endophytes ont 

été calculés suivant cette formule :  

 

   

 

 

Ng 
A(%) = 

Nt 
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A : Abondance des genres,  

Ng : Nombre de fois que le genre est recensé chez un sujet,  

Nt : Ensemble des répétitions. 

 

� La diversité fongique est estimée par l’indice de Shannon qui est calculé avec la 

formule suivante (MAGURRAN, 1988) : 

 

                                          H = - ∑ 

 

xi : est le nombre total d'isolats spécifiques, 

xo est le nombre total de tous les isolats. 

 

L’indice de Shannon a été calculé pour chacun des dix sujets épiphytes et endophytes. 

� Pour déterminer la similarité entre les communautés fongiques épiphytique et 

endophytique pour les différents sujets récoltés, le quotient de similarité (QS) de 

Sorensen a été utilisé et calculé par la formule suivante (KREBS, 1999) : 

                                   

                                       QS = 

 

a : nombre d'espèces communes à la surface (épiphyte) et intérieur des feuilles (endophyte), 

b : nombre d’espèces propres à la surface des feuilles,   

c : nombre d'espèces unique à l'intérieur des feuilles. 

 

Une analyse de variance (ANOVA) a été utilisée, afin d’estimer la diversité des 

communautés fongiques chez les différents sujets (Microsoft Excel 2010). Une analyse en 

composantes principales (ACP) a été réalisée entre ces communautés fongiques 

endophytiques et épiphytiques des différents sujets échantillonnés, en vue de mettre en 

évidence la distribution spatiale des différents genres fongiques en fonction des sujets 

échantillonnés (logiciel Stat Box 6.40).  

 

 

 

 

 

Ln 
ᵡi ᵡi 

ᵡ0 ᵡ0 

2a 

2a+b+c 
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1.4. Résultats et discussion 

1.4.1. Résultats 

1.4.1.1. Champignons épiphytes  

Après deux mois d’incubation des fragments de feuilles de Peganum harmala, les 

fréquences de colonisation des dix sujets sont de 100% pour toutes les boites de Pétri. De ce 

fait, l’analyse statistique type ANOVA n’a indiqué aucune différence significative entre les 

fréquences de colonisations des sujets recensés. Nous avons procédé à l’identification des 

différents taxons de champignons épiphytes. 15 genres d’épiphytes ont été identifiés. Les 

résultats obtenus montrent une abondance des genres  Penicillium et Rhizopus. Les genres 

Mycocladus, Mucor, Scopulariopsis, Phoma, Colletotricum et Epicoccum  existent aussi 

comme épiphytes. Le genre Penicillium domine avec (14,66%), suivi de Rhizopus (13,33%) et 

Alternaria (11,99%). Mycocladus, Phoma, Rhizoctonia et Colletotricum (0,66%) sont les 

moins abondants des épiphytes foliaires de Peganum harmala (Figure 12 et 13 Tableau IV). 

 

 

 

Figure 12: Abondances des genres épiphytes des feuilles de Peganum harmala. 

 

 

 

 

 

 

 

Cladosporium Trichoderma Alternaria Rhizopus

Aspergillus Penicillium Rhizoctonia Trichophyton

Bipolaris SNI Mycocladus Mucor

Scopulariopsis Phoma Colletotricum Epicoccum
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Tableau  IV : Abondances des genres fongiques des épiphytes foliaires de Peganum harmala 

de Dayate Aiat (Laghouat) 

Genre de 

champignon 
Abondance (%) Phylum Ordre  Famille 

Alternaria 11,99 Ascomycota Pleosporales Pleosporaceae 

Aspergillus 6,66 Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae 

Bipolaris 4,66 Ascomycota Pleosporales Pleosporaceae 

Cladosporium 4,66 Ascomycota Capnodiales Davidiellaceae 

Colletotricum 0,66 Ascomycota Glomerellales Glomerellaceae 

Epicoccum 2,66 Ascomycota Pléosporales Leptosphaeriacés 

Mucor 1,99 Zygomycota Mucorales Mucoracées 

Mycocladus 0,66 Zygomycota Mucorales Mycocladacées 

Penicllium 14,66 Ascomycota Pleosporales Pleosporaceae 

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 Arthrodermatacées 

SNI 17,99 / / / 

SNI : Structure non identifiée 
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Figure 13 : Genres fongiques existant comme épiphytes foliaires chez Peganum harmala 

sous microscope optique (X1440) ainsi que les colonies fongiques sur milieu PDA. 

A :  Mycocladus, B : Mucor, C : Scopulariopsis, D : Phoma, E : Colletotricum, F : Epicoccum. 

 

 Les champignons épiphytes appartiennent à des phylums différents, à savoir 

Ascomycota avec 78%, Zygomycota (21%) et Basidiomycota avec 1% (Figure 14). 
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Figure 14 : Composition des épiphytes des feuilles de Peganum harmala selon le phylum. 

La diversité des champignons épiphytes des feuilles de Peganum harmala au niveau 

des sujets recensés est estimée par l’indice de Shannon. Les résultats sont mentionnés dans le 

tableau V. L’indice le plus élevé est celui du sujet 10 (2,118) et l’indice le plus faible est 

relevé chez le sujet 8 (0,995). L’analyse de variance (ANOVA) entre les indices de Shannon 

des feuilles des différents sujets de Peganum harmala n’indique aucune différence 

significative entre les communautés épiphytiques des feuilles (p=0,21). 

Tableau  V : Diversité des champignons épiphytes chez les feuilles de Peganum harmala : 

indice de diversité Shannon (H) 

 Sujets  

Indice de 

Shannon 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

H 2,059 2,062 1,589 2,046 1,522 1,585 1,876 0,995 1,979 2,118 

 

1.4.1.2. Champignons endophytes 

1.4.1.2.1. Mise en évidence des champignons endophytes au niveau des feuilles de 

Peganum harmala 

Les observations sous microscope optique des feuilles de Peganum harmala colorées 

au bleu trypan révèlent une colonisation de tous les compartiments de la feuille par les 

mycoendophytes. Les filaments mycéliens se placent sur l’épiderme et le traverse au niveau 

des appressoria. Les cellules stomatiques et l’ostiole sont colorés en bleu de par la présence de 

78%

1%

21%

Ascomycota Basidiomycota Zygomycota
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mycoendophytes (Figure 15). Les stomates sont nombreux et se répartissent de manière 

aléatoire au niveau de la surface épidermique. 

                          

Figure 15 : Observation microscopique de filaments de champignons parcourant la surface 

foliaire et pénétrant dans les stomates (a) et le mésophylle (b) (X2000). 

Nous observons la présence des hyphes mycéliennes pigmentées au niveau des 

espaces inter et intracellulaires des feuilles de Peganum harmala (Figure 16). 

           

(A)            (B) 

Figure 16 : Observation microscopique d’une colonisation inter (A) (X220) et intracellulaire 

(B) (X760) des cellules épidermiques et des stomates des feuilles de Peganum harmala. 

Les observations microscopiques des feuilles montrent l’existence des champignons 

endophytes à l’intérieur et entre les cellules du parenchyme (Figure 17).  

a 

b 
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Figure 17 : Observation microscopique des champignons endophytes au niveau du 

parenchyme palissadique (X1680) de Peganum harmala. 

Les observations microscopiques montrent que les champignons endophytes 

colonisent aussi les tissus conducteurs. Ces résultats peuvent expliquer la présence d’une forte 

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

 

 

Figure 18: Observation microscopique des nervures principales (np) et secondaires (ns) des 

feuilles de Peganum harmala colonisées par les champignons endophytes  (X 190). 

 

Les champignons endophytes colonisent toutes les surfaces des trichomes glandulaires 

des feuilles de Peganum harmala (Figure 19). 

np ns 
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Figure 19: Observation microscopique d’un trichome glandulaire (tg) de la feuille de 

Peganum harmala colonisé par les champignons endophytes (ch.endo) (X1200). 

1.4.1.2.2. Fréquence de colonisation des champignons endophytes au niveau des feuilles 

de Peganum harmala 

Les feuilles de Peganum harmala mises en culture montrent la présence des 

mycoendophytes. Les différents sujets recensés présentent une colonisation par ces 

champignons, avec une moyenne de 39,86%. Les fréquences de colonisation des différents 

sujets indiquent une divergence de colonisation par les mycoendophytes de ces derniers 

(Figure 20). La fréquence de colonisation la plus élevée est observée chez le sujet 4 (86,66%), 

suivi de celle du sujet 8 (66,66%), et la fréquence de colonisation la plus faible est observée 

chez le sujet 2 (13,33%). L’analyse statistique type ANOVA a révélé une différence 

hautement  significative (p < 0,01) entre les fréquences de colonisations des dix sujets 

échantillonnés (Annexe  2).  

 

Figure 20: Fréquence de colonisation par les mycoendophytes foliaires  des différents sujets 

échantillonnés de Peganum harmala. 
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 Le test complémentaire de comparaisons multiples des moyennes (NEWMAN-

KEULS) réalisé a permis de classer les dix sujets recensés en groupes homogènes suivant les 

moyennes des fréquences de colonisations par les mycoendophytes foliaires de Peganum 

harmala. Il y a eu formation de trois groupes homogènes (A, AB et B). Le groupe A 

correspond aux sujets 2, 1 et 3 avec des moyennes de 13.33%, 16% et 20% respectivement. 

Le groupe AB représenté par les sujets 10, 5, 6, 9, 7 et 8, avec des moyennes respectives de 

33,33%, 33,33%, 40%, 40%, 49,33% et 66,67%. Enfin le groupe B est réduit au sujet 4 avec 

une moyenne de 86,67% (Tableau VI).   

 

Tableau VI: Comparaison des moyennes des fréquences de colonisations par les 

mycoendophytes foliaires de Peganum harmala chez 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 champignons endophytes foliaires de Peganum 

harmala 

Plusieurs champignons  endophytes ont été isolés. 14 genres de ces champignons ont 

été identifiés au niveau des feuilles de Peganum harmala. Le genre Cladosporium (34,63%) 

est le plus abondant des genres fongiques identifiés, suivi d’Alternaria (21,89%) et 

Aspergillus (14,74%). Les genres Exophiala, Aureobasiduim, Verticillium, Paraphaephaeria 

et Absidia existent aussi comme  mycoendophytes (Figure 21, Tableau VII).  
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Figure 21: Abondances des genres de mycoendophytes des feuilles de Peganum harmala. 

 

Tableau VII : Abondances des genres fongiques des mycoendophytes foliaires de Peganum 

harmala de Dayate Aiat (Laghouat). 

Genre de 

champignon 

Abondance 

(%)  
Phylum Ordre  Famille 

Absidia 0,76 Zygomycota Mucorales Mucoraceae 

Alternaria 21,89 Ascomycota Pleosporales Pleosporaceae 

Aspergillus 14,74 Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae 

Aureobasidium 6,66 Ascomycota Dothideales Dothioraceae 

Bipolaris 1,25 Ascomycota Pleosporales Pleosporaceae 

Cladosporium 34,63 Ascomycota Capnodiales Davidiellaceae 

Exophiala 4,03 Ascomycota Chaetothyriales Herpotrichiellacées 

Paraphaephaeria 0,76 Ascomycota / / 

Penicillium 13,03 Ascomycota Pleosporales Pleosporaceae 

Rhizoctonia 2,43 Basidiomycota Cantharellales Ceratobasidiacées 

Rhizopus 2,31 Zygomycota Mucorales Mucoracées 

Trichoderma 4,10 Ascomycota Hypocreales Hypocreaceae 

Trichophyton 1,66 Ascomycota Onygenales Arthrodermatacées 

Verticillium 4,99 Ascomycota non défini Plectosphaerellaceae 

SNI 5,16 / / / 

SNI : Structure Non Identifiée 

Exophiala Cladosporium Aureobasidium

Trichoderma Verticillium Alternaria

Rhizopus Aspergillus Penicillium

Rhizoctonia Absidia Paraphaephaeria

Trichophyton Bipolaris SNI
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Les genres Absidia, Paraphaephaeria (0,769%), Bipolaris (1,25%) et Trichophyton 

(1,66%) sont les moins abondants au niveau des mycoendophytes foliaires de Peganum 

harmala (Figure 22). 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Les genres fongiques existant comme mycoendophytes foliaires chez Peganum 

harmala (X 2000), ainsi que leurs colonies fongiques purifiées sur milieu PDA. 

A:  Exophiala, B: Aureobasidium, C: Verticillium, D: Paraphaephaeria, E: Absidia. 
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  Pour les champignons endophytes recensés, 97% appartiennent au phylum des 

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

 

 

Figure 23: Composition des mycoendophytes des feuilles de Peganum harmala selon le 

Phylum. 

 

La diversité des champignons endophytes des feuilles de Peganum harmala au niveau 

des sujets recensés est estimée par l’indice de Shannon, les résultats sont mentionnés dans le 

tableau VIII. L’indice le plus élevé est relevé chez le sujet 4 (2,177) et le plus faible est celui 

du sujet 2 (0). L’analyse de variance (ANOVA) entre les indices de Shannon des feuilles des 

différents sujets de Peganum harmala indique une différence significative entre les 

communautés endophytiques (p = 0,05).   

Tableau VIII : Diversité des champignons endophytes chez les feuilles de Peganum 

harmala : indice de diversité Shannon (H). 

 Sujets 

Indice de Shannon 01 02 03 04 05 06 07 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 champignons endophytes au niveau de tous les 

compartiments foliaires de Peganum harmala de dayate Aiat (Timzerth, Laghouat).Nos  

résultats montrent  la présence de ces champignons au niveau des stomates, ceci concordent 

avec ceux de ZAREB (2014) sur le pistachier de l’Atlas de la même daya, où la présence de 

mycoendophytes semble importante au niveau des stomates. D’autres auteurs, tels que  SUN 

et al. (2011) et EL-NAGERABI et al. (2013) ont montré aussi la présence des mêmes 

structures au niveau des feuilles du jujubier d’Oman (El Jabel El Akhdar). 

Nos résultats confirment ceux de SANCHEZ-AZOFEIRA et al. (2012), ainsi que  

DURAN et al. (2005), lorsqu’ils ont observé des hyphes fongiques au niveau des cellules du 

parenchyme palissadique des feuilles de Citrus limon. BERNADI-WENZEL et al. (2010) et 

ORLANDELLI et al. (2012) ont montré que les champignons endophytes peuvent former des 

associations à partir d’une colonisation inter et intracellulaire des tissus de la plante hôte. 

L’espace intercellulaire est riche en substances nécessaires pour soutenir la croissance des 

champignons endophytes. De plus, les concentrations de sucres signalées dans l’apoplasme 

non endophytique sont suffisantes pour soutenir la croissance fongique (FERRAR et 

FERRARC, 1986 ; KULDAN et BACON, 2008).  

Ces champignons sont aussi présents au niveau des trichomes glandulaires des feuilles 

de Peganum harmala, ceci est en accord avec les résultats obtenus par ZAREB (2014) où 

toutes les cellules des trichomes glandulaires des feuilles du Pistachier de l’Atlas de Dayate 

Aiat(Timzerth) ont été colonisées par les champignons endophytes. Par ailleurs BENFODIL 

(2015) a noté que ces derniers colonisent uniquement la base des trichomes des feuilles du 

Pistachier de l’Atlas de Dayate El Gouffa. La majorité d’entre eux sont pigmentés en marron. 

La densité des trichomes est une caractéristique influencée par les conditions écologiques. 

L’altitude et les valeurs positives des températures minimales peuvent jouer un rôle important 

dans leur répartition et leur densité sur les feuilles (BELHADJ, 2007). La défense chimique 

contre les herbivores peut être associée avec différents types de trichomes, les trichomes 

glandulaires contiennent parfois des métabolites de défense toxiques (STEINITE et 

LEVINSH, 2003). Ils sont responsables d’une part importante de la chimie secondaire d’une 

plante (GLAS et al., 2012). Les trichomes glandulaires sont l’une des structures les plus 

communes qui produisent des huiles essentielles chez les plantes. 
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Les mycoendophytes ont été retrouvé aussi au niveau des tissus conducteurs des 

feuilles de Peganum harmala. Ceci a été confirmé par ZAREB (2014), avec la colonisation 

des vaisseaux conducteurs des feuilles de Pistacia atlantica Desf. de notre daya d’étude 

(dayate Aiat) par les mycoendophytes. De ce fait, les mycoendophytes colonisent aussi bien 

les espaces intercellulaires que les cellules du xylème et du phloème (GARCIA et al., 2012). 

Les mycoendophytes sont présents dans tous les compartiments de la feuille de 

Peganum harmala : les cellules épidermiques, les stomates, les trichomes glandulaires, les 

cellules parenchymateuses et les nervures. Ce type de symbiose est  nécessaire à la survie et 

l’adaptation de cette plante aux conditions d’aridité de la zone d’étude, à savoir dayate Aiat, 

région de Timzerth, wilaya de Laghouat (Algérie). La présence des mycoendophytes facilite 

l’épanouissement de cette essence naturelle et son adaptation malgré les stress abiotique et 

biotique. Ces champignons synthétisent au même titre que la plante hôte des métabolites 

secondaires qui peuvent être source d’un arsenal d’activités biologiques qui méritent d’être 

mises en lumière. 

Les champignons de la phyllosphère  des feuilles de Peganum harmala de dayate Aiat 

(Timzerth, Laghouat) sont majoritairement des Ascomycètes. En effet, les Ascomycètes, 

Deutéromycètes et Basidiomycètes sont les champignons endophytes les plus rencontrés 

(PETRINI, 1996). Un grand nombre de genres et espèces de champignons, appartenant aux 

deux premières classes, sont capables de vivre comme  endophyte au niveau des  plantes. 

Dans la présente étude, les champignons endophytes isolés appartiennent à la classe des 

Deutéromycètes et Ascomycètes.  

SUN et al. (2012) ont observé un taux de colonisation par les endophytes de 69% au 

niveau des tiges et des feuilles des plantes des zones désertiques de Chine. L’étude de LORO 

et al. (2012) sur la diversité des champignons endophytes de 18 plantes des régions semi-

arides du Venezuela, a révélé que toutes les espèces végétales contiennent des champignons 

endophytes. Quant à notre étude sur les champignons endophytes foliaires de Peganum 

harmala,  elle révèle la présence de ces champignons au niveau de tous les sujets 

échantillonnés. De plus, certaines études ont montré que la diversité en champignons 

endophytes dans les zones arides est faible, en raison de facteurs écologiques défavorables, 

tels que la diminution des précipitations et la faible densité de végétation (ARNOLD et al., 

2003; SURYANARAYANAN et al., 2002, 2003, 2005). 



Peganum harmala L. et Diversité en Epiphytes et Mycoendophytes Foliaires  

 

 

46 

Les genres fongiques les plus fréquemment enregistrés au niveau de la phyllosphère 

sont Cladosporium et Alternaria. KITA (1988) et KUTRZEBA (1993) ont confirmé que ces 

champignons sont omniprésents dans les limbes des feuilles de nombreuses espèces végétales. 

Cela confirme les abondances de ces deux genres comme mycoendophytes foliaires de 

Peganum harmala étudié. Pour PUSZ et al. (2015) ces deux genres dominent comme 

épiphytes au niveau des feuilles d’Amaranthus spp. BEZZERA et al. (2015), ont démontré 

chez Bauhinia forficata que certaines espèces étaient spécifiques à des tissus, par exemple, A. 

chartarum aux semences, A. Niger aux tiges, C. australiensis aux feuilles, et C. oxysporum 

aux  sépales. Cette distribution des endophytes est spécifique pour l’hôte et le tissu végétal. 

Nos résultats sont en accord avec ceux observés dans d'autres études, où il est rapporté 

que les populations de champignons endophytes sont directement liées à la différence 

d'intensité et de durée d'exposition de ces organismes au rayonnement solaire, ce qui se 

produit généralement dans les zones qui ont des différences de facteurs climatiques 

(MARTIN et al., 2004; MARTIN PINTO et al., 2006;. HASHIZUME et al., 2010). En outre, 

d'autres paramètres environnementaux tels que le sol, la quantité d'eau disponible, ainsi que 

les conditions physiologiques au moment de la collecte, peuvent également influer sur la 

colonisation endophytique (HASHIZUME et al., 2008). 

Le genre Alternaria est présent comme endophyte (21.89%) et épiphyte (11.99%) au 

niveau des feuilles de Peganum harmala de dayate Aiat (Timzerth, Laghouat).GRBIC et al. 

(2015), ont mis en évidence le genre Alternaria (endophyte et épiphyte) avec une fréquence 

de 75% au niveau de Nepeta rtanjensis. Il est aussi dominant chez Withania somnifera 

(KHAN et al., 2010). Ce genre a été signalé chez d’autres espèces végétales, comme Triticum 

aestivum et Zea mays (FISHER et al., 1992 ; LARRAN et al., 2002 et ZHANG et al., 2006).  

La plupart des espèces d'Alternaria sont des saprophytes généralement retrouvés dans le sol 

ou dans les  tissus végétaux. Certaines espèces sont pathogènes des plantes (opportunistes) 

causent un éventail de maladies. Les deux principales caractéristiques des espèces Alternaria 

sont la production de mélanine, en particulier dans les spores et la production de toxines 

spécifiques à l'hôte, dans le cas des espèces pathogènes (BART, 2003).  La forte pigmentation 

de leurs spores peut fournir une bonne résistance aux UV et contribuer à la colonisation de 

nombreuses surfaces végétales. Cependant, elles possèdent  aussi une tolérance efficace aux  

facteurs abiotiques et produisent ainsi  des enzymes hydrolytiques nécessaires à la 

compétitivité dans ces niches écologiques (HYANG, 2015). 
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L’analyse de variance (ANOVA) entre les indices de Shannon des feuilles des 

différents sujets de Peganum harmala n’indique aucune différence significative entre les 

communautés épiphytiques des feuilles (p=0,21). Par contre, cette différence est significative 

entre les communautés endophytiques (p=0,05). Pour ce qui est de l’ANOVA réalisée entre 

les indices de Shannon globaux, la différence est hautement significative entre les deux 

communautés : épiphytes et endophytes foliaires (p=0,00).  

Cette étude démontre la présence des champignons aussi bien qu’épiphytes 

qu’endophytes au niveau des feuilles de Peganum harmala de dayate Aiat, Laghouat 

(Algérie). La colonisation par ces champignons des différents sujets choisis peut être 

expliquée par la période d’échantillonnage (mois d’avril). Beaucoup de champignons 

endophytes se développent durant la saison printanière, cela est en rapport avec les 

précipitations qui peuvent augmenter la dispersion des spores fongiques, favorisant ainsi la 

colonisation des tissus végétaux (GORE et  BUCAK, 2007 ; EL NAGERABI, 2013). 

1.4.3. Interaction  champignons épiphytes-endophytes 

Les genres Cladosporium, Alternaria, Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, 

Rhizoctonia, Penicillium, Trichophyton et  Bipolaris existent comme mycoendophytes ainsi 

qu’épiphytes au niveau des feuilles de Peganum harmala (Figure 24). 

Le genre Cladosporium (34,63%) est plus abondant comme endophytes qu’épiphytes 

(4,66%). De même pour le genre Alternaria (21,89%) comme endophyte et épiphytes 

(11,99%). Mais pour le genre Rhizopus, il est plus abondant comme épiphyte (13,33%) 

qu’endophyte (2,30%). Il en est de même pour le genre Aspergillus qui est peu abondant 

comme épiphyte (6,66%) qu’endophyte (14,74%). Pour le genre Trichoderma, il est peu 

abondant aussi bien comme épiphytes (4,66%) qu’endophytes (4,10%). Quant à Rhizoctonia, 

il est aussi peu abondant comme endophytes (2,43%) qu’épiphytes (0,66%). De même pour 

Trichophyton, il est peu abondant comme épiphytes (5,33%) qu’endophytes (1,66%). Ainsi 

que pour le genre Bipolaris, qui est abondant comme épiphytes (4,66%) qu’endophytes 

(1,25%). Mais pour le genre Penicillium, il est abondant comme épiphytes (14,66%) 

qu’endophytes (13,07%). 
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Figure 24 : Genres fongiques existant comme épiphytes et mycoendophytes foliaires chez 

Peganum harmala observés sous microscope optique (X2000), ainsi que leurs colonies 

fongiques purifiées sur milieu PDA. A : Cladosporium, B : Alternaria, C : Rhizopus, D : 

Aspergillus, E: Trichoderma, F: Rhizoctonia, G: Penicllium, H:  Trichophyton, I:  Bipolaris. 
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Bien que de nombreuses espèces de champignons sont généralement décrites comme 

endophytes, d'autres peuvent être trouvés occasionnellement colonisant le tissu hôte 

(SIQUEIRA et al., 2011; PINHEIRO et al., 2013). Ainsi, la présence des champignons 

épiphytes est influencée par des facteurs tels que la disponibilité en nutriments, l'humidité, 

l'âge et  type des feuilles. La croissance des champignons filamenteux au niveau du 

phylloplan est généralement considérable lorsque le taux d'humidité est élevé et les 

températures sont modérées (INACIO et al., 2002). 

Les Zygomycètes ont été observés  beaucoup plus chez les épiphytes foliaires de 

Peganum harmala. Cela est en accord avec les travaux de KHAN et al. (2010) sur Withania 

somnifera des régions semi-arides (Karachi, Pakistan) où les Deutéromycètes dominent sur 

les Ascomycètes. Quant aux Zygomycètes et Basidiomycètes endophytes, ils sont retrouvés 

beaucoup plus chez les plantes herbacées (PORRAS-ALFARO et BAYMAN, 2011). 

Des interactions importantes sont décrites entre les différents taxons fongiques de la 

phyllosphère de Peganum harmala de dayate Aiat. A cet effet, une matrice de corrélation est 

faite pour identifier et décrire la nature de ces interactions. Les interactions significatives sont 

récapitulées dans le tableau IX. A partir de la matrice de corrélation, nous relevons une seule 

corrélation négative entre Cladosporium et les souches non identifiées (SNI) (-0,62). Des 

corrélations fortement positives ont été observées entre deux genres fongiques exclusivement 

endophytes : Absidia et Paraphaephaeria (1), Aureobasidium et Verticillium (0,89), 

Exophiala et Absidia (0,49). Il y a lieu de noter des corrélations positives entre deux genres 

fongiques, où l’un est exclusivement épiphyte : Mucor et l’autre à la fois endophyte et 

épiphyte : Rhizopus (0,88), de même pour Aureobasidium uniquement épiphyte et 

Trichoderma endophyte et épiphyte (0,83), entre Verticillium uniquement endophyte et 

Trichoderma les deux à la fois (0,70), Epicoccum exclusivement épiphyte et Bipolaris 

endophyte et épiphyte (0,62), Mycocladus exclusivement épiphyte et Rhizopus endophyte et 

épiphyte (0,56). Quant à Aspergillus et Rhizoctonia, ils sont tous les deux endophytes et 

épiphytes (0,63). Des genres exclusivement épiphytes sont aussi positivement corrélés entre 

eux : Mucor et Mycocladus (0,55), Epicoccum et Mycocladus (0,46) et enfin Phoma et 

Epicoccum (0,46). 
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Tableau IX : Interactions significatives entre les champignons de la phyllosphère de  

Peganum harmala.  

Genres 
Valeur significative de l’interaction 

(au seuil p=0,05) 

Cladosporium – SNI -0,62 

Absidia – Paraphaephaeria 1,00 

Aureobasidium – Verticillium 0,89 

Rhizopus – Mucor 0,88 

Trichoderma – Aureobasidium 0,83 

Trichoderma – Verticillium 0,70 

Aspergillus – Rhizoctonia 0,63 

Bipolaris – Epicoccum 0,62 

Rhizopus – Mycocladus 0,56 

Mycocladus – Mucor 0,55 

Scropulariopsis – Mucor 0,53 

Bipolaris – SNI 0,53 

Exophiala – Absidia 0,49 

Exophiala – Paraphaephaeria 0,49 

Epicoccum – Mycocladus 0,46 

Phoma – Epicoccum 0,46 

Epicoccum – SNI 0,45 

SNI : souches non identifiées. 

Les quotients de similarité de Sorensen obtenus pour les dix sujets échantillonnés 

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

communautés épiphytes et endophytes le plus élevé (0,73), suivi du sujet 8 et 6 (0,67), par 

ailleurs, le sujet 2 (0) ne présente aucune similarité dans ces communautés fongiques. 
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Figure 25 : Quotients de similarités de Sorensen des différents sujets de Peganum harmala. 

Les quotients de similarité (QS) obtenus dans notre étude sont compris entre 0 et 0,73, 

où le QS le plus élevé est celui du sujet 9 (0,73) qui présente une forte similarité entre ces 

communautés épiphytiques et endophytiques, par ailleurs, le QS le plus faible est observé 

chez le sujet 2, où la similarité est absente. Cette différence est due aux conditions 

environnementales et emplacement des différents sujets dans la daya. Selon OSONO et MORI 

(2004), l'assemblage des champignons phyllosphériques épiphytes et endophytes est 

intermédiaire dans la gamme QS entre  0,12  et  0,79. Les résultats  des QS obtenus par 

GRBIC´ et al. (2015) sont entre 0,24 et 0,32. Ils suggèrent que les espèces intermédiaires se 

chevauchent entre le phylloplan et l'intérieur des feuilles. Tous les champignons déterminés 

en tant qu’espèces du phylloplan ne pouvaient pénétrer le tissu hôte et coloniser l'intérieur des 

feuilles. 

Nous avons réalisé une analyse en composantes principales (ACP). Elle nous fournit 

des indications sur la nature, la force et la pertinence des liens entre les différents sujets et 

entre les genres de champignons épiphytes et endophytes. Son objectif est donc de faciliter 

l’interprétation de ces synergies et d’identifier les tendances dominantes de l’ensemble des 

données (Figure 26). 
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Figure 26 : ACP représentants les genres de champignons épiphytes et endophytes des sujets de Peganum harmala de Dayate Aiat.
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Afin d’interpréter les synergies et les interactions entre ces champignons endophytes et 

épiphytes, nous avons considéré le plan 1-2 de l’analyse en composante principale (ACP), qui 

explique 33% du phénomène, avec pour l’axe 1 : 18% et pour l’axe 2 : 15% de l’inertie totale. 

Nous avons deux grands groupes, le premier comporte S1, S2, S3, S4, S5, S6, S8, S9 

et S10 Ed où les genres Cladosporium et Aspergillus dominent. Le second comprend S1, S2, 

S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10 Ep et S7 Ed où les genres Alternaria et Penicillium dominent.  

Les genres Aureobasidium, Verticillium , Absidia, Exophiala et Paraphaephaeria n’existent 

que comme endophytes, tandis que Scopulariopsis, Mucor, Colletotricum, Mycocladus, 

Phoma et Epicoccum existent uniquement comme épiphytes au niveau des feuilles de 

Peganum harmala. 

Les deux groupes formés sont composés des sujets du compartiment interne de la 

phyllosphère pour le premier groupe et de sujets du compartiment externe de la phyllosphère  

plus un sujet de l’endosphère pour le deuxième groupe. Ceci pourrait être expliqué par les 

relations entre les épiphytes et les endophytes. On ne sait pas dans quelle mesure les plantes 

contrôlent les champignons capables d'entrer dans la feuille et dans laquelle les épiphytes 

peuvent affecter ce processus (LEBRO et al., 2001). Alors que l'intérieur des feuilles subit des 

changements dus aux températures et à d'autres conditions, les surfaces extérieures quant à 

elles peuvent être considérées comme beaucoup plus extrêmes en termes de stress abiotique. 

PETRINI (1991) a suggéré que les communautés endophytiques contiennent souvent une 

variété d'espèces classiques épiphytiques, dont Alternaria alternata, Cladosporium 

cladosporioides, Epicoccum pupurascens et autres, qui pénètrent facultativement dans les 

tissus foliaires au début de la sénescence foliaire. Alternaria, Epicoccum et Cladosporium 

sont considérés comme des colonisateurs primaires communs de plantes et sont 

essentiellement épiphytiques, lorsque la feuille est viable (KAYINI et PANDEY, 2010). 

Les champignons épiphytes et endophytes peuvent avoir des propriétés biologiques 

distinctives, qui mettent en évidence des différences fonctionnelles ou écologiques entre ces 

associations. Des interactions se créent entre les mycoendophytes d’une part et entre les 

mycoendophytes et la plante hôte d’autre part (ARNOLD, 2007). La relation positive entre la 

biodiversité et le fonctionnement des écosystèmes est due principalement à la 

complémentarité entre espèces. La plupart des études BEF (Biodiversity Ecosystem 
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Functioning) portaient principalement sur les interactions entre les plantes. Cependant, les 

plantes sont intégrées dans un réseau dense d'interactions multitrophiques au-dessus et au-

dessous du sol, qui sont susceptibles de jouer un rôle crucial dans les relations BEF 

(EISENHAUER, 2012). 

Les plantes dans les zones arides sont exposées à de nombreux stress 

environnementaux, y compris la faible disponibilité en eau, la salinité élevée, les différences 

de température diurnes élevées, les radiations et la carence en nutriments. Comme les 

champignons endophytes peuvent aider contre les contraintes environnementales, il est 

quelque peu surprenant que les endophytes de plantes de la zone aride ont reçu peu d'attention 

(SURYANARAYANAN et al., 1998;  SUN et al., 2012). La symbiose plante-endophytes 

offre une protection à l’hôte des insectes, des parasites et herbivores, mais aussi aide à mieux 

s’adapter dans différentes conditions de stress (CLAY et SCHARDL, 2002 ; CLAY, 2005 ; 

MALINOWSKI et al., 2006 et KNOP et al., 2007). 
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2.1. Données bibliographiques 

2.1.1. Introduction 

L’utilisation des molécules bioactives végétales à des fins thérapeutiques prend de 

plus en plus d’essor mais ce domaine reste soumis à plusieurs contrainte comme : (a) des 

rendements extrêmement bas qui varient selon les conditions environnementales, (b) une offre 

limitée et insuffisante conduisant à une récolte excessive et (c) des structures extrêmement 

complexes qui rendent la synthèse et la semi-synthèse totales très difficiles 

(VENUGOPALAN et SRIVASTAVA, 2015). L’extraction de métabolites secondaires à partir 

des plantes médicinales ne donne pas toujours un bon rendement (environs moins de 1% de la 

masse sèche de la plante) qui dépend des facteurs environnementaux comme le climat, le sol 

et autres (WILSON et ROBERTS, 2012). 

La découverte de champignons endophytes capables de mimer le répertoire des 

métabolites secondaires de leur hôte, dans la plupart des plantes médicinales a donné une 

impulsion à la possibilité d'utiliser la fermentation microbienne pour répondre à la demande 

sans cesse croissante en plusieurs médicaments vitaux. De plus, on sait que ces champignons 

endophytes ont développé de nouveaux mécanismes de résistance à leurs métabolites toxiques 

et ceux de leurs hôtes en tant qu'adaptation co-évolutionnaire (KUSARI et al., 2011a; MU et 

al., 1999).  

La fermentation microbienne présente certains avantages qui rendent cette stratégie 

plus robuste que d'autres. Le milieu de culture des souches fongiques est relativement simple 

et peu coûteux, consistant essentiellement en sous-produits, tandis que le milieu de culture des 

cellules végétales nécessite des additifs coûteux comme les phytohormones. La croissance est 

plus rapide chez les champignons, vu que la période de fermentation est plus courte, avec un 

moindre risque de contamination, par rapport à celle des cellules végétales à croissance lente 

ou des cultures de tissus. L'optimisation et la régulation des paramètres de fermentation sont 

relativement plus faciles dans les fermentations microbiennes, comparativement à celles des 

cultures de cellules et de tissus végétaux dans les bioréacteurs. De plus, les cultures 

microbiennes sont facilement gérables avec des stratégies d'amélioration comme 

l'amélioration des souches, des précurseurs d’alimentation, plus d’éliciteurs, les inhibiteurs 

annexés et la co-culture (ZHAO et al., 2010a). La fermentation des champignons endophytes 

peut ainsi réduire la menace de la récolte excessive des plantes, tout en assurant un 

approvisionnement régulier en métabolites secondaires végétaux importants, indépendamment 

des conditions environnementales (VENUGOPALAN et SRIVASTAVA, 2015). 
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2.1.2. Biosynthèse des métabolites secondaires par la plante hôte ou les mycoendophytes  

Trois hypothèses ont été émises sur les origines du métabolisme secondaire chez les 

plantes, qui mettent tous l'accent sur le rôle des endophytes. 

1) Les plantes et les champignons endophytes peuvent intervenir dans des voies de 

biosynthèse parallèle pour produire ces produits naturels. 

2) Le transfert horizontal des gènes (HGT) peut avoir eu lieu entre les plantes et les 

champignons pendant leur période d'association.  

3) Les plantes ou les champignons endophytes peuvent produire ces métabolites secondaires 

et les transférer à l'autre symbiote (KARUPPUSAMY, 2009). En outre, l'hypothèse de 

xenohormesis soutient l'idée que les endophytes pourraient avoir la machinerie nécessaire 

pour synthétiser les métabolites de la plante hôte (KUSARI et al., 2012c). Des études récentes 

ont rapporté la présence de gènes biosynthétiques clés dans le taxol et la camptothécine 

produits par des souches fongiques endophytiques (KUSARI et al., 2011b, 2014). Le 

séquençage complet du génome d'un endophyte Shiraia sp. le Slf14, précédemment rapporté 

pour produire à la fois l'huperzine A et l'hypocrélline A, a également révélé la présence d'un 

groupe de gènes biosynthétiques putatifs d'huperzine A (HupA) (YANG et al., 2014a). Ces 

résultats indiquent clairement que les champignons endophytes sont des usines de métabolites 

secondaires par eux-mêmes.  

 

2.1.3. Composés bioactifs issus des mycoendophytes 

Les champignons pénètrent les tissus végétaux par des ouvertures ou des plaies, en 

utilisant des enzymes hydrolytiques telles que la cellulase et la pectinase (ZHANG et al., 

2006). Au cours de la longue période de co-évolution, les champignons endophytes se sont 

adaptés graduellement à leurs microenvironnements grâce à la variation génétique, y compris 

l'absorption de certains segments d'ADN végétaux dans leurs propres génomes, ainsi que 

l'insertion de leurs propres segments d'ADN dans les génomes hôtes. Ceci a induit la 

biosynthèse de composés phytochimiques provenant de leurs plantes hôtes (ZHANG et al., 

2006 ; STIERLE et al., 1993). Un exemple typique est celui de la production de la 

gibbérelline provenant à la fois des champignons et des plantes (CHOI et al., 2005). Le 

schéma des composés bioactifs à la fois des champignons endophytes et de leurs plantes 

hôtes, ainsi que leurs applications potentielles est illustré sur la figure 27. 
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Figure 27 : Présentation des composés bioactifs des champignons endophytes et de 

leurs plantes hôtes, ainsi que leurs applications potentielles (ZHAO et al., 2011). 

 

2.1.3.1. Composés anticancéreux 

Le cancer est une maladie caractérisée par une croissance non régulée et une 

propagation des cellules anormales, qui peuvent entraîner la mort si ce n’est pas contrôlée 

(PIMENTEL et al., 2011). Il a été considéré comme l’une des principales causes de décès 

dans le monde (environ 13% de tous les décès). De nombreux produits naturels bioactifs de 

plantes, de micro-organismes, et de sources marines ont été identifiées comme des agents 

anticancéreux (FIRAKOVA et al., 2007). Les propriétés anticancéreuses de plusieurs 

métabolites secondaires des endophytes ont été étudiées récemment. Le tableau X résume ces 

molécules bioactives issues des champignons endophytes.  
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Tableau X : Production des composés bioactifs d’intérêt thérapeutique et leurs analogues par 

les mycoendophytes et leurs plantes hôtes. 

Champignon 

endophyte 

Souche 

fongique 
Plante hôte 

Composés et leur 

rendement 
Références 

Alternaria sp. Ja-69 Taxus cuspidata Paclitaxel 0.16µg/l 
STROBEL et al. 

(1996) 

Alternaria alternate TPF6 Taxus chinensis var. mairei Paclitaxel 84.5µg/l TIAN et al. (2006) 

Aspergillus 

fumigatus 
EPTP-1 Podocarpus sp. Paclitaxel 557.8µg/l SUN et al. (2008) 

Botrytis sp. HD181-23 Taxus cuspidata 
Paclitaxel 

206.34µg/l 
ZHAO et al. (2008) 

Cladosporium 

cladosporioides 
MD2 Taxus media Paclitaxel 800µg/l 

ZHANG et al. 

(2009b) 

Fusarium solani Tax-3 Taxus chinensis 
Paclitaxel 

163.35µg/l 
DENG et al. (2009) 

Alternaria neesex Ty 
Sinopodophyllum 

hexandrum 

Podophyllotoxine 

2.4 µg/L 
CAO et al. (2007) 

Fusarium 

oxysporum 
JRE1 

Juniperus recurva 
(=Sabina recurva) 

Podophyllotoxine 

28 µg/g 
KOUR et al. (2008) 

Fusarium solani MTCC 9667 Apodytes dimidiata 
Camptothécine 

0.37 µg/g 

SHWETA et al. 

(2010) 

Nodulisporium sp. - Nothapodytes foetida 
Camptothécine 

5.5 µg/g 

REHMAN et al. 

(2009) 

Alternaria sp. 97CG1 Catharanthus roseus Vinblastine - GUO et al. (1998) 

Fusarium 

oxysporum 
97CG3 Catharanthus roseus Vincristine - 

ZHANG et al. 

(2000) 

-  : rendement non éstimé 

 

� Paclitaxel (Taxol) 

Le premier agent anticancéreux produit par les endophytes est le taxol et ses dérivés. 

C’est un diterpénoïde hautement fonctionnalisé, isolé à partir de l'if (Taxus) (BACON et 

WHITE, 1994). Le mode d'action du taxol est d'empêcher les molécules de tubuline de 

dépolymérisation pendant les processus de division cellulaire (TAN et ZOU, 2001). 

 

Jusqu'à présent, au moins 20 genres de champignons endophytes : Alternaria, 

Aspergillus, Botryodiplodia, Botrytis, Cladosporium, Ectostroma, Fusarium, Metarhizium, 

Monochaetia, Mucor, Nigrospora, Ozonium, Papulospora, Periconia, Pestalotia, 
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Pestalotiopsis, Phyllosticta, Pithomyces, Taxomyces et Tubercularia, ont été testés pour avoir 

la capacité de produire du paclitaxel et ses analogues, tels que la baccatine III (2) ou la 10-

désacétylbaccatine III (3) (Figure 28, Tableau X). Les hôtes de champignons producteurs de 

paclitaxel comprennent principalement des espèces de Taxus (T. baccata, T. cuspidata, T. 

media et T. yunnanensis) appartenant à la famille des Taxaceae, Torreya grandifolia 

(Taxaceae), mais aussi Cardiospermum halicacabum (Sapindaceae), Citrus medica 

(Rutaceae), Cupressus sp. (Cupressaceae), Ginkgo biloba (Ginkgoaceae), Hibiscus rosa-

sinensis (Malvaceae), Podocarpus sp. (Podocarpaceae), Taxodium distichum (Taxodiaceae), 

Terminalia arjuna (Combretaceae) et Wollemia nobilis (Araucariaceae). Un tel nombre et une 

large gamme implique que les champignons endophytes producteurs de paclitaxel et leurs 

hôtes ont une grande diversité biologique (ZHAO et al., 2011). 

 

 

Figure 28 : Structure du paclitaxel (1) et ses analogues : baccatine III (2), 10-

désacétylbaccatine III (3) (ZHAO et al., 2011).  

 

� Camptothécine  

La camptothécine (CPT) et la 10-hydroxycamptothécine sont deux précurseurs 

importants pour la synthèse des médicaments anticancéreux cliniquement utiles, topotécan et 

l'irinotécan (UMA et al., 2008). Les produits ont été obtenus à partir d’un champignon 

endophyte Fusarium solani isolé de Camptotheca acuminé (KUSARI et al., 2009). La 

camptothécine (CPT, 8), un alcaloïde quinolique pentacyclique, a d'abord été isolée à partir du 

bois de Camptotheca acuminata (Nyssaceae) par WALL et al. en 1966. CPT et son 

analogue10-hydroxycamptothécine (10) (Figure 29) sont considérés comme deux des agents 

antinéoplastiques les plus efficaces. Le mécanisme d'action primaire du CPT inhibe l'enzyme 
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intra-nucléaire topoisomérase-1, qui est nécessaire dans la réplication de l'ADN et la 

transcription au cours de la prolifération cellulaire (HSIANG et al., 1985). 

 

 

 

Figure 29 : Structure de la camptothécine et ses analogues (UMA et al., 2008). 

8 : camptothécine (CPT) ; 9 : 9- methoxycamptothecine ; 10 : 10-hydroxycamptothecine  
 

� Cytochalasines 

Les genres fongiques comme Xylaria, Phoma, Hypoxylon et Chalara sont des 

producteurs représentatifs d'un groupe relativement important de substances connues comme 

les cytochalasines. Ces composés possèdent une activité antitumorale, mais ils ont aussi une 

toxicité cellulaire. Trois nouvelles cytochalasines (Figure 30), cytochalasine E, cytochalasine 

J et cytochalasine H ont été synthétisés par Rhinocladiella sp. isolé de Tripterygium wilfordii. 

Ces composés ont une activité antitumorale qui est représenté par 22-oxa-12-cytochalasines 

(WAGENAAR et al., 2000). La vincristine synthétisée par Mycelia sterilia, un endophyte 

isolé de Catharanthus roseus possède également une activité anticancéreuse (YANG et al., 

2004). 
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Figure 30 : Structures de quelques molécules anticancéreuses isolées des champignons 

endophytes (SELIM et al., 2012). 

 

� Vinblastine et Vincristine  

La vinblastine (11) et la vincristine (12) (Figure 31) sont des alcaloïdes indoliques 

terpénoïdes, issus du couplage des monomères vindoline et catharanthine. Ce sont deux 

agents anticancéreux bien connus (PEREZ et al., 2002 ; WANG et al., 2010). Le principal 

mécanisme d'action de la vincristine est par interférence avec la formation des microtubules et 

la dynamique du fuseau mitotique, la perturbation du transport intracellulaire et la diminution 

du flux sanguin tumoral, qui a comme conséquence l'anti-angiogenèse (PEREZ et al., 2002 ; 

MOORE et PINKERTON, 2009). GUO et al. (1998) ont isolé pour la première fois un 

champignon endophyte Alternaria sp. du phloème de Catharanthus roseus qui avait la 

capacité de produire la vinblastine (11). Plus tard, ZHANG et al. (2000) ont isolé Fusarium 

oxysporum un champignon endophyte du phloème de Catharanthus roseus, qui produit de la 

vincristine (12). YANG et al. (2004) ont également mis en évidence un champignon 

endophyte non identifié, producteur de la vincristine à partir des feuilles de cette même 

plante. 
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Figure 31 : Structure de la vinblastine (11) et de la vincristine (12) 

(WANG et al., 2010). 

 

� Podophyllotoxine 

La podophyllotoxine (PDT, 4) (Figure 32) une lignane d'aryltétraline bien connu avec 

de puissantes propriétés anticancéreuses, antivirales, antioxydantes, antibactériennes, 

immunostimulantes et anti-rhumatismales. Elle se rencontre principalement chez les genres 

Diphylleia, Dysosma, Juniperus et Sinopodophyllum (également appelé Podophyllum) 

(YANG et al., 2003 ; PURI et al., 2006). PDT a été utilisé comme un précurseur pour la 

synthèse chimique des médicaments anticancéreux comme l'étoposide, le téniposide et le 

phosphate d'etopophose qui agissent comme inhibiteurs de la topoisomérase (KOUR et al., 

2008 ; EYBERGER et al.,2006). 

YANG et al. (2003) ont d'abord isolé six champignons endophytes de Sinopodophyllum 

hexandrum, Diphylleia sinensis et Dysosma veitchii qui avaient la capacité de produire de la 

podophyllotoxine. Plus tard, EYBERGER et al. (2006) ont obtenu avec succès deux souches 

de champignons endophytes Phialocephala fortinii (PPE5 et PPE7), provenant des rhizomes 

de Sinopodophyllum peltatum qui produit la PDT, avec des rendements de 0,5-189µg/l en 

culture en suspension liquide. D'autres champignons endophytes producteurs de PDT, dont 

Alternaria sp. de Sinopodophyllum hexandrum (CAO et al., 2007) et Fusarium oxysporum de 

Sabina recurva ont également été signalés (KOUR et al., 2008). 
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Figure 32 : Structure de la podophyllotoxine et ses analogues (EYBERGER et al., 2006). 

4 : podophyllotoxine (PDT) ; 5 : podophyllotoxine-β-D-glucoside (PDTG) ; 6 : 4- dimethylpodophyllotoxine 

(DMP) ; 7 : deoxypodophylltoxine (DPDT) 

 

2.1.3.2. Composés antiviraux 

Une autre utilisation intéressante des métabolites secondaires des champignons 

endophytes est l'inhibition des virus. Il est évident que la découverte du potentiel de ces 

composés antiviraux est à ses débuts mais certains composés prometteurs ont déjà été 

identifiés. Deux inhibiteurs de la protéase de cytomégalovirus, l’acide cytonique A et B 

(Figure 33) ont été isolé à partir d’une fermentation à l'état solide du champignon endophyte 

Cytonaema sp. Leurs structures ont été élucidées par spectrométrie de masse et RMN (GUO 

et al., 2000). Un champignon endophyte Pestalotiopsis theae d’une espèce d’arbre non 

identifiée d’une montagne de Chine, était capable de produire du pestalotheol C avec des 

propriétés anti-VIH (LI et al., 2008). 

  

    

Figure 33 : Structures des acides cytoniques A et B isolés à partir du champignon endophyte 

Cytonaema sp (GUO et al., 2000). 

 

 

Acide cytonique A Acide cytonique B 
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2.1.3.3. Composés antioxydants 

L'activité antioxydante d'un composé contre les espèces réactives de l'oxygène (ROS) et 

les dérivés de l'oxygène libre contribuent à une variété d'effets physiologiques et 

pathologiques, par exemple des dommages de l'ADN, la carcinogenèse et la dégénérescence 

cellulaire (HUANG et al., 2007; SEIFRIED et al., 2007). Les antioxydants sont considérés 

comme une thérapie prometteuse pour la prévention et le traitement des maladies telles que le 

cancer, les maladies cardiovasculaires, l'athérosclérose, l'hypertension, le diabète sucré, les 

maladies neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer et de Parkinson, la polyarthrite 

rhumatoïde et le vieillissement (VALKO et al., 2007). 

Naturellement les composés antioxydants sont retrouvés couramment dans les légumes, 

les fruits et les plantes médicinales. Cependant, il a été observé que les mycoendophytes sont 

également une source potentielle de nouveaux antioxydants naturels. Xylaria sp. un endophyte 

isolé de la plante médicinale Ginkgo biloba, synthétise des composés possédant des activités 

antioxydantes (LIU et al., 2007). Pestacine et isopestacine (1,3-dihydro isobenzofurannes) 

(Figure 34) ont été obtenues à partir du champignon endophyte Pestalotiopsis microspora 

isolé de Terminalia morobensis, une plante qui pousse dans la Papouasie-Nouvelle-Guinée 

(STROBEL et al., 2002 ; HARPER et al., 2003). 

 

 

Figure 34 : Structures de deux molécules antioxydantes isolées de  

Pestalotiopsis microspora (STROBEL et al., 2002). 

 

2.1.3.4. Composés antimicrobiens 

Les agents antimicrobiens sont des substances organiques naturelles de bas poids 

moléculaire, produites par des microorganismes qui sont actifs à faible concentration contre 

d'autres microorganismes (GUO et al., 2000). 

La recrudescence des maladies infectieuses, l’apparition de bactéries multi-résistantes 

et des infections fongiques chez les patients greffés et immuno-déficients ont limité la 

médication conventionnelle. Afin de pallier à ce manque, de nouvelles sources d’agents 



Activités Biologiques des Mycoendophytes Foliaires de Peganum harmala L.  

 

 

65 

thérapeutiques doivent être explorées (STROBEL et DAISY, 2003 ; MISHRA et al., 2013). 

C’est pourquoi les mycoendophytes peuvent représenter une nouvelle source de composés 

bioactifs antifongiques et antibactériens (GAO et al., 2010). Des sesquiterpènes, diterpènoïdes 

et triterpènoïdes synthétisés par des mycoendophytes ont démontré des propriétés 

antibactériennes. En effet, un composé terpénoïde obtenu de la fraction d’acétate d’éthyle de 

Phomopis sp. un endophyte de Plumeria acutifolia a montré une grande activité 

antibactérienne (KAUL et al., 2012). Le phomol (Tableau XI) un antibiotique extrait de 

Phomopsis sp. un endophyte colonisant Erythrina crista-galli a monté une activité contre 

Arthrobacter citreus et Corynebacterium insidiosum (avec des CMI : concentration moyenne 

inhibitrice de 20 et 10µg/ml) respectivement (DESHMUKH et al., 2015). 

ZOU et al. (2000) ont extrait un métabolite qui est l’acide colletotrique de 

Colletotrichum gloeosporioides, un endophyte colonisant la tige d’Artemisia mongolica actif 

contre des bactéries, comme Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Sarcina lentea, mais 

aussi contre un champignon saprophyte de plantes Helminthsporium sativum. De plus, l’acide 

tenuazonique isolé d’Alternaria alternata s'est avéré actif contre Mycobacterium tuberculosis 

avec une CMI de 250µg/ml (Kaul et al., 2012) et l’altercétine, un nouvel alcaloïde isolé de 

l’endophyte Alternaria spp. a montré une activité antibactérienne contre différentes bactéries 

pathogènes gram-positif (GAO et al., 2010).  

La javanicine (Tableau XI) extraite d’un champignon endophyte isolé de Azadirachta  

indica a monté une forte propriété antibactérienne contre Bacillus sp., Escherichia coli, 

Pseudomonas fluorescens  et  Pseudomonas aeruginosa. Ce composé est aussi actif contre les 

champignons pathogènes (KHARWAR et al., 2014). La cryptocandine (Tableau XI) extraite 

de l’endophyte Cryptosporiopsis quercina a montré une activité contre des champignons 

pathogènes de l’homme comme : Trichophyton rubrum (ATCC 28188), Trichophyton 

mentagrophytes (ATCC 28185), Candida albicans (ATCC 90028), Candida parapsilosis et 

Histoplasma capsulatum (KHARWAR et al., 2014). 

Le 3, 11, 12-trihydroxycadalene un dérivé de cadinane sesquiterpènes, extrait de 

Phomopis cassiae, un mycoendophyte isolé de Cassia spectabilis a été identifié comme le 

composé antifongique le plus actif contre Cladosporium sphaerospermum et Cladosporium 

cladosporioides (GAO et al., 2010 ; KAUL et al., 2012). En outre, ARIVUDAINAMBI et al. 

(2014) ont démontré une activité antibactérienne de l’extrait d’acétate d’éthyle de l’espèce 
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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 

Javanicine 

 

DESHMUKH et al. 

(2015) 

Cryptocandine 

 

KAUL et al. (2012) 

Phomol 

 

DESHMUKH et al. 

(2015) 

 

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

molécule bioactive, la phomodione (Figure 38) (C20H22O8) [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 dernière est de l’ordre de 1,6µg/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) (C10H14O4) inhibant le champignon pathogène Aspergillus 

niger.  

 

 

 

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

(SANJANA et al., 2012). 
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Les agents antimicrobiens hypéricine et émodine (Figure 36) ont été produits par un 

champignon endophyte isolé de Hypericum perforatum. Les deux composés possèdent une 

activité antimicrobienne contre plusieurs bactéries et champignons, à savoir : Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae ssp. ozaenae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica 

et Escherichia coli, ainsi que les pathogènes fongiques, tels que Aspergillus niger et Candida 

albicans (KUSARI et al., 2008). 

 

 

Figure 36 : Structure des métabolites antimicrobiens isolés de Hypericum perforatum 

(KUSARI et al., 2008). 

2.1.3.5. Composés immunomodulateurs  

Les immunomodulateurs sont des substances qui modifient la réponse immune de 

l’organisme en le stimulant ou en la déprimant, selon les doses utilisées. Les systèmes 

immuns concernés sont les macrophages, les lymphocytes B ou T (BEAU, 2001). Ces 

composés sont classés en médicaments immunosuppresseurs et immunorégulateurs (KAUL et 

al., 2012). 

 Les médicaments immunosuppresseurs sont utilisés d’une part pour prévenir les rejets 

des greffons chez les patients greffés et d’autre part pour le traitement des disfonctionnements 

auto-immuns, l’arthrite rhumatoïde (TENGURIA et al., 2011) ; les immunorégulateurs ont le 

pouvoir de renforcer le système immunitaire et les défenses de l’organisme.  Ils sont utilisés 

pour le traitement de l’allergie, les cancers et les maladies infectieuses (BEAU, 2001). 

 Un nombre important d’immunomodulateurs ont été isolés des mycoendophytes 

(KAUL et al., 2012). Le subglutinol-A (C27H38O4) (Tableau XII) et le subglutinol-B sont 

d’importants composés immunosuppresseurs, qui sont des diterpènes pyrones non-

cytotoxiques. Ils ont été isolés et caractérisés à partir de l’endophyte Fusarium subglutinans, 

qui colonise Tripterygium wilfordii. (KAUL et al., 2012 ;  KHARWAR et al., 2014). La 
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cyclosporine-A (C62H111N11O12) (Tableau XI) et l’acide mycophénolique sont des métabolites 

fongiques immunosuppresseurs très puissants, utilisés pour le traitement des maladies auto-

immunes et la transplantation d’organes. Ils ont été extraits d’espèces 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 

Subglutinol A 

 

STROBEL et DAISY 

(2003) 

Cyclosporine A 

 

 

 

 

 

 

KAUL et al. (2012) 

 

2.1.4. Mycoendophytes sources de peptides à 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 à 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) à partir des cultures de riz.  La fusaristatine B possède un 

effet inhibiteur modéré sur les topoisomérases I (IC50 : 73µM) et II (IC50 : 98µM) sans 

complexes clivables. De plus, les fusaristatines A et B ont démontré une activité inhibitrice de 
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la croissance vis-à-vis des cellules cancéreuses du poumon LU 65, avec des valeurs de IC50 

de 23 et 7 µM, respectivement (SHIONO et al., 2007) (Figure 37). 

 

 

Figure 37: Structure des fusaristatines A et B isolées de Fusarium sp.  

(SHIONO et al., 2007). 

2.1.4.2. Peptides à activité antimicrobienne 

La recherche de nouvelles structures à partir de micro-organismes a augmenté au cours 

des quatre dernières décennies (ABDALLA 1 et al., 2011). Il existe une nécessité urgente 

pour de nouveaux composés antimicrobiens ainsi que des stratégies de traitement, de vaincre 

la difficulté accrue de contrôler les infections bactériennes et les niveaux de résistance aux 

antibiotiques des souches pathogènes (ABDALLA 2 et al., 2011). Actuellement, les peptides 

actifs membranaires antimicrobiens produits par des microorganismes ont un grand intérêt et 

sont des cibles importantes d'investigations intensives dans le monde (SETO et al., 2007 ; 

CHRISTINA et al., 2013). Des peptides cycliques antibactériens : cyclo- (Pro-Thr) et cyclo- 

(Pro-Tyr) (Figure 38) ont été produits par fermentation du champignon endophyte Penicillium 

sp. isolé de la plante de mangrove Acrostichum aureurm. Les deux composés ont démontré 

une activité contre Staphylococcus aureus et Candida albicans (CUI et al., 2008). 

 

 

Figure 38 : Structure des Cyclo-(Pro-Thr) et Cyclo- (Pro-Tyr) à activité antibactérienne isolés 

de Penicillium sp. champignon endophyte isolé de Acrostichum aureurm (CUI et al., 2008). 
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2.1.5. Peptides issus des mycoendophytes : les futurs médicaments 

Dans l'histoire de la découverte des médicaments, les méthodes de production de 

médicaments à base de peptides font l’objet de beaucoup de recherches. Les produits naturels 

classiques et les petits composés seront remplacés par des peptides générés au moyen d'une 

biosynthèse combinatoire, de méthodes sophistiquées génomiques, protéomiques et 

transcriptomiques (Figure 39) (BUTLER, 2008 ; KINGSTON, 2011). 

Les enzymes NRPS (synthétases de peptides non ribosomiques) sont capables 

d’hydrolyser  de nombreux dérivés peptidiques en utilisant un seul complexe enzymatique. 

Les peptides non ribosomiques sont linéaires, cycliques ou ramifiés et peuvent être modifiés 

par glycosylation, N-méthylation ou acylation (SCHWARZER et MARAHIEL, 2001 ; VON 

DO¨HREN et al., 1997). Plusieurs agents antibiotiques, anticancéreux et immunosuppresseurs 

ont été synthétisés (RAJA et al., 2003). La biosynthèse de la plupart de ces produits naturels 

est contrôlée par des groupes de gènes uniques (ALVIN et al., 2014 ; HOFFMEISTER et  

KELLER, 2007).  

Beaucoup de mycoendophytes n'ont pas été étudiés, il est nécessaire de les trier en 

utilisant des études de NRPS, afin de créer une base de données de ces microorganismes 

producteurs de peptides. Certains d'entre eux peuvent ne pas produire des peptides, parce que 

leurs groupes de gènes NRPS sont silencieux. La recherche devrait donc concentrer ses efforts 

sur les mécanismes de biosynthèse utilisés par les peptides synthétases non ribosomiques des 

endophytes, ce qui pourrait conduire à une optimisation de la production de ces peptides pour 

des études biotechnologiques et pharmacologiques (ABDALLA et MATASYOH, 2014). 
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Figure 39 : Des approches importantes dans la découverte du médicament  

(ABDALLA et MATASYOH, 2014). 
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2.2. Matériel et méthodes 

2.2.1. Présentation des mycéliums des mycoendophytes foliaires de Peganum harmala 
concernés  

Les mycéliums des quatre genres les plus abondants : Cladosporium (Cl), Alternaria 

(Al), Aspergillus (As), Penicillium (Pe) ont été utilisés dans notre travail (Figure 40). Ils ont 

été isolés, identifiés et purifiés à partir des feuilles de Peganum harmala récoltée dans la 

région aride de Timzerth (Laghouat), au mois d’avril 2015. Le tableau XIII regroupe les 

différentes caractéristiques générales et culturales de ces souches fongiques.                                                           

                          

                          

                          

                                                                                                                                            

Figure 40 : Genres de champignons endophytes les plus abondants au niveau des feuilles de 

Peganum harmala L., observations sous microscope optique (X2000) et boites à l’œil nu.  

A : Cladosporium, B : Alternaria, C : Aspergillus et D : Penicillium. 
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Tableau XIII:  Description des mycéliums de mycoendophytes foliaires utilisés de 

Peganum harmala 

Les genres de 

champignons 

Caractéristiques générales Caractéristiques culturales 

des champignons endophytes 

utilisés    

 

 

 

Cladosporium 

 

Les Cladosporium ont une croissance lente, à modérément rapide sur 
tous les milieux de mycologie. Ils ne sont pas inhibés par le 
cycloheximide. Ils ne poussent généralement qu’à 20-25°C. Les 
colonies ont une texture veloutée ou floconneuse, parfois poudreuse. 
La couleur va du vert olive au brun noir très foncé et le revers est brun 
noir. Les hyphes, septés, sont pigmentés. Ils produisent des 
conidiophores (encore plus foncés) et forment de longues chaînes 
acropètes, ramifiées, réalisant des arbuscules fragiles. Ils synthétisent 
des toxines (cladosporine, emodine) (OGOREK et al., 2012).   

     
Colonies veloutées de couleur 

verte olive 
 

 

 

 

Alternaria  

     
Après 7 jours de culture, les colonies apparaissent noires et duveteuses 
et présentent une texture épaisse, thalles brun-noir, veloutés, portant 
des spores de reproduction asexuée produites en grosses quantités, 
rugueuses et sombres, de forme ovale elliptique et présentent des stries 
longitudinales et transversales, parfois, une excroissance verruqueuse à 
l’extrémité des chaînes de spores. Résiste à la sécheresse (THOMMA, 
2003). Les espèces d’Alternaria produisent des toxines tel que 
l’alternariol, l’alternariole monométhyle éther, altenuene, altertoxins I, 
II, III, tenuazonic acid et bien d’autres métabolites toxiques (OSTRY, 
2008). 

 

     Colonies rugueuses à centre 
bombé de couleur brune 

foncée 

 

 

Aspergillus 

 

 

 

 

Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de 
culture classiques additionnés d’antibiotiques. La majorité poussent à 
22-25°C ; les espèces thermophiles se développent à 37-40°C, parfois 
jusqu’à 57°C. Ils forment des colonies souvent poudreuses ou 
granuleuses. Les colonies prennent des teintes caractéristiques, brune, 
verte, jaune ou noire selon les espèces et peuvent synthétiser des 
toxines tel que les aflatoxines, ochratoxine A, fumagiline, l’acide 
helvolique, la gliotoxine, les dérivés quinoniques et des alcaloïdes 
(TABUC, 2007). 
 

 

Colonies poudreuses et 
granuleuses de couleur noire 

aux contours clairs 
 

Penicillium 

 

 

Les Penicillium se développent rapidement et facilement sur les 
milieux de mycologie. Ils se développent à des températures modérées 
de l’ordre de 20-27°C.  les colonies sont habituellement duveteuses, 
poudreuses. La sporulation va conférer aux colonies leur teinte, le plus 
souvent dans les tons vert, vert bleu, vert-gris, vert-jaune, gris-bleu 
mais aussi, pour certaines espèces, jaune, orange, chamois, rose, ou 
rouge. La majorité d’espèces du genre Penicillium sont capables de 
produire des mycotoxines : l’acide cyclopiazonique, l’acide 
pénicillique ; la patuline ou la clavacine, la citrinine, l’ochratoxine A 
(TABUC, 2007).   

 

Colonies duveteuses de 
couleur verte aux contours 

blancs  
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2.2.2. Fermentation et extraction des métabolites secondaires fongiques bruts des 

mycoendophytes foliaires de Peganum harmala 

Les champignons endophytes sélectionnés : Cladosporium, Alternaria, Aspergillus et 

Penicillium ont été mis en culture sur milieu PDA, à température ambiante pendant sept jours. 

Deux à trois pièces (0.5 x 0.5 cm) de chaque champignon ont été inoculées dans des 

erlenmeyers de 500ml contenant 100ml de PDB et répété deux fois (XIAOLING et al., 2010). 

Ils sont ensuite incubés à température ambiante pendant trois à quatre semaines, avec une 

agitation périodique à 150 tours/minute. Par la suite, le contenu est filtré à travers une gaze 

stérile, afin de séparer le mycélium du bouillon de culture (MOHANTA et al., 2008 ; BARIK 

et al., 2010). Ce dernier est centrifugé à 5000 tours/min (2795g) pendant 15min et le 

surnagent est récupéré (MADKI et al., 2010). 

On réalise une extraction à l’acétate d’éthyle, meilleur solvant d’extraction des 

métabolites secondaires fongiques selon BADJI et al. (2005) ; GOGOI et al. (2008) et QIN et 

al. (2009). A chaque filtrat, on rajoute un volume égal de solvant et on le met sous agitation 

pendant 30 min à 40°C. La solution est ensuite mise au repos dans des ampoules à décanter 

pour séparer les deux phases. La phase organique est récupérée pour être concentré sous 

pression, par évaporation du solvant à l’aide d’un évaporateur rotatif à 45°C (MOHANTA et 

al., 2008; OLIVEIRA SILVA et al., 2009). 

 

2.2.3. Préparation de l’extrait de feuilles de Peganum harmala   

Les feuilles récoltées ont été séchées à l'ombre et à température ambiante, puis réduites 

en une fine poudre. 1g de la poudre est additionné à 10 ml d'une solution aqueuse constituée 

d’acétate d’éthyle : eau distillée (8 : 2 v/v), centrifugée à 4000 tours (1789g) pendant 15 min 

pour recueillir le surnageant. Ce processus est répété trois fois. Ensuite, le solvant est éliminé 

par évaporation (DARABPOUR et al., 2010). 

 

2.2.4. Etude de l’activité antimitotique des extraits fongiques bruts des mycoendophytes  

La méthode adoptée par SHWETA et al (2012) avec quelques modifications a été 

utilisée pour la détermination de l’activité antimitotique, en utilisant les racines d’Allium 

cepa. Des bulbes d’Allium cepa sont mis à germer dans l’eau pendant 48-72 heures, à 

température ambiante. Les extrémités des racines uniformes sont sélectionnées pour notre 

étude. Ces dernières sont mises dans les différents extraits fongiques bruts de Cladosporium, 

d’Alternaria, d’Aspergillus et de Penicillium. Des combinaisons d’extraits fongiques sont 
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réalisées à savoir : Aspergillus/Penicillium, Alternaria/Cladosporium, 

Cladosporium/Penicillium, Alternaria/Aspergillus, Cladosporium/Aspergillus et 

Alternaria/Penicillium. Nous avons considéré aussi l’extrait foliaire de Peganum harmala et 

cela pendant 48 heures pour tous les extraits. Quelques pointes de racines aussi ont été mises 

dans de la colchicine utilisée comme standard. Après 48h, les pointes des racines sont fixées 

dans une solution composée d’acide acétique et d'alcool (1:3). Les racines ainsi fixées sont 

colorées par du carmin acétique. La morphologie et le nombre de cellules sont observés au 

microscope optique (X400). Le nombre de cellules totales est estimé à 400 cellules. Ces 

cellules apparaissent dans différentes étapes de la mitose, à savoir l'interphase et prophase (P), 

la métaphase (M), l'anaphase (A) et la télophase (T) ont été enregistrées. L'indice mitotique 

est calculé selon la formule suivante (SHWETA et al., 2012; SUBHADRADEVI et al., 

2011) : 

 

                      Indice mitotique =  

 

 

2.2.5. Etude de l’activité antiproliférative des extraits fongiques bruts des 

mycoendophytes  

L’évaluation de l'activité antiproliférative de l’extrait fongique a été effectuée suivant 

le protocole de SHWETA et al. (2012), utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae comme 

modèle de cellule eucaryote. La préparation de l’inoculum de levure est réalisé dans du PDB, 

incubé à 37°C pendant 24 heures. 

Pour la détermination de la viabilité cellulaire, nous préparons 13 tubes avec dans 

chacun 2,5ml de PDB et 0,5ml d'inoculum de levure (DO=0.1 à 650nm). Dans le premier 

tube, nous rajoutons de l'eau distillée, dans le deuxième la quercétine en tant que standard 

(1mg/ml), dans le troisième la colchicine comme second standard. Dans les 10 tubes restants, 

nous additionnons les extraits fongiques bruts seuls et les différentes combinaisons d’extraits 

fongiques. Tous les tubes ont été incubés à 37°C pendant 24 heures. Après incubation, on 

rajoute dans tous les tubes du bleu de méthylène (0.1%). Le nombre de cellules ainsi que leurs 

couleurs sont observés sous microscope optique. Les cellules ovales transparentes sont des 

cellules vivantes, par contre celles colorées en bleu sont des cellules mortes. Leur comptage 

est effectué dans 16 chambres d’hémocytomètre et le nombre moyen de cellules est calculé. 

P + M + A + T 

Nombre total des cellules 
X 100 
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Le pourcentage de la viabilité cellulaire est calculé en utilisant la formule suivante (SEHGAL 

et al., 2006) : 

 

% cytotoxicité =  

 

 

2.2.6. Etude de l’activité antioxydante des extraits fongiques bruts et de l’extrait foliaire    

2.2.6.1. Test de piégeage du radical libre DPPH  

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyle) est un radical libre stable violet en 

solution. Il présente une absorbance caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 

517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en DPPH-H 

(diphényle picryl hydrazine), par un composé à propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une 

décoloration (Figure 41). L’intensité de la couleur est proportionnelle à la capacité des 

antioxydants présents dans le milieu à donner des protons (SANCHEZ-MORENO, 2002 ; 

PISOSCHI et al, 2009). 

 

 

 

Figure 41 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (CONGO, 2012). 

 

Pour l’évaluation de l’activité antioxydante, nous avons utilisé le test de piégeage du 

radical libre DPPH (SANCHEZ-MORENO et al., 1998), qui est définit par l’indice  

d’inhibition de l’activité radicalaire en pourcentage, où le contrôle positif est représenté par 

une solution d’un antioxydant standard : l’acide ascorbique, dont l’absorbance est mesurée 

dans les mêmes conditions que les échantillons (extraits de métabolites secondaires fongiques 

bruts de Cladosporium, Alternaria, Aspergillus et Penicillium, ainsi que l’extrait foliaire). La 

solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol 

Nombre de cellules mortes  

Nombre de cellules mortes + Nombre de cellules vivantes  
X 100 
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(solution DPPH à 0.002%). 50µl des solutions d’extrait fongique et foliaire, ainsi que le 

standard sont ajoutés à 1.95 ml de solution de DPPH. Le mélange est laissé à l’obscurité 

pendant 30 min. Un contrôle négatif qui contient uniquement la solution de DPPH est réalisé. 

Les absorbances sont mesurées à 517nm. Les résultats sont exprimés en pourcentage 

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

 

I%= [(Ac – At)/ Ac] x 100 

Ac : Absorbance du contrôle  

At :  Absorbance du test. 

 

Pour s’affranchir de l’influence de la concentration, la concentration inhibitrice IC50 

de l’antioxydant a été estimée, elle correspond à une réduction de 50% de l’activité du DPPH• 

dans le milieu réactionnel. La capacité antioxydante d'un composé est d'autant plus élevée que 

son IC50 est petite. L’indice IC50 montre les concentrations de l’antioxydant qui sont 

nécessaires pour faire décroitre la concentration initiale du DPPH• de 50% (SANCHEZ-

MORENO et al., 1998). Les valeurs des IC50 sont déterminées graphiquement par la 

régression linéaire. 

 

2.2.6.2. Dosage des polyphénols  

Les polyphénols sont déterminés par spectrophotométrie, suivant le protocole appliqué 

en 2007 par LI et ses collaborateurs. 200 µl d’extrait fongique ou foliaire est mélangé avec 

1ml de réactif de Folin Ciocalteu (FCR), dilué 10 fois dans de l’eau distillée. Après 4 minutes, 

800µl de carbonate de sodium (Na2CO3) à concentration de 7,5 g/l sont ajoutés. Après une 

incubation du mélange réactionnel pendant 1 à 2 heures, à température ambiante et à 

l’obscurité, l’absorbance est mesurée à 760 nm. La courbe d’étalonnage est effectuée par 

l’acide gallique à différentes concentrations (0-300µg/ml), dans les mêmes conditions. Les 

résultats sont exprimés par milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait 

sec (mg EAG/g).  

 

2.2.7. Etude de l’activité antibactérienne in vitro des mycoendophytes foliaires de 
Peganum harmala 

Conscient de l’importance que nous attribuons aujourd’hui aux recherches de 

nouvelles substances naturelles, susceptibles de présenter des activités intéressantes, nous 

nous proposons, dans ce sens, d’évaluer le potentiel de quelques champignons endophytes 
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associés aux feuilles de Peganum harmala concernant ces activités. Il s’agit d’une recherche 

préliminaire sur les potentiels antibactériens de ces champignons. 

L’émergence de la résistance aux antibiotiques, suite à l’utilisation massive et parfois 

abusive de ces derniers est devenue un réel problème de santé publique. Certaines bactéries 

manifestent un certain degré de résistance vis-à-vis des antibiotiques usuels, voire parfois une 

résistance totale à toute thérapeutique, d’où l’intérêt de rechercher de nouvelles substances 

d’origine naturelle incluant les plantes. Ainsi, un grand intérêt est porté aux propriétés 

antimicrobiennes des extraits de plantes aromatiques ainsi qu’à leurs champignons 

endophytes. 

 

2.2.7.1. Matériel bactérien  

Les souches bactériennes utilisées sont des souches pures de références connues, 

disponibles au niveau du laboratoire de microbiologie de l’université MOULOUD 

MAMMERI de Tizi Ouzou, qui sont Enterococcus faecalis (ATCC 49452), Staphylococcus 

aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (FRI 326), Staphylococcus aureus (FRI S6), 

Staphylococcus aureus (FRI 361), Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Staphylococcus 

aureus (MU 50 mecA), Staphylococcus aureus (FRI 137), Bacillus cereus (ATCC 10876) et 

Bacillus cereus (ATCC 14579) (Annexe 3).  

Une étude bibliographique a été réalisée sur ces souches afin de mettre en lumière 

leurs différentes caractéristiques, résistance aux antibiotiques ainsi que les maladies qu’elles 

génèrent.    

Staphylococcus aureus : cocci Gram-positif, c’est l’espèce la plus pathogène du genre 

Staphylococcus. Il est impliqué dans une très grande variété d’infections communautaires ou 

nosocomiales : furoncles, abcès, fascistes, arthrites septiques, ostéomyélites, septicémies, 

pneumopathies, diarrhées infectieuses, endocardites, méningites etc (VIEU, 2014). Les S. 

aureus résistantes, en particulier S. aureus MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus) tel que S. aureus (MU50) et S. aureus (ATCC 43300), sont les plus importants 

pathogènes à l’échelle mondiale (ARIVUDAINAMBI et al., 2014). 

Le staphylocoque doré ne possède aucune résistance naturelle aux antibiotiques. 

L’utilisation massive des pénicillines G et V a conduit à l’émergence de bactéries résistantes à 

ces molécules (VIEU, 2014). Plus de 80 % des souches produisent une pénicillinase 

(DAUREL ET LECLERCQ, 2008). Les S. aureus possèdent une très grande plasticité 

génétique. Sous la pression de sélection des antibiotiques, ils ont très vite acquis des gènes 
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portés par des plasmides codant pour des pénicillinases. Ces enzymes sont capables 

d’hydrolyser le cycle ß-lactame des pénicillines G, V et A (VIEU, 2014). 

         Le traitement des infections causées par ces souches est simple. Il repose sur l’utilisation 

de pénicillines semi-synthétiques, stables à l’action des pénicillinases type oxacilline ou alors, 

d’amoxicilline additionnée d’un inhibiteur de ß -lactamase type acide clavulanique (VIEU, 

2014). 

Bacillus cereus : il s’agit de bacilles Gram-positif, pouvant apparaître Gram-négatif ou 

Gram variable sur les cultures anciennes, mobiles par ciliature péritriche, poussant bien sur 

milieu ordinaire en 24 heures, aéroanaérobie, possédant une cytochrome oxydase, une 

lécithinase et une gélatinase, très hémolytique et résistant à la pénicilline G (TEYSSOU et al., 

1998). 

Les infections à B. cereus peuvent être classées en trois catégories.  

Les infections digestives surviennent dans le cadre de toxi-infections alimentaires 

collectives et déterminent deux tableaux cliniques distincts en fonction du type de toxine 

produite par la bactérie : syndrome diarrhéique lié à la production d’une entérotoxine, ou 

vomissements diffus dus à la présence d’une toxine émétisante thermostable préformée dans 

l’aliment (TEYSSOU et al., 1998) 

Les infections locales et systémiques surviennent sur des terrains prédisposés : plaies, 

blessures et effractions cutanées pour les infections locales, immunodépression pour les 

infections systémiques (TEYSSOU et al., 1998). 

B. cereus est peu sensible aux ß-lactamines, il possède une ß-lactamase chromosomique, 

inhibée par l’acide clavulanique et non par l’EDTA. Elle est responsable de la résistance 

naturelle à la pénicilline G et aux amino- et carboxypénicillines. Les céphalosporines sont peu 

actives. B. cereus produit également une carbapénémase chromosomique, inhibée par 

l’EDTA. La présence de cette enzyme est responsable de la résistance in vitro à l’imipenème 

et à de nombreuses autres ß-lactamines. En revanche, B. cereus est toujours sensible à 

l’érythromycine, à la clindamycine, au chloramphénicol, à la vancomycine, aux aminosides, 

aux cyclines et aux sulfamides. Il est naturellement résistant au triméthoprime (TEYSSOU et 

al., 1998). 

Enterococcus faecalis : c’est un coccobacille Gram-positif, commensale du tube digestif 

d’un grand nombre d’organismes, dont l’homme. D’autre part, il peut survivre de longues 

périodes dans le milieu extérieur hostile, dont la présence est considérée comme un indice de 

contamination fécale (CHINGWARU et al., 2003; FISHER et PHILLIPS,2009). Il 

n’intervient que comme pathogène occasionnel, entrainant des infections urinaires ou des 
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suppurations profondes et plus rarement, des endocardites ou des septicémies. En outre, ces E. 

faecalis sont des bactéries multi-résistantes aux glycopeptides ou aminoglycosides (comme les 

vancomycin-resistant enterococcus) et les souches virulentes expriment une exotoxine, 

appelée cytolysine, qui peut provoquer la lyse des cellules bactériennes ou eucaryotiques 

(VAN TYNE et al., 2013). 

2.2.7.2. Autre matériels et milieux utilisés  

- Boites de Pétri de 90 mm de diamètre 

- Milieu gélosé PDA (Potato dextrose agar)   

- Milieu solide MH (Mueller Hinton) 

- BHI (Brain Heart Infusion) 

- Disques d’antibiotique (chloramphénicol 30 µg)  

- Pipettes pasteur en verre 

- Ecouvillons 

- Eau distillée 

- Deux becs benzène 

- Un spectrophotomètre (UVmini-1240, uv-vis spectrophotometer, SHIMADZU). 

2.2.7.3. Méthodes utilisées  

2.2.7.3.1. La double culture de diffusion sur gélose  

Cette technique a été décrite par MANDEEL et al. (1998) et DEVARAJU et SATISH 

(2011). Les cultures de 8 jours de mycélium de mycoendophytes foliaires de Peganum 

harmala sont utilisées pour tester leur pouvoir antibactérien.  

• Préparation des mycoendophytes tests  

Les champignons endophytes préalablement isolés, identifiés et purifiés sont repiqués 

aseptiquement entre deux becs benzène, dans des boites de Pétri contenant du PDA, exempt 

d’antibiotiques et incubés à température ambiante pendant 8 jours.      

• Préparation des souches bactériennes d’essai 

Les souches bactériennes sélectionnées sont revivifiées en les repiquant aseptiquement 

sur un milieu nutritif BHI et incubées à 37°C pendant 18 à 24 h avant d’être utilisées. 
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• Préparation de l’inoculum et ajustement de la turbidité 

 L’inoculum est préparé à partir des cultures fraiches de 18 à 24h qu’on a 

préalablement réalisées. Quelques colonies bien distinctes sont prélevées à l’aide d’une 

pipette pasteur. L’inoculum est déchargé dans 100µl d’eau physiologique stérile à 0,9%. La 

densité de la suspension bactérienne obtenue est bien homogénéisée et ajustée au standard 0,5 

McFarland (soit une DO entre 0,08 et 0,1 à une longueur d’onde de 625nm, soit 108 unité 

formant colonie (UFC/ml) et utilisé dans les 15 mn de sa préparation (NAKAMURA et al., 

1999 ; VALGAS et al., 2007; DEVARAJU et SATISH, 2011). 

• Screening préliminaire de l’activité antibactérienne des mycoendophytes 

Tout d’abord, la suspension bactérienne est ensemencée aseptiquement à l’aide d’un 

écouvillon stérile sur des boites de Pétri, contenant le milieu MH. L’écouvillon est trempé dans la 

suspension bactérienne, puis essoré en le faisant tournoyer sur la paroi interne du tube afin de le 

décharger au maximum de l’excédent. Le milieu MH est frotté sur la totalité de la surface gélosée 

de haut en bas, en stries serrées en tournant la boite d’environs 60° à chaque fois, puis autour des 

bords de la boite pour une distribution uniforme de l’inoculum (SCORZONI et al., 2007). 

Des disques de 6mm de diamètre d’agar de cultures de 8 jours de nos mycoendophytes 

foliaires sur gélose PDA sont découpés aseptiquement et disposés sur gélose MH, dans les 

boites préalablement inoculées par les suspensions bactériennes (MANDEEL et al., 1998). Un 

disque d’antibiotique chloramphénicol (C : 30µg) qui est un antibiotique bactériostatique, 

thermostable avec un large spectre antibactérien qui inhibe la synthèse des protéines en agissant 

sur le ribosome bactérien, est déposé comme témoin dans chaque boite. 

Après 20mn à température ambiante et afin de permettre la diffusion des métabolites 

actives sécrétées par les mycoendophytes, les boites de Pétri sont mises à incuber à 37°C 

pendant 24 h (MANDEEL et al., 1998 ; DEVARAJU et SATISH, 2011). L’expérience a été 

répétée trois fois et les diamètres des zones d’inhibitions autour des blocs de gélose, 

correspondant à l’activité antibactérienne sont mesurés puis consignés. Dans ce premier 

screening, les disques des mycéliums des mycoendophytes foliaires ont été disposés ensemble 

dans chaque boite inoculée par les différentes souches bactériennes ainsi que le disque 

d’antibiotique control (Figure 42).     
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Figure 42 : Technique de diffusion des mycéliums de mycoendophytes foliaires de 

Peganum harmala sur gélose. 

Cl :  mycélium de Cladosporium, Al :  mycélium d’Alternaria, As : mycélium d’Aspergillus, Pe : mycélium de 

Penicillium, C : chloramphénicol 

 

2.2.7.3.2. Détection de l’activité antibactérienne des mycéliums de mycoendophytes 

foliaires sélectionnés par le screening  

Pour cette seconde manipulation, le même protocole que la première a été suivi. Cinq 

des dix souches bactériennes qui présentaient une zone d’inhibition significative avec les trois 

champignons endophytes foliaires, à savoir Alternaria, Aspergillus et Penicillium sont 

sélectionnées. Les mycéliums de mycoendophytes sont disposés chacun seul dans une boite 

de Pétri (Figure 43). 

 

Figure 43 : Technique de diffusion des disques de mycéliums de mycoendophytes 

foliaires de Peganum harmala sur gélose (un seul disque de mycélium par boite). 

 

La sensibilité des souches bactériennes testées vis-à-vis des champignons endophytes et 

de l’antibiotique est estimée en mesurant la zone d’inhibition autour de chaque disque après 

18 heures et 48 heures d’incubation. La présence de zones d’inhibition est observée autour des 

disques des mycoendophytes, produisant des métabolites antibactériens actifs contre la souche 
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test. Plus cette zone est grande, plus l'activité antibactérienne est importante (Figure 44). Le 

tableau XIV permet d’évaluer le degré de sensibilité des bactéries à un antibiotique donné et 

de qualifier par conséquent le spectre d’action de l’antibiotique vis-à-vis des bactéries. 

Tableau XIV : Normes utilisées dans l’expression de la sensibilité des bactéries au 

chloramphénicol avec des disques de 6 mm de diamètre (RAVELOMANANTSOA, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Schéma récapitulatif de la technique de double diffusion sur gélose. 

Diamètre de la zone d’inhibition (ZI) en mm Sensibilité des bactéries 

      ZI < 7 
7 < ZI < 9 

ZI > 9 

Résistant 
Sensible 

Très sensible 

Champignons Souches bactériennes 

Repiquage des champignons 
sur du PDA 

Incubation pendant 5 jours à 
température ambiante 

Prélèvement de disques de 
gélose de 6 mm de diamètre 

Revivification des souches sur 
milieu BHI gélosé 

Incubation pendant 18 à 24 h 

Ajustement de la turbidité de 
l’inoculum dans des tubes au 
standard 0,5 de McFarland 

Ecouvillonnage de l’inoculum sur milieu MH et dépôts 
des blocs sur le tapis bactérien   

10 minutes à température ambiante  

Incubation 18h à 37°C  

Mesure des diamètres d’inhibitions   

Incubation 48h à 37°C  

Dans les 15mn 
d’ajustement 
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2.2.8. Analyse statistique 
 

L’étude statistique est réalisée avec le logiciel d’analyse et de traitement statistique : 

STATBOX 6.40. Les indices mitotiques et les pourcentages de cytotoxicité sont calculés. Des 

ANOVA sont réalisées afin de mettre en évidence la signification des différences obtenues 

entre les extraits et les standards utilisés. Un test complémentaire de comparaisons multiples 

des moyennes est réalisé pour classer les différents extraits fongiques testés en groupes 

homogènes. Le test est réalisé afin de mettre en évidence le pouvoir antimitotique et 

antiprolifératif des extraits de champignons endophytes foliaires de Peganum harmala et les 

standards utilisés, de mettre en évidence les différences potentielles d’efficacité entre les 

extraits fongiques et des éventuelles interactions qui peuvent y avoir entre ces 

mycoendophytes. 

Les IC50 des extraits fongiques et de l’extrait foliaire ont été calculé ainsi que la 

teneur en polyphénols de ces derniers. Des analyses statistiques de variance (ANOVA) ont été 

réalisées afin de mettre en évidence les résultats obtenus avec les différents extraits ainsi 

qu’avec les standards utilisés. De même pour mettre en évidence les différences entre les 

zones d’inhibitions des différents mycoendophytes vis-à-vis de chacune des souches 

bactériennes testées. La différence entre les activités antibactériennes des quatre champignons 

endophytes testés, mais aussi entre ces derniers et l’antibiotique utilisé a été considérée 

statistiquement significative lorsque la valeur de p est ≤ 0.05 (Annexe 2). De ce fait, un test 

complémentaire de comparaisons multiples des moyennes (Newman-Keuls) a été réalisé pour 

classer les champignons en groupes homogènes, afin de mettre en évidence le comportement 

des champignons endophytes foliaires de Peganum harmala et de l’antibiotique testés vis-à-

vis des souches bactériennes, de mettre en évidence les différences potentielles d’efficacité 

entre les champignons et des éventuelles interactions qui peuvent y exister. 

 
2.3. Résultats et discussions 

2.3.1. Activité antimitotique 

Les essais antimitotiques ont révélé que les extraits de métabolites secondaires 

fongiques bruts des différents genres, ainsi que les différentes combinaisons présentent une 

inhibition de la division des cellules méristématiques, à différents stades du cycle cellulaire. 

Comparativement aux différentes phases mitotiques normales (Figure 45), nous avons 

constaté un rétrécissement des cellules, une distribution chromosomique anormale à la 
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métaphase, des agglutinations chromosomiques à l’anaphase, une dégénérescence 

chromosomique ainsi que des cellules gigantesques (Figure 46).  

 

                        

Figure 45 : Phases mitotiques normales (X3100).  

A) Interphase, B) Métaphase, C) Anaphase 

 

           

          

Figure 46 : Anomalies chromosomiques, nucléaires et cellulaires (X1440). 

A) distribution anormale des chromosomes après métaphase, B) dégénérescence  et agglutination 

chromosomique, C) Allongement des cellules et rétrécissement du noyau, D) cellule gigantesque avec  large 

noyau, E) Agglutinations chromosomiques, F) Ponts et Agglutinations chromosomiques. 

 

A B C 

A B C 

D E F 
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Les indices mitotiques retrouvés sont de 32,30% pour l’extrait brut de Cladosporium, 

32,15% pour l’extrait brut d’Alternaria, 43,80% pour l’extrait brut d’Aspergillus, 42,50% 

pour l’extrait brut de Penicillium, 32,05% pour l’extrait brut d’Aspergillus/Penicillium, 

30,85% pour l’extrait d’Alternaria/Cladosporium, 33,45% pour Alternaria/Penicillium, 

37,15% pour Cladosporium/Aspergillus, 27,95% pour Cladosporium/Penicillium, 28,60% 

pour Alternaria/Aspergillus, 34% pour l’extrait de colchicine, tandis que le témoin non traité a 

montré un indice de 79,95% (Figure 47).  

 

 

Figure 47 : Les indices mitotiques des différents extraits testés. 

 

Des ANOVA réalisées entre le témoin non traité, la colchicine prise comme standard 

et les différents extraits fongiques montrent une différence hautement significative entre ces 

valeurs (p=0.00). Les comparaisons multiples des moyennes ont révélé la formation de 

plusieurs groupes. Le groupe A est représenté par deux extraits fongiques, dont l’effet 

antimitotique est le plus élevé et donc plus élevé que la colchicine, à savoir l’extrait 

Cladosporium/Penicillium et Alternaria/Aspergillus. Le groupe AB est représenté par le 

standard : la colchicine, ainsi que les extraits fongiques d’Alternaria, Cladosporium, 

Alternaria/Cladosporium, Aspergillus/Penicillium, Alternaria/Penicillium. Ceci confirme leur 

action dans l’inhibition de la mitose au même titre que la colchicine. Pour ce qui est de 

l’extrait combiné Cladosporium/Aspergillus, il appartient au groupe BC. Le groupe C 

regroupe les extraits possédant l’effet antimitotique le plus faible. Il est représenté par les 

extraits fongiques de Penicillium et d’Aspergillus (Tableau XV).  
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Ces résultats indiquent que les extraits combinés Cladosporium/Penicillium et 

Alternaria/Aspergillus possèdent un effet antimitotique meilleur que celui de la colchicine 

utilisé comme standard, comparativement aux extraits fongiques de Penicillium et 

d’Aspergillus utilisés seuls, avec un effet antimitotique plus faible. Les extraits fongiques 

d’Alternaria et de Cladosporium avaient quant à eux, un effet antimitotique similaire au 

standard sur les cellules méristématiques d’Allium cepa. Ceci montre les synergies entre ces 

champignons endophytes dans l’inhibition de la mitose. 

 

Tableau XV : Comparaison des moyennes des indices mitotiques des différents 

extraits des mycoendophytes foliaires de Peganum harmala. 

ES : Erreur Standard. 

Les mycoendophytes concernés produisent des métabolites secondaires à activité 

antimitotique. En effet, les souches d’Alternaria sont endophytes au niveau foliaire et leurs 

métabolites présentent une variété d'activités biologiques : phytotoxiques, cytotoxiques et 

antimicrobiennes (BRASE et al., 2009; TSUGE et al., 2013). Cependant dans notre étude, les 

associations synergiques entre Cladosporium et Penicillium, mais aussi entre Alternaria et 

Aspergillus montrent un pouvoir antimitotique meilleur, ceci est dû probablement à la 

synthèse simultanée de métabolites secondaires fongiques à effet antimitotique. Ce qui nous 

amène à dire que les métabolites secondaires d’Alternaria et de Cladosporium possèdent une 

activité similaire à celle de la colchicine dans l’inhibition de la mitose. Un grand nombre 

d’agents anticancéreux naturels sont issus de champignons endophytes. Le taxol est un 

Extraits testés Indices mitotiques (%) ± ES 

Témoin (-) 79,95 ± 2.64 

Aspergillus 43,80 C ± 1.76 

Penicillium 42,50 C ± 1.04 

Cladosporium/Aspergillus 37,15 BC ± 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 
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diterpénoïde qui agit contre les cellules tumorales en améliorant l'assemblage des 

microtubules et en inhibant leur dépolymérisation. Il a été extrait à partir d’endophytes, 

Taxomyces andreanae (STIERLE et al., 1993), Pestalotiopsis microspora (LI et al., 1996), 

Alternaria  alternata, Periconia sp., Pithomyces sp. Chaetomella raphigera, Monochaetia sp. 

et Seimatoantlerium nepalense (VISALAKCHI et MUTHUMARY, 2010). 

Vingt genres de champignons endophytes (Alternaria, Aspergillus, Botryodiplodia, 

Botrytis, Cladosporium, Ectostroma, Fusarium, Metarhizium, Monochaetia, Mucor, 

Nigrospora, Ozonium, Papulospora, Periconia, Pestalotia, Pestalotiopsis, Phyllosticta, 

Pithomyces, Taxomyces et Tubercularia) ont la capacité de produire du paclitaxel et ses 

analogues tels que la baccatine III ou la 10-déacétylbaccatine III (ZHAO et al., 2011). Le 

mode d'action du paclitaxel se liant à la tubuline-β spécifiquement, empêche leur 

dépolymérisation au cours des processus de division cellulaire, ce qui fait de lui un agent 

efficace contre les cancers de la prostate, des ovaires, du sein et des poumons (SCHIFF et al., 

1979 ; WANG et al., 1999). 

D’après CHANNABASAVA et GOVINDAPPA (2014), l’extrait de métabolites 

secondaires fongiques d’Aspergillus niger contient du lapachol et montre la même activité 

antimitotique que le taxol, qui est un agent anticancer. SADANANDA et al. (2011) ont 

principalement rapporté que le lapachol est produit par des champignons endophytes 

(Aspergillus niger et Alternaria alternata).  CHANNABASAVA et GOVINDAPPA (2014) 

montrent que le lapachol est produit aussi par des champignons endophytes type Aspergillus 

sp, Alternaria sp et Penicillium sp.  GOVINDAPPA et al. (2014) obtiennent un indice 

mitotique de 30,6% pour l’extrait éthanolique d’Alternaria alternata endophyte de Tabebuia 

argentea. Cela va dans le même sens que nos résultats, avec l’extrait d’acétate d’éthyle 

d’Alternaria, endophyte foliaire de Peganum harmala. Des résultats similaires ont été 

observés avec des extraits de plantes d’Ocimum gratissimum, Morinda lucida (BERNICE et 

al., 2009) et les endophytes Fusarium oxysporum, Trichothecium sp. (SADANANDA et al., 

2013) et Aspergillus niger (CHANNABASAVA et GOVINDAPPA, 2014). L'extrait fongique 

a montré une activité antimitogène potentielle en induisant des changements structurels dans 

les chromosomes.  

 

2.3.2. Activité antiproliférative   
Les essais antiprolifératifs sur Saccharomyces cerivisiae révèlent une inhibition de la 

croissance cellulaire pour les échantillons traités avec les extraits fongiques ainsi que pour les 
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échantillons traités avec les deux standards (colchicine et quercetine). Le phénomène de 

nécrose cellulaire (la cellule deverse son contenu cytoplasmique à l’extérieur) a été observé au 

niveau des levures traitées par l’extrait d’Alternaria et l’extrait combiné 

Alternaria+Penicillium (Figure 48).  

       

Figure 48 : Action des extraits fongiques bruts des mycoendophytes foliaires de Peganum 

harmala sur Saccharomyces cerivisiae (X2000). 

A : contrôle (sans aucun extrait fongique). B : levure traitée avec l’extrait fongique (les cellules colorées sont des 

cellules mortes avec des débris cellulaires). C : début de nécrose cellulaire chez la levure traitée par l’extrait 

d’Alternaria et Alternaria/Penicillium. 

 

Les pourcentages de cytotoxicité des extraits fongiques bruts sont estimés à 43.75% 

pour Cladosporium, 54,08% pour Alternaria, 36,24% pour Aspergillus, 49,64% pour 

Penicillium, alors que celui de la quercetine est de 48,16% et celui de la colchicine de 

57,21%. En revanche, les pourcentages de cytotoxicité observés pour les différentes 

combinaisons d’extraits fongiques sont les suivants : pour 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/Penicillium : 46,44% (Figure 49). 

(A) (B)  (C) 
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Figure 49 : Pourcentages de cytotoxicité des différents extraits testés. 

Les pourcentages de cytotoxicité des extraits fongiques bruts testés sont donnés dans 

le tableau XV. Des ANOVA réalisées entre le témoin non traité, la colchicine et la quercétine 

prises comme standards, ainsi que les différents extraits fongiques testés montrent une 

différence hautement significative entre ces mesures (p=0,00). Ceci confirme leur action 

cytotoxique différente sur la prolifération cellulaire. Les comparaisons multiples des 

moyennes ont révélé la formation de différents groupes. L’extrait d’Aspergillus appartient au 

groupe A et l’extrait de Cladosporium au groupe AB. Le groupe BC regroupe respectivement 

les extraits combinés Cladosporium/Penicillium et Aspergillus/Penicillium. Le groupe BCD 

est représenté par la quercétine, qui est un flavonoïde à effet antiprolifératif. Quant au groupe 

BCDE, il est représenté par l’extrait fongique de Penicillium. L’extrait combiné 

Alternaria/Aspergillus appartient au groupe BCDEF. Le groupe CDEF est constitué de 

l’extrait fongique combiné Aspergillus/Cladosporium. Pour l’extrait d’Alternaria, il 

appartient au groupe DEF. Pour l’extrait combiné Alternaria/Cladosporium, il appartient 

quant à lui au groupe EF. Enfin, le groupe F est représenté par la colchicine et l’extrait 

fongique combiné Alternaria/Penicillium. Ces derniers représentent les indices les plus 

élevés, ce qui confirme leur cytotoxicité sur les cellules de levure, empêchant ainsi leur 

prolifération (Tableau XVI). 
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Tableau XVI : Comparaison des moyennes des pourcentages de cytotoxicité des 

différents extraits des mycoendophytes foliaires de Peganum harmala. 

Extraits testés Pourcentages de cytotoxicité ± ES 

Alternaria/Penicillium 57.33 F ± 0.77 

Colchicine 57.21 F ± 1.25 

Alternaria/Cladosporium 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 standard. 

Saccharomyces ceriviseae est l’organisme modèle pour mettre en lumière la mort 

cellulaire des cellules eucaryotes et identifier les altérations du cycle cellulaire en cours. C’est 

ce qui a été observé pour le lapachol isolé d’Aspergillus niger endophyte de Tabebuia 

argentea (CHANNABASAVA et GOVINDAPPA, 2014). En outre, le test de comparaison 

des moyennes des indices de cytotoxicité a révélé que les extraits : Alternaria, 

Alternaria/Cladosporium, Alternaria/Aspergillus, Aspergillus/Cladosporium et 

Alternaria/Penicillium ont un indice cytotoxique similaire à celui de la colchicine qui possède 

l’indice le plus élevé. Par ailleurs, l’extrait de Penicillium, d’Alternaria/Aspergillus, 

Aspergillus/Penicillium et Cladosporium/Penicillium ont un indice cytotoxique similaire à la 

quercétine dont l’indice de cytotoxicité est moins important que celui de la colchicine. Ceci 

confirme que ces extraits fongiques, ainsi que leurs associations se comportent soit comme les 

flavonoïdes ou les alcaloïdes que les mycoendophytes synthétisent dans les feuilles de la 

plante hôte. 

Dans notre étude, la plupart des cellules sont mortes et les débris cellulaires ont été 

observés en raison de la toxicité de l’extrait fongique d’Alternaria ainsi que l’association 

Alternaria + Penicillium similaire à la cytotoxicité de la colchicine, confirmant ainsi la 
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toxicité des feuilles de Peganum harmala. Nous avons observé ainsi le phénomène de nécrose 

suite à cela. Des résultats similaires sont rapportés en utilisant des lignées de cellules 

cancéreuses à l'aide d'extraits de plantes (YU et al., 2007 ;TÜRK et al, 2011). Le genre 

Alternaria est capable de produire le taxol à partir des taxanes, tel que rapporté par CARUSO 

et al. (2000). Ces souches endophytiques sont productrices aussi d’alcaloïdes type vinblastine 

(GUO et al., 1998). 

Les métabolites secondaires produits par ces champignons possèdent une activité 

similaire à celle de la colchicine dans l’inhibition de la mitose ainsi que la prolifération 

cellulaire. Ce qui nous incite à exploiter cette piste afin de trouver des molécules bioactives, 

qui peuvent inhiber la prolifération des cellules tumorales. La caractérisation chimique est 

nécessaire pour identifier ces composés et leur mécanisme d'action.  

Les endophytes sont maintenant reconnus comme sources importantes d'une variété de 

métabolites secondaires structurellement nouveaux et biologiquement actifs, y compris les 

terpènes, les stéroïdes, les alcaloïdes et les dérivés des isocoumarines (YA-TUAN et al., 

2010). Les enzymes et les médicaments dérivés d’endophytes ont montré des applications 

dans la médecine, l'agriculture et l'industrie (ZAFERANLOO et al., 2014). 

 

2.3.3. Activité antioxydante 

Nos essais sur les activités antioxydantes révèlent que les extraits de mycoendophytes 

foliaires et l’extrait de feuilles de Peganum harmala sont dotés d’un pouvoir antiradicalaire 

faible. Leurs IC50 montre l’activité antioxydante la plus élevée pour l’extrait fongique 

d’acétate d’éthyle de Penicillium (IC50=1,065±0.003mg/ml), suivie de celle de l’extrait 

d’Aspergillus (5,95±0.05mg/ml). Pour l’extrait d’Alternaria, elle est de 6.14±0.07mg/ml, de 

même pour l’extrait foliaire avec une IC50 de 6,15±0.01mg/ml. Par ailleurs, l’extrait de 

Cladosporium montre une faible activité antioxydante, avec une IC50 de 8,56±0.14mg/ml 

(Tableau XVII).  

Les résultats enregistrés et les ANOVA réalisées entre les IC50 des extraits fongiques, 

de l’extrait foliaire ainsi que le standard (acide ascorbique) indiquent une différence 

hautement significative (p=0,00) entre les IC50 des différents extraits. Par ailleurs, les 

ANOVA entre IC50 de l’extrait Cladosporium et l’extrait foliaire montre une différence 

significative (p=0,01), entre IC50 de l’extrait Alternaria et l’extrait foliaire il n’y a aucune 

différence significative (p=0,93), de même que pour l’extrait Aspergillus et l’extrait foliaire 
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(p=0,13). En outre, pour IC50 de l’extrait Penicillium et l’extrait foliaire, la différence est 

hautement significative (p=0,00). Le résultat obtenu pour l’IC50 du genre Penicillium est en 

accord avec les résultats trouvés par JAKOVLJEVIC et al. (2014) où la valeur IC50 contre le 

radical DPPH était de 0,974 mg/ml pour Penicillium fumiculosum et 1,336 mg/ml pour 

Penicllium chrysogenum. Ces résultats indiquent que l'extrait d’acétate d’éthyle du 

champignon testé pourrait être utilisé dans le piégeage du radical libre DPPH, en le 

transformant en produits stables. Les molécules antioxydantes extraites par l’acétate d’éthyle 

sont synthétisées beaucoup plus par Penicillium, mycoendophyte foliaire que par la feuille de 

Peganum harmala et ceci en présence de tous les autres champignons endophytes. 

Néanmoins, ces résultats restent relativement faibles par rapport à l’acide ascorbique, dont la 

valeur IC50 est de l’ordre de 0,127±0.002mg/ml. Ceci est dû à sa capacité de céder 

l’hydrogène traduisant son important effet antioxydant (DE POOTER et SCHAMP, 1986).  

Tableau XVII : IC 50 des différents extraits  

Différents 

extraits 

Extrait 

Cladosporium 

Extrait 

Alternaria 

Extrait 

Aspergillus 

Extrait 

Penicllium 

Extrait 

Foliaire 

Acide 

Ascorbique 

IC50 

(mg/ml) 
8.56±0.14 6.14±0.07 5.95±0.05 1.065±0.003 6.15±0.01 0.127±0.002 

 

Les champignons endophytes ont été isolés des feuilles de Peganum harmala en 

saison printanière à dayate Aiat (Laghouat, Algérie), qui est une zone à climat aride. 

L’extraction des métabolites à partir des champignons endophytes est affectée par divers 

facteurs, tels que la saison de la collecte de l'échantillon, les conditions climatiques et la 

situation géographique (SHUKLA et al., 2014).  L'activité antioxydante des extraits végétaux 

dépend essentiellement du taux des polyphénols accumulés durant le cycle végétatif de la 

plante (BURDA et OLESZEK, 2001). Il est possible que divers métabolites végétaux 

pourraient être des produits synthétisés par leurs endophytes (KUSARI et al., 2012c). 

Le type de solvant joue un rôle important dans l’extraction des composés phénoliques 

et des molécules antioxydantes. Cependant, nos extraits fongiques endophytiques (Alternaria,  

Aspergillus et Cladosporium) ainsi que l’extrait foliaire de Peganum harmala ont montré une 

activité antioxydante faible par rapport à l’extrait fongique du genre Penicillium. Cela peut 

être dû à la nature des molécules extraites avec l’acétate d’éthyle. C’est un solvant sélectif 

pour les composés phénoliques de bas poids moléculaires (PREMJANU et JAYNTHY, 
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2014). L’activité antioxydante des extraits de champignons endophytes et de l’extrait foliaire 

est due à la présence des composés phénoliques dans ces derniers. En effet, nos résultats 

indiquent des teneurs en polyphénols différentes pour les différents extraits, à savoir l’extrait 

de Cladosporium avec 0,680±0,049mg/ml, l’extrait d’Alternaria avec 0,349±0,003mg/ml, 

d’Aspergillus avec 0,914±0,004mg/ml et l’extrait foliaire avec 0,020±0,001mg/ml. Par 

ailleurs, l’extrait de Penicillium présente une teneur en polyphénols importante par rapport 

aux autres, elle est de 4,143±0,007mg/ml (Figure 50).  

Pour ce faire, des ANOVA ont été réalisées entre la teneur en polyphénols des 

différents extraits fongiques testés et l’extrait foliaire de Peganum hamala. Les résultats 

révèlent une différence hautement significative entre la teneur en polyphénols des extraits 

fongiques (Alternaria, Aspergillus et Penicillium) et celle de l’extrait foliaire (p=0,00), il en 

est de même entre les différents extraits fongiques et l’extrait foliaire aussi. En outre, la 

différence est significative entre la teneur en polyphénols de l’extrait Cladosporium et 

l’extrait foliaire (p=0,01). 

 

     Figure 50 : Teneur en polyphénols des extraits fongiques bruts et l’extrait foliaire. 

 

Nos résultats confirment que les mycoendophytes : Cladosporium, Alternaria et 

Aspergillus sont une source potentielle mais limitée de composés naturels antioxydants au 

même titre que la plante et avec une faible activité antioxydante, vu que Peganum harmala est 

une plante toxique, non comestible. Ces métabolites secondaires peuvent être produits par des 

entités associées sur le plan écologique et servent à de nombreuses fonctions physiologiques 
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communes entre la plante et ces microorganismes (NICOLETTI et FIORENTINO, 2015). Par 

ailleurs, Penicillium a montré une activité antioxydante par rapport aux autres champignons 

endophytes, avec une teneur importante en polyphénols (4,143±0,007mg/ml). Les résultats 

obtenus par GOVINDAPPA et al. (2013) ont montré que les extraits méthanoliques de 

champignons endophytes de Tabebuia argentea révèlent des activités antioxydantes plus 

élevées que les extraits chloroformiques. De plus, cette étude a démontré que les 

mycoendophytes : Aspergillus niger et Penicillium sp. sont une source importante de 

composés phénoliques à activité antioxydante. SADANANDA et al. (2011) ont montré que 

les champignons endophytes Aspergillus niger et Penicillium sp de Tabebuia sp possédent des 

propriétés biologiques relatives aux mécanismes antioxydants. Quant à FERNANDES et al. 

(2009), ils ont mis en évidence une activité antioxydante chez Alternaria alternata 

mycoendophyte du Coffea arabica L. Pour RAVINDRAN et al. (2012), Aspergillus flavus, 

champignon endophyte dominant chez les espèces de Mangrove, a un potentiel antioxydant. 

KHENNOUF et al. (2010) ont rapporté que les champignons endophytes Phoma, 

Cladosporium et Chaetomium montrent une activité antioxydante. 

 

  Resveratrol est une stilbène phytoalexine produite par de nombreuses plantes en 

réponse au stress biotique et abiotique. C’est aussi un neutraceutique réputé par ses propriétés 

antioxydantes (PANGENI et al., 2014). Un certain nombre de souches endophytes de Vitis 

vinifera et de Vitis quinquangularis appartenant aux genres Alternaria, Aspergillus, 

Botryosphaeria, Cephalosporium, Geotrichum, Mucor et Penicillium ont été identifiés et sont 

capables de produire ce composé. Cependant, une seule souche d’Alternaria conserve cette 

capacité après des cycles répétés de culture (SHI et al., 2012). Une autre souche d’Alternaria 

endophyte foliaire synthétise l'acide cajaninstilbene, qui 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 montré une activité antibactérienne plus ou 

moins importante contre au moins une souche bactérienne test (Annexe 4). Les diamètres des 

zones d’inhibition mesurés vont de 0 à 15,33±3,32 mm (Tableaux XVIII et XIX). 

Dans notre première manipulation, nous avons constaté que le genre Cladosporium n’a 

pas eu un effet inhibiteur notable sur la croissance des différentes souches bactériennes. Ce 

qui nous a poussés à nous en séparer dans la seconde manipulation. L’activité antibactérienne 
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a été plus marquée chez Alternaria dans les deux manipulations. Ce genre a montré un 

pouvoir antibactérien contre la souche Staphylococcus aureus MU 50 mecA, sur laquelle les 

autres mycoendophytes n’ont eu aucun effet, avec une zone d’inhibition assez importante 

(14,33±00 mm). Il a montré aussi une importante activité dans la première manipulation vis-à-

vis des deux souches bactériennes Bacillus cereus ATCC 10876 et Bacillus cereus ATCC 

14579, avec des zones d’inhibition respectives de 12±00 mm et 15,33±3,32 mm (Figure 51, 

Tableaux XVIII et XIX). 

 

 

 

 

Figure 51 : Activité antibactérienne des quatre champignons endophytes et de l’antibiotique 

sur S. aureus MU 50 mec A, B. cereus ATCC 10876 et B. cereus ATCC 14579 dans la 

première manipulation. 

 

Les moyennes des zones d’inhibitions ont diminué dans la seconde manipulation vis-

à-vis de ces deux dernières, lorsque le champignon était déposé seul avec des zones 

respectives de 9,00±1,67 et 10,00 mm (Figure 52, Tableaux XVIII et XIX). 

              

                    B. cereus ATCC 10876                                         B. cereus ATCC 14579 

 

Figure 52 : Activité antibactérienne du genre Alternaria et de l’antibiotique dans la seconde 

manipulation sur B. cereus ATCC10876 et B. cereus ATCC 14579. 

 

S. aureus MU 50 mec A  B.cereus ATCC 10876 B.cereus ATCC 14579 

Al   Al   
ATB  ATB  
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Le genre Alternaria n’a pas réagi vis-à-vis des souches bactériennes Enterococcus 

faecalis ATCC 494552, Staphylococcus aureus FRI S6 et S. aureus FRI 361 dans la première 

manipulation, mais des zones plus ou moins importantes sont apparues dans la seconde 

manipulation avec des zones d’inhibitions respectives de 14,00±0.81mm, 9,66±1,24 mm et 

8,66±0,46mm. Ces résultats suggèrent que le genre Alternaria possède des composés bioactifs 

qui inhibent le développement bactérien avec des effets plus ou moins importants. En 

comparant l’activité d’Alternaria dans les deux manipulations, nous avons constaté que les 

zones d’inhibitions sont plus élevées vis-à-vis des deux souches Bacillus cereus dans la 

première manipulation lorsqu’il était avec les autres mycoendophytes dans la même boite de 

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

champignons et qui ont pu amplifier leur pouvoir antibactérien. Ces derniers se sont mieux 

exprimés et ont réagi positivement contre ces souches bactériennes. D’un autre côté, le genre 

Alternaria n’a pas réagi dans la première manipulation vis-à-vis de certaines souches, par 

contre, il s’est exprimé dans la seconde quand il était seul. Ceci peut être lié aux effets de 

métabolites excrétés par les différents mycoendophytes qui ont entravé mutuellement leurs 

activités respectives et empêché l’expression des métabolites bioactifs du genre Alternaria. 

Nous pouvons penser aussi que la sensibilité des souches bactériennes aux métabolites 

bioactifs des mycoendophytes et à leurs concentrations peut changer en fonction de la 

présence simultanée de ces derniers et de l’antibiotique. 

 

Tableau XVIII : Inhibition de la croissance des souches bactériennes par les 

mycoendophytes foliaires de Peganum harmala dans le premier screening. (n=3, moyenne ± 

erreur standard). 

 Cladosporium Alternaria Aspergillus Penicillium ATB 

Enterococcus faecalis ATCC 49452 - - 8,00 ± 00 - 29,10 ± 0,33 

S. aureus ATCC 25923 - - 7,00 ± 00 - 33,44 ± 2,67 

S. aureus FRI 326 - - - - 34,77 ± 2,43 

S. aureus FRI S6 - - 6,00 ± 00 - 34,77 ± 0,15 

S. aureus FRI 361 7,00 ± 00 - - 9,33 ± 1,33 35,11 ± 1,76 

S. aureus ATCC 43300 - - - - 35,44 ± 2,31 

S. aureus MU 50 mec A - 14,33 ± 00 - - 32,32 ± 0,46 

S. aureus FRI 137 - - 8,00 ± 00 - 35,21 ± 0,78 

Bacillus cereus ATCC 10876 - 12 ± 00 8,00 ± 00 12,16 ±3,83 32,88 ± 4,56 

Bacillus cereus ATCC 14579 10 ± 00 15,33 ± 3,22 9,33 ± 00 7,66 ± 00 38,66 ± 2,67 
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Tableau XIX : Inhibition de la croissance des souches bactériennes par les mycoendophytes 

dans le second dépistage (n=3, moyenne ± erreur standard). 

 

     Zone d’inhibition (mm) 
 Enterococcus 
faecalis ATCC 

49452 

S. aureus 
FRI S6 

S. aureus 
FRI 361 

Bacillus cereus 
ATCC 10876 

 Bacillus 
cereus ATCC 

14579 
Alternaria  14.00±0,81 9.66 ±1,24 8.66 ±0,46 9.00 ±1,63 10.00± 00 
Aspergillus  10.66 ±1,24 10.00 ±1,81 - 8.66 ±0,46 7.00± 00 
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 34.33 ± 0,46 
 

 

Les souches Enterococcus faecalis ATCC 494552, S. aureus ATCC 25923, 

Staphylococcus aureus FRI S6, S. aureus FRI 137, B. cereus ATCC 10876, B. cereus ATCC 

14579 ont été plus ou moins sensibles au genre Aspergillus, avec des zones d’inhibitions 

respectives de 8,00±00 mm, 7,00±00 mm, 6,66±00 mm, 8,00±00 mm, 8,00±00 mm et 

9,33±00mm. Ces résultats ont été mis en évidence dans la seconde manipulation avec des 

zones d’inhibition un peu plus importantes contre Enterococcus faecalis ATCC 494552, 

Staphylococcus aureus FRI S6 (Figure 53) et Bacillus cereus ATCC 10876 (10.66±1.24mm et 

10,00±1,81mm, 8,66±0,46 mm respectivement). L’activité d’Aspergillus a légèrement 

diminué vis-à-vis de Bacillus cereus ATCC 14579 (Tableaux XVII et XVIII). Par contre, 

aucune activité n’a été détectée vis-à-vis de Staphylococcus aureus FRI 361 dans les deux 

manipulations. Ce qui veut dire que cette dernière n’est pas sensible aux métabolites bioactifs 

excrétés par le genre Aspergillus (Tableaux XVIII et XIX). 

 

                                

Figure 53 : Activité antibactérienne du genre Aspergillus et de l’antibiotique dans la seconde 

manipulation sur S. aureus FRI 6. 

 

 As 
ATB  
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Quant au genre Penicillium, il n’a montré un effet antibiotique qu’à l’encontre des 

souches de S. aureus FRI 361, B. cereus ATCC 10876 et B. cereus ATCC 14579 

(9,33±1,33mm, 12,16±3,83mm et 7,66±00mm respectivement) et aucun effet vis-à-vis des 

autres souches testées dans la première manipulation. Ces résultats ont été confirmés dans la 

seconde manipulation. 

 

En revanche, les quatre champignons endophytes n’ont montré aucune zone 

d’inhibition, donc leurs métabolites secondaires sont sans effets sur les souches bactériennes 

S. aureus ATCC 43300, S. aureus FRI 326 (Figure 54). 

 

                                           

                                   S. aureus ATCC 43300                      S. aureus FRI 326 

Figure 54 : Activité des quatre champignons endophytes et de l’antibiotique vis-à-vis des 

souches S. aureus ATCC 43300 et S. aureus FRI 326, dans la première manipulation. 

 

La souche S. aureus MU 50 mecA n’a été sensible qu’au genre Alternaria avec une 

zone de 14±00mm. De même pour la souche S. aureus FRI 137, qui elle n’a réagi qu’à 

l’encontre du genre Aspergillus, avec une petite zone d’inhibition (8±00mm). Ce qui nous a 

amené à ne pas utiliser ces souches dans la seconde manipulation. 

Toutes les souches bactériennes ont montré une très grande sensibilité au contact de 

l’antibiotique chloramphénicol (30µg) avec des zones d’inhibition très importantes (Tableaux 

XVIII et XIX). 

Tous les champignons ont montré des zones d’inhibition donc une activité 

antibactérienne vis-à-vis des deux souches de B. cereus. Ces souches sont plus ou moins 

sensibles à ces champignons et sont les plus sensibles des bactéries utilisées. En revanche, 

aucun mycoendophyte n’a montré d’activité vis-à-vis de la souche Staphylococcus aureus 

ATCC 43300 résistante à la méticilline (MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus). 

En outre, le mycoendophyte du genre Alternaria seul a eu un effet antibactérien contre un 
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autre MRSA (Staphylococcus aureus MU50 mecA). Ce ci peut-être dû au fait que ce 

champignon a eu des synergies ou des interactions avec les autres champignons qui cohabitent 

avec lui dans la même boite de Pétri. Ainsi, les différents champignons se sont mieux 

exprimés dans la seconde manipulation, quand ils étaient déposés séparément. 

D’une manière générale, les mycoendophytes secrètent dans leurs milieux de culture 

des métabolites secondaires bioactifs (GIMENEZ et al., 2007). L’acide 3- nitropopionique par 

exemple, secrété par certains champignons endophytes exhibe une importante activité 

antimycobactérienne (CHOMCHEON et al., 2005). Nos résultats ont clairement montré que 

les champignons endophytes isolés des feuilles de Peganum harmala produisent des 

métabolites secondaires antibactériens durant la phase stationnaire de leur croissance 

(environs 8 jours d’incubation) et sont capables d’inhiber un large spectre de bactéries 

pathogènes. Ils ont montré aussi qu’il existait une corrélation entre la présence simultanée des 

champignons endophyte ensemble et leurs activités vis-à-vis des souches bactériennes. Un 

important effet antibactérien donné par le genre Alternaria a été observé. En effet, 

ARIVUDAINAMBI et al. (2014) ont affirmé que les endophytes Alternaria spp., exhibent 

une variété de métabolites bioactifs tel que des phytotoxines, cytotoxines et des composés 

antimicrobiens. Ils produisent des alcaloïdes comme l’altersetine, qui montre une activité 

antibactérienne vis-à-vis de différentes bactéries Gram-positif pathogènes (HELLWIG et al., 

2002). 

DEVARAJU et SATISH (2011) ont testé l’activité antibactérienne des métabolites 

secondaires de Fusarium sp. isolé de Mirabilis jalapa par la technique de double culture de 

diffusion sur gélose et ont noté des zones d’inhibition de 19 mm vis-à-vis de Staphylococcus 

aureus et de 14 mm pour Xanthomonas oryzae pv oryzae. Des travaux de Mandeel et al. 

(1998) avec la même technique sur les activités antibactériennes de différentes espèces de 

Fusarium ont aussi révélé des effets vis-à-vis de souches bactériennes Gram positif et négatif. 

Pour les deux études, les champignons ont réagi mieux à l’encontre des bactéries Gram 

positif.   

 Nos champignons comme la plupart des champignons endophytes de plantes, en 

particulier des plantes médicinales, produisent des métabolites secondaires aux effets 

antimicrobiens qui peuvent inhiber le développement de certaines bactéries avec des effets 

variables (KAUL et al., 2012 ; ARIVUDAINAMBI et al., 2014). Nous avons aussi eu 

connaissance dans la littérature des pouvoirs antimicrobiens de Peganum harmala 

(HAMMICHE et al., 2013 ; AKBARY et al., 2014 ; JAVADIAN et al., 2016) ainsi que des 

différentes études qui ont rapporté les interactions, la transformation des métabolites et les 
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échanges de gènes entre les mycoendophytes et leurs plantes hôtes (ZHAO et al., 2010). 

Donc, nous pouvons penser qu’il pourrait y avoir aussi des interactions entre les champignons 

endophytes que nous avons étudié et leur plante hôte Peganum harmala. Le pouvoir 

antibactérien de cette dernière aurait un lien avec celui de ses champignons endophytes. Une 

voie qu’il est intéressant d’explorer.     

L’ANOVA nous a montré une différence significative entre les activités 

antibactériennes des quatre champignons endophytes testés, mais aussi entre ces derniers et 

l’antibiotique utilisé (Annexe 2). 

� Comportement antibactérien des champignons et de l’antibiotique vis-à-vis 

d’Enterococcus faecalis ATCC 49452 

Dans la première manipulation (Tableau XVIII), il y a eu formation de deux groupes A 

et B. Tous les champignons endophytes appartiennent au groupe A avec des moyennes nulles 

ou très faibles dans le cas du genre Aspergillus (18 et 48). Le groupe B est représenté par 

l’antibiotique (18 et 48) avec une même moyenne. Dans cette première manipulation, nous 

avons constaté que l’efficacité des champignons du genre Aspergillus a augmenté de 2,67 mm 

après 18 heures à 4,67 mm après 48 heures d’incubation. Après 18 heures d’incubation, nous 

avons obtenu une moyenne de zone d’inhibition de 29,11 mm pour l’antibiotique, cette 

moyenne n’a pas changée après 48 heures.  

Dans la seconde manipulation (Tableau XIX), cinq (5) groupes se sont formés (A, B, 

BC, C, D) en fonction du comportement antibactérien des mycoendophytes testés. Le groupe 

A correspond au genre Penicillium (18 et 48) avec des moyennes nulles. Le groupe B avec 

une moyenne assez significative (10,67mm) correspond à Aspergillus 18. Le groupe BC 

représenté par Alternaria 18 et 48, avec des moyennes respectives de 11,67mm et 14,00mm. 

Le groupe C compte le genre Aspergillus 48 (16,67mm). Enfin, le groupe D est réduit à 

l’antibiotique ATB (18 et 48), avec une moyenne de 30,67mm. Dans cette seconde 

manipulation, la moyenne des zones d’inhibition du genre Aspergillus a augmenté entre 18h 

et 48h d’incubation de 10,67mm à 16,67mm. La même constatation est notée pour Alternaria 

après 18h et 48h, avec des moyennes respectives de 11,67mm et 14,00mm. La moyenne de 

l’antibiotique est restée quant à elle la même. 

Si nous comparons les deux manipulations (Tableau XX), nous constatons que 

Penicillium n’a pas réagi à l’encontre de la souche bactérienne. Aspergillus a vu sa moyenne 

augmentée dans la manipulation 2, ce qui signifie qu’il s’est mieux exprimé lorsqu’il est 
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déposé seul au contact de la souche, de même pour le genre Alternaria qui s’est exprimé dans 

la seconde manipulation. Quant à l’antibiotique, sa moyenne a légèrement augmenté dans la 

seconde manipulation.  

 

Tableau XX : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitions des mycoendophytes de la 

manipulation 1 et 2 et de l’antibiotique et leurs effets sur la croissance des souches 

bactériennes  Enterococcus faecalis ATCC 49452. 

 

 

 

 

 

� Comportement antibactérien des mycoendophytes foliaires et de l’antibiotique 

vis-à-vis des souches de Staphylococcus aureus TCC 25923. 

Cette souche n’a été utilisée que dans la première manipulation, vu que les 

champignons endophytes n’ont pas réagi positivement à son encontre. Ainsi, il y a eu 

formation de deux groupes. Le groupe A qui englobe tous les champignons avec des 

moyennes nulles, à l’exception d’Aspergillus avec une moyenne de 2,33 mm, qui est restée la 

même entre 18h et 48h d’incubation. Le groupe B comporte quant à lui l’antibiotique, qui a 

montré un important pouvoir antibiotique envers la souche Staphylococcus aureus TCC 

25923, avec la même moyenne de 33,44 mm pour les deux périodes 18h et 48 h (Tableau 

XXI). 

 

Manipulation 2 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 

Penicillium 48 A 0,00 

Penicillium 18 A 0,00 

Aspergillus 18 B 10,67 

Alternaria 18 BC 11,67 

Alternaria 48 BC 14,00 

Aspergillus 48 C 16,67 

ATB 48 D 30,67 

ATB 18 D 30,67 

         Manipulation 1 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 

Cladosporium48 A 0,00 

Alternaria 48 A 0,00 

Cladosporium18 A 0,00 

Alternaria 18 A 0,00 

Penicillium 18 A 0,00 

Penicillium 48 A 0,00 

Aspergillus 18 A 2,67 

Aspergillus 48 A 4,67 

ATB 18 B 29,11 

ATB 48 B 29,11 
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Tableau XXI : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitions des mycoendophytes de 

la manipulation 1 et de l’antibiotique et leurs effets sur la croissance des souches bactériennes 

Staphylococcus aureus TCC 25923.  

Manipulation 1 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 
Cladosporium 48 A 0,00 

Alternaria 18 A 0,00 
Cladosporium 18 A 0,00 

Alternaria 48 A 0,00 
Penicillium 18 A 0,00 
Penicillium 48 A 0,00 
Aspergillus 48 A 2,33 
Aspergillus 18 A 2,33 

ATB 18 B 33,44 
ATB 48 B 33,44 

 

� Comportement antibactérien des mycoendophytes foliaires et de l’antibiotique 

vis-à-vis des souches de Staphylococcus aureus FRI 326. 

Dans cette manipulation, tous les champignons endophytes appartiennent au même 

groupe et n’ont eu aucun effet vis-à-vis de la souche Staphylococcus aureus FRI 326. En 

revanche, cette dernière s’est montrée sensible à l’encontre de l’antibiotique, avec une 

moyenne de zone d’inhibition de 34,77 mm pour 18h et 48h d’incubation. 

Ces résultats peuvent suggérer que les métabolites de ces champignons n’ont eu aucun 

effet antibactérien vis-à-vis de cette souche et que cette dernière est résistante aux composés 

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

la manipulation 1 et de l’antibiotique et leurs effets sur la croissance des souches bactériennes 

Staphylococcus aureus FRI 326.  

Manipulation 1 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 
Alternaria 18 A 0,00 

Cladosporium 48 A 0,00 
Aspergillus 48 A 0,00 

Cladosporium 18 A 0,00 
Aspergillus 18 A 0,00 
Alternaria 48 A 0,00 
Penicllium 18 A 0,00 
Penicllium 48 A 0,00 

ATB 48 B 34,77 
ATB 18 B 34,77 

 

� Comportement antibactérien des mycoendophytes foliaires et de l’antibiotique 

vis-à-vis des souches de Staphylococcus aureus FRI S6. 

Concernant la première manipulation, deux groupes sont apparus. Le groupe A qui 

rassemble tous les champignons avec une moyenne nulle, sauf pour le genre Aspergillus avec 

des moyennes de 2,22mm après 18h et qui n’a pas changé après 48h d’incubation et 

Alternaria 48 avec une moyenne de 5,77mm. Le groupe B avec une moyenne de 34,77mm, 

est représenté par l’antibiotique après 18h et 48h d’incubation. 

La seconde manipulation a révélée trois (3) groupes homogènes distincts. Le premier 

sous la lettre A englobe le genre Penicillium (18 et 48), qui n’a pas réalisé de zone 

d’inhibition, donc qui n’a eu aucun effet antibactérien vis-à-vis de la souche bactérienne. Le 

second groupe sous la lettre B rassemble les genres Alternaria 18 (9,69mm), Aspergillus 18 

(10,00mm), Aspergillus 48 (10,00mm) et Alternaria 48 (10,69mm). Enfin, le groupe C 

correspond à l’antibiotique, avec une moyenne très importante de 37,33mm. Ici la moyenne 

de la zone d’inhibition d’Alternaria a légèrement augmenté après 48 heures d’incubation. 

Ceci veut dire que l’efficacité du champignon augmente avec le temps. Ses composés 

bioactifs diffusent progressivement. La moyenne du genre Aspergillus n’a pas changé au 

cours du temps. 
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L’efficacité de ces champignons vis-à-vis de la souche bactérienne n’a été observée 

que lors de la seconde manipulation, où la moyenne a augmenté chez le genre Aspergillus. 

Des zones d’inhibition sont apparues pour Alternaria, alors que dans la première manipulation 

la moyenne des zones d’inhibition était nulle. Ces résultats peuvent suggérer que l’activité 

antibactérienne des mycoendophytes n’a pas pu s’exprimer et leurs métabolites bioactifs 

respectifs ont réagi négativement les uns envers les autres et ont pu entraver leurs activités 

antibactériennes (Tableau XXIII).  

 

Tableau XXIII : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitions des mycoendophytes de 

la manipulation 1 et 2 et de l’antibiotique et leurs effets sur la croissance des souches 

bactériennes Staphylococcus aureus FRI S6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

� Comportement antibactérien des mycoendophytes foliaires et de l’antibiotique 

vis-à-vis des souches de Staphylococcus. aureus FRI 361. 

Lors de la première manipulation, deux groupes se sont formés. Le groupe A concerne 

les mycoendophytes (18 et 48) avec des valeurs variant de 0 à 10,66mm. Le groupe B est 

celui de l’antibiotique (18 et 48) avec une moyenne de zone d’inhibition de 35,11mm. La 

seconde manipulation a vu l’apparition de trois (3) groupes homogènes. Le groupe A auquel 

appartient le genre Aspergillus (18 et 48) n’a montré aucune zone d’inhibition. Le groupe B 

englobe Alternaria 18, Penicillium 18, Penicillium 48 et Alternaria 48 avec des moyennes 

Manipulation 2 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 
Penicillium 48 A 0,00 

Penicillium 18 A 0,00 

Alternaria 18 B 9,67 

Aspergillus 18 B 10,00 

Aspergillus 48 B 10,00 

Alternaria 48 B 10,67 

ATB 18 C 37,33 

ATB 48 C 37,33 

Manipulation 1 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 

Cladosporium 48 A 0,00 

Alternaria 18 A 0,00 

Penicillium 18 A 0,00 

Cladosporium 18 A 0,00 

Penicillium 48 A 0,00 

Penicillium 18 A 0,00 

Aspergillus 18 A 2,22 

Aspergillus 48 A 2,22 

Alternaria 48 A 5,22 

ATB 48 B 34,77 

ATB 18 B 34,77 
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respectives de 8,67mm, 9,00mm, 9,00mm et 10,00mm. Le groupe C comporte l’antibiotique 

avec une moyenne de 32,00mm. 

Si nous comparons les deux manipulations, nous constatons que la moyenne pour le 

genre Penicillium a légèrement diminué lors de la deuxième manipulation, par rapport à la 

première. Ici les moyennes des zones d’inhibition du genre Penicillium n’ont pas évoluées au 

cours du temps pour les deux manipulations. La même chose est notée pour l’antibiotique. De 

plus, le genre Alternaria a eu une activité vis-à-vis de cette souche dans la seconde 

manipulation, alors qu’elle était nulle dans la première, donc il s’est mieux exprimé (Tableau 

XXIV).  

 

Tableau XXIV : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitions des mycoendophytes de 

la manipulation 1 et 2 et de l’antibiotique et leurs effets sur la croissance des souches 

bactériennes Staphylococcus aureus FRI 361. 

 

Manipulation 1 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 
Aspergillus 48 A 0,00 

Alternaria 18 A 0,00 

Aspergillus 18 A 0,00 

Alternaria 48 A 0,00 

Cladosporium48 A 2,33 

Cladosporium18 A 2,33 

Penicillium 48 A 10,66 

Penicillium 18 A 10,66 

ATB 48 B 35,11 

ATB 18 B 35,11 

 

� Comportement antibactérien des mycoendophytes foliaires et de l’antibiotique 

vis-à-vis des souches de Staphylococcus aureus TCC 43300. 

Tous les champignons testés n’ont présenté aucune activité contre Staphylococcus 

aureus TCC 43300. Ils forment le groupe A. Les métabolites de ces différents champignons 

n’ont pas eu d’effets inhibiteurs sur cette souche. Par contre, l’antibiotique (groupe B) a été 

très efficace vis-à-vis de cette dernière, avec une moyenne qui a atteint son efficacité 

maximale après 18h (35,44 mm). Ainsi, cette souche n’a pas été réutilisée dans une seconde 

Manipulation 2 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 
Aspergillus 18 A 0,00 
Aspergillus 48 A 0,00 

Alternaria 18 B 8,67 

Penicillium 18 B 9,00 

Penicillium 48 B 9,00 

Alternaria 48 B 10,00 

ATB 48 C 32,00 

ATB 18 C 32,00 



Activités Biologiques des Mycoendophytes Foliaires de Peganum harmala L.  

 

 

107 

manipulation, vu qu’elle n’a montré aucune sensibilité pour les quatre champignons (Tableau 

XXV). 

 

Tableau XXV : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitions des mycoendophytes de 

la manipulation 1 et de l’antibiotique et leurs effets sur la croissance des souches bactériennes 

Staphylococcus aureus TCC 43300.  

Manipulation 1 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 
Cladosporium 48 A 0,00 

Alternaria 18 A 0,00 

Aspergillus 48 A 0,00 

Alternaria 48 A 0,00 

Cladosporium 18 A 0,00 

Aspergillus 18 A 0,00 

Penicillium 18 A 0,00 

Penicillium 48 A 0,00 

ATB 48 B 35,44 

ATB 18 B 35,44 

 

� Comportement antibactérien des mycoendophytes foliaires et de l’antibiotique 

vis-à-vis des souches de Staphylococcus aureus MU 50 mecA. 

Ici aussi les champignons étudiés n’ont pas réagi vis-à-vis de Staphylococcus aureus 

MU 50 mecA. Ils forment le groupe A, bien que le genre Alternaria a émis une zone 

d’inhibition, donc possède des métabolites bioactifs qui peuvent inhiber la prolifération de la 

bactérie. En revanche, l’antibiotique a bien réagi avec 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’inhibitions des mycoendophytes de 

la manipulation 1 et de l’antibiotique et leurs effets sur la croissance des souches bactériennes 

Staphylococcus aureus MU 50 mecA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

� Comportement antibactérien des mycoendophytes foliaires et de l’antibiotique 

vis-à-vis des souches de Staphylococcus aureus FRI 137. 

Dans la première manipulation, deux (2) groupes se sont formés. Le groupe A des 

champignons endophytes avec des moyennes de zones d’inhibition nulles, à l’exception d’une 

petite moyenne réalisée par le genre Aspergillus. Le groupe B concerne l’antibiotique avec 

une moyenne très représentative de son efficacité (35,22mm) pour les deux temps (Tableau 

XXVII).  

 

 

 

 

 

 

 

Manipulation 1 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 
Cladosporium 48 A 0,00 

Aspergillus 18 A 0,00 

Aspergillus 48 A 0,00 

Cladosporium18 A 0,00 

Penicillium 18 A 0,00 

Penicillium 48 A 0,00 

Alternaria 18 A 4,78 

Alternaria 48 A 5,00 

ATB 48 B 32,33 

ATB 18 B 32,33 
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Tableau XXVII : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitions des mycoendophytes 

de la manipulation 1 et de l’antibiotique et leurs effets sur la croissance des souches 

bactériennes Staphylococcus aureus FRI 137.  

Manipulation 1 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 
Cladosporium 48 A 0,00 

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

Cladosporium 18 A 0,00 
Penicillium 18 A 0,00 
Penicllium 48 A 0,00 
Aspergillus 18 A 2,67 
Aspergillus 48 A 2,89 

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

 

� Comportement antibactérien des champignons et de l’antibiotique vis-à-vis de 

Bacillus cereus ATCC 10876. 

Dans la première manipulation, deux groupes se sont formés. Le groupe A qui englobe 

tous les mycoendophytes testés, avec de faibles moyennes dans les deux temps (18 et 48h 

d’incubation), mais qui ont légèrement augmenté après 48h. Le groupe B de l’antibiotique a 

réalisé une importante zone d’inhibition. Deux groupes aussi ont été distingués dans la 

seconde manipulation, avec les champignons testés dans le groupe A et l’antibiotique (18 et 

48) dans le groupe B. 

Ces résultats ont montré une augmentation dans la moyenne des diamètres des zones 

d’inhibitions dans la seconde manipulation pour les champignons endophytes. Par contre, elle 

a diminué pour l’antibiotique (Tableau XXVIII). 
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Tableau XXVIII : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitions des mycoendophytes 

de la manipulation 1 et 2 et de l’antibiotique et leurs effets sur la croissance des souches 

bactériennes Bacillus cereus ATCC 10876. 

 

 

� Comportement antibactérien des champignons et de l’antibiotique vis-à-vis de 

Bacillus cereus ATCC 14579. 

Dans la première manipulation, deux groupes se sont formés. Le groupe A auquel 

appartient l’ensemble des mycoendophytes avec des moyennes entre 3,11mm et 11,11mm, 

dont les genres Aspergillus (3,11mm) et Cladosporium (3,33mm). Les moyennes des 

diamètres des zones d’inhibition de ces deux champignons n’ont pas changé avec le temps 

(18h et 48h d’incubation). Par contre, les moyennes pour Penicillium et Alternaria ont 

légèrement augmenté entre 18h et 48h d’incubation, avec des moyennes respectives de 7,67 et 

8,33mm pour Penicillium et 10,22mm et 11,11mm pour Alternaria. Le groupe B de 

l’antibiotique montre une importante moyenne de 38,66mm. Ici un écart s’est creusé entre les 

moyennes des champignons et de l’antibiotique. Ce qui a fait que le groupe A a englobé tous 

les champignons avec des moyennes assez différentes.  

Pour la seconde manipulation, il y a eu apparition de trois (3) groupes homogènes : le 

groupe A qui renferme le genre Aspergillus 18 et 48, avec une même moyenne de 7,00mm et 

le genre Penicillium 18 et 48, avec des moyennes respectives de 7,67 et 8,00 mm, le groupe B 

avec Alternaria 18 et 48, avec une moyenne de 10,00 mm et enfin le groupe C de 

l’antibiotique 18 et 48 (34 et 33mm). Ici aussi les moyennes n’ont pas changé entre 18h et 48h 

d’incubation (Tableau XXIX). 

Manipulation 1 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 

Cladosporium48 A 0,00 

Cladosporium18 A 0,00 

Aspergillus 18 A 2,67 

Aspergillus 48 A 3,55 

Alternaria 18 A 4,00 
Penicillium 18 A 4,17 
Penicillium 48 A 4,33 
Alternaria 48 A 4,89 

ATB 48 B 32,89 

ATB 18 B 32,89 

Manipulation 2 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 
Penicillium 48 A 8,00 
Penicillium 18 A 8,00 

Aspergillus 18 A 8,67 

Alternaria 48 A 9,00 

Alternaria 18 A 9,00 

Aspergillus 48 A 9,67 

ATB 18 B 26,00 

ATB 48 B 26,00 
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En confrontant les deux manipulations, nous constatons que les moyennes des 

différents champignons ont augmenté dans la seconde manipulation, quand ils étaient 

disposés seuls contre la souche bactérienne. En revanche, la moyenne de l’antibiotique a 

diminué, mais est restée toujours efficace lors de la seconde manipulation. D’autre part, les 

moyennes obtenues après 18h d’incubation n’ont pas globalement évolué au bout de 48h. 

Ainsi, le temps d’incubation n’a pas d’effets notables sur les diamètres des zones d’inhibition 

contre cette souche bactérienne.  

 Tableau XXIX : Comparaison des moyennes des zones d’inhibitions des mycoendophytes 

de la manipulation 1 et 2 et de l’antibiotique et leurs effets sur la croissance des souches 

bactériennes Bacillus cereus ATCC 14579. 

Manipulation 1 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 
Aspergillus 18 A 3,11 
Aspergillus 48 A 3,11 

Cladosporium18 A 3,33 

Cladosporium48 A 3,33 

Penicillium 18 A 7,67 

Penicillium 48 A 8,33 

Alternaria 18 A 10,22 

Alternaria 48 A 11,11 

ATB 18 B 38,66 

ATB 48 B 38,66 

   

Nos résultats ont montré que les mycoendophytes réagissent différemment vis-à-vis 

des souches bactériennes, selon qu’ils soient présents simultanément ou séparément dans une 

même boite et selon le comportement et la résistance des bactéries. Le genre Alternaria par 

exemple n’a pas réagi vis-à-vis de la souche Enterococcus faecalis ATCC 49452, dans la 

première manipulation avec les autres champignons et l’antibiotique. Mais quand il a été 

déposé seul dans la seconde manipulation, il a eu une activité après 18h d’incubation avec une 

zone d’inhibition de 10,67mm, qui a augmenté après 48h à 14,00mm. Ceci a été observé aussi 

à l’encontre de Staphylococcus aureus FRI 361. En revanche, Penicillium a eu une activité 

dans les deux manipulations vis-à-vis de cette dernière et les zones d’inhibition qui sont 

apparues n’ont pas changé entre les deux temps d’incubation. Tous les mycoendophytes testés 

ont réagi vis-à-vis de la souche Bacillus cereus 14579, avec des zones d’inhibition plus ou 

moins importantes dans les deux manipulations. Par ailleurs, leurs activités sont plus 

Manipulation 2 

Mycoendophyte Groupe Moyenne 
Aspergillus 18 A 7,00 

Aspergillus 48 A 7,00 

Penicillium 18 A 7,67 

Penicillium 48 A 8,00 

Alternaria 48 B 10,00 

Alternaria 18 B 10,00 

ATB 18 C 34,33 

ATB 48 C 34,33 
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importantes dans la seconde, quand ils ont été déposés seuls. De plus, la durée d’incubation 

n’a pas modifié les diamètres des zones d’inhibition dans les deux manipulations. 

Le fait que les moyennes des zones d’inhibition des champignons endophytes ont 

légèrement augmenté dans la seconde manipulation vis-à-vis de certaines souches 

bactériennes peut s’expliquer par le fait que les champignons peuvent entraver mutuellement 

l’expression de leurs métabolites secondaires bioactifs, quand ils sont dans le même milieu du 

fait de l’existence d’une activité synergétique ou antagoniste entre ces champignons.  

D’autre part, toutes les souches bactériennes ont été sensibles à l’antibiotique 

chloramphénicol et son efficacité a atteint son maximum après 18 heures d’incubation. Par 

contre, sa zone d’inhibition était un peu plus importante dans la première manipulation par 

rapport à la seconde pour toutes les souches, sauf pour E. faecalis vis-à-vis de laquelle la zone 

est restée sensiblement la même dans les deux manipulations et S. aureus S6 pour qui la zone 

a augmenté dans la seconde manipulation. Ceci est peut-être dû aux interactions qui peuvent 

exister dans la boite avec les disques des champignons ou à d’éventuels artéfacts durant les 

manipulations. Ces résultats concordent avec les données décrites par TABUC (2007), où la 

présence simultanée de plusieurs espèces de mycoendophytes dans le même milieu entraîne 

une diminution de la production de mycotoxines par chacun de ces derniers et donc le pouvoir 

antibactérien de ces champignons. Par exemple, la production d’aflatoxine B1 est réduite 

quand une souche d’Aspergillus flavus est introduite dans une culture en même temps qu’une 

souche d’Aspergillus parasiticus. En revanche, la culture simultanée d’Aspergillus parasiticus 

et d’Aspergillus flavus ne modifie pas la production d’aflatoxines par ce dernier, alors que la 

présence des espèces de Penicillium diminue la production de cette mycotoxine. Dans le 

même esprit, la production d’aflatoxines par Aspergillus flavus est inhibée par la présence 

d’Aspergillus niger (TABUC, 2007). La présence du mycète Geotrichum candidum pendant 

la croissance de Fusarium langsethiae affecte la production de la toxine T-2 du groupe des 

sesquiterpénoïdes de ce dernier et réduit sa production de plus de 90% par rapport à celle en 

culture pure, donc Geotrichum candidum produit un agent actif qui est responsable de l’effet 

réducteur de la production de la toxine T-2 par Fusarium langsethiae. Ces mycotoxines sont 

des métabolites secondaires, non protéiques toxiques, naturellement produites par les mycètes 

qui se développent dans plusieurs environnements. Elles sont produites suite à un stress. Les 

toxines sont retrouvées dans les spores et le mycélium et diffusent dans le substrat qu’elles 

contaminent, donc dans le milieu de culture par exemple pour entraver le développement 

d’autres microorganismes ou leurs activités (GASTELUM-MARTINEZ. 2012). 
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D’un autre côté, COMBES et al. (2012) ont prouvé l’existence d’une compétition 

entre le champignon endophyte Paraconiothyrium variabile et un champignon 

phytopathogène Fusarium oxysporum et ce par la production d’oxylipines (des composés 

dérivés de l'oxydation des acides gras polyinsaturés et responsables de la communication chez 

de nombreux êtres vivants, végétaux et mammifères en particulier, mais peu étudiés chez les 

champignons). Ces molécules ne sont pas directement impliquées dans l'inhibition de la 

croissance du phytopathogène, suggérant l'existence d'un langage beaucoup plus complexe, 

elles sont capables d'inhiber de 90% la production d'une mycotoxine puissante, la 

beauvéricine, par le phytopathogène. Ces oxylipines auraient donc un rôle signal dans la 

régulation des cascades métaboliques, agissant comme un véritable langage moléculaire. 
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Peganum harmala L. est une plante très utilisée en médecine traditionnelle dans le 

traitement de plusieurs troubles tels que : la stérilité féminine, les maladies de l’utérus, les 

dermatoses (eczémas), les conjonctivites purulentes, la fièvre, l’empoisonnement par les 

serpents, les diarrhées, l'avortement et même les cancers (FAROUK et al., 2008). Ces vertus 

sont attribuées essentiellement à la richesse de cette plante en alcaloïdes du groupe β-

carbolines, dont les plus importants sont les suivantes : harmine, harmaline, harmol et 

harmalol (IDRISSI HASSANI et HERMAS, 2008). C’est une espèce qui pousse 

spontanément dans les régions arides et semi-arides. Aucune étude n’a déjà été faite sur le 

microbiome qui lui est associé. Une caractérisation de ce dernier permuterait d’expliquer ses 

propriétés médicinales, mais aussi l’adaptation de cette plante à l’aridité du milieu dans lequel 

elle vit. En effet, les feuilles des plantes des régions arides sont les plus exposées aux 

contraintes abiotiques (températures élevées et insolation, en plus du manque d’eau). Elles 

adoptent alors des stratégies de survie, parmi celle-ci l’établissement de symbioses avec des 

champignons épiphytes et endophytes au niveau de la phyllosphère (GRBIC et al., 2015). Ces 

derniers sont généralement thermotolérants et permettent à la plante de résister aux conditions 

difficiles du milieu de vie. C’est ainsi que depuis la colonisation des terres par des lignées de 

plantes ancestrales il y a 450 millions d'années, les plantes et leurs microorganismes associés 

ont interagi les uns avec les autres, formant ainsi un assemblage d'espèces souvent appelé 

«holobionte». Les fortes densités microbiennes détectées sur les tissus végétaux, ainsi que le 

temps de génération rapide des microorganismes et leur origine plus ancienne par rapport à 

leur hôte, suggèrent que les interactions microbe-microbe sont également des forces sélectives 

importantes pour la formation de complexes microbiens dans la phyllosphère ainsi que dans 

les compartiments de l'endosphère (HASSANI et al., 2018). 

 

Nous nous sommes donc intéressés au Peganum harmala récolté à dayate Aiat 

(Laghouat, Algérie). Notre étude a révélé que sur le plan quantitatif, la fréquence de 

colonisation par les épiphytes (100%) est plus élevée que celle des mycoendophytes (39.86%) 

foliaires de cette plante, alors que le nombre de taxons au niveau des deux microniches a 

révélé 15 genres pour les épiphytes et 14 genres de champignons endophytes, avec l’existence 

de genres uniquement endophytes, à savoir : Exophiala, Aureobasidium, Verticillium, 

Paraphaesphaeria et Absidia. Pour les genres Mycocladus, Mucor, Scopulariopsis, Phoma, 

Colletotricum et Epicoccum, ils n’existent que comme épiphytes au niveau de ces mêmes 

feuilles. Le phylum des Ascomycota domine au niveau de la phyllosphère, suivi des 

Zygomycota pour les épiphytes et des Basidiomycota pour les endophytes foliaires de cette 
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plante. Cela est en accord avec les travaux de KHAN et al. (2010) sur Withania somnifera des 

régions semi-arides (Karachi, Pakistan). En effet, les mycoendophytes des phyla des 

Zygomycota et des Basidiomycota sont retrouvés beaucoup plus chez les plantes herbacées 

(PORRAS-ALFARO et BAMYAN, 2011). Nos résultats indiquent que les genres 

Cladosporium et Alternaria sont les plus abondants comme endophytes au niveau des feuilles 

de Peganum harmala. Ces deux genres fongiques sont les plus fréquemment enregistrés au 

niveau de la phyllosphère. KITA (1988) et KUTRZEBA (1993) ont confirmé que ces 

champignons sont omniprésents dans les limbes des feuilles de nombreuses espèces végétales. 

Pour PUSZ et al. (2015), ces deux genres dominent comme épiphytes au niveau des feuilles 

d’Amaranthus spp. Par ailleurs, notre étude a révélé la dominance des genres Penicillium et 

Rhizopus comme épiphytes au niveau des feuilles de Peganum harmala.  

L’indice de Shannon a révélé une diversité élevée chez les épiphytes par rapport aux 

endophytes foliaires de Peganum harmala. Ceci est dû aux conditions environnementales et 

climatiques que subissent la surface et l’intérieur des feuilles. En effet, seules certaines 

espèces microbiennes peuvent activement pénétrer les tissus de la feuille pour devenir 

endophytes (VIRET et al. 1994 ; WILSON et al. 1999). Les conditions climatiques à la 

surface des feuilles varient rapidement en fonction des cycles jour/nuit et des épisodes de 

pluie. Cependant, les niveaux de température et d'humidité présentent souvent de forts 

changements, même à l'intérieur de la feuille, limitant ainsi la fréquence des conditions 

appropriées pour l'infection des tissus végétaux (MONTESINOS et al., 2002). Pour notre 

étude, la présence de tous ces champignons au niveau de la phyllosphère peut s’expliquer par 

la période d’échantillonnage (avril). Beaucoup de champignons se développent durant la 

saison printanière. Cela est en rapport avec les précipitations qui peuvent augmenter la 

dispersion des spores fongiques, favorisant ainsi la colonisation des tissus végétaux. De ce 

fait, la saisonnalité est un élément déterminant du statut qualitatif de ces microorganismes, par 

le fait qu’il détermine en quelque sorte les fluctuations physiologiques de l’hôte (GORE et  

BUCAK, 2007 ; EL NAGERABI et al., 2013).  

 

Les champignons endophytes sont une source inépuisable de molécules bioactives. 

Dans notre étude, les extraits de ces derniers se sont avérés contenir des composés 

biologiquement importants. En combinaison, ces composés bioactifs ont montré une activité 

antimitotique sur les cellules méristématiques des racines d’oignon et une activité 

antiproliférative chez les cellules de levure.  
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Par ailleurs, l’étude de l’activité antioxydante des extraits bruts des champignons 

endophytes et de l’extrait foliaire de Peganum harmala selon la méthode du piégeage du 

radical libre DPPH a montré que ces extraits possèdent une activité antioxydante faible. Cette 

activité est nettement inférieure à celle de l’acide ascorbique. Néanmoins, le champignon 

endophyte Penicillium a montré la meilleure activité antioxydante, malgré sa faible 

abondance par rapport au genre Cladosporium, Alternaria et Aspergillus au niveau des 

mycoendophtes foliaires de Peganum harmala, mais aussi comparativement à la plante elle-

même.  

Afin d’interpréter la relation entre les différents paramètres (indice mitotique : IM, 

pourcentage de cytotoxicité : Cyt, concentration inhibitrice : IC50  et le taux de polyphénols : 

TP), respectivement testés au niveau des activités biologiques (Activité antimitotique, 

antiproliférative et antioxydante) des extraits bruts des métabolites secondaires fongiques de 

mycoendophytes foliaires de Peganum harmala, nous avons réalisé une analyse en 

composante principale de synthèse (Figure 55). Le plan 1-2 de l’ACP explique 96% du 

phénomène, avec pour l’axe 2 : 35% et pour l’axe 1 : 61% de l’inertie totale. A partir de la 

matrice de corrélation, nous relevons des corrélations positives entre le taux de polyphénols et 

l’indice mitotique (0.59), le taux de polyphénols et le pourcentage de cytotoxicité (0.19). Par 

ailleurs, la concentration inhibitrice (IC50) possède des corrélations négatives avec le taux de 

polyphénols (-0.92), avec l’indice mitotique (-0.65) et avec le pourcentage de cytotoxicité (-

0.31) (Tableau XXX).  

 

Tableau XXX : Matrice de corrélation des différentes activités biologiques des extraits bruts 

de mycoendophytes foliaires de Peganum 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 

 



Synthèse et discussion générale  
 

 

117 

 

 

Figure 55 : ACP représentant les différentes activités biologiques des extraits bruts de 

mycoendophytes foliaires de Peganum harmala de dayate Aiat (Laghouat, Algérie). 

 

Selon le plan ½ de l’ACP, l’extrait brut du genre Alternaria semble lié au pourcentage 

de cytotoxicité, traduisant ainsi l’effet antiprolifératif et cytotoxique de ce mycoendophyte. En 

effet, le genre Alternaria est capable de produire le taxol à effet cytotoxique à partir des 

taxanes, tel que rapporté par CARUSO et al. (2000). L’extrait brut du genre Aspergillus 

possède un lien avec l’indice mitotique. Ceci confirme que les métabolites secondaires 

produits par le genre Aspergillus : mycoendophyte foliaire de Peganum harmala possèdent 

une activité similaire à celle de la colchicine dans l’inhibition de la mitose, générant ainsi des 

anomalies chromosomiques et cellulaires. Ceci est observé pour le lapachol produit par 

Aspergillus niger : mycoendophyte isolé de Tabebuia argentea (CHANNABASAVA et 

GOVINDAPPA, 2014). Les abondances des genres Alternaria et Aspergillus comme 

mycoendophytes foliaires de Peganum harmala confirme l’effet toxique de cette essence, 

ainsi que la cytotoxicité des métabolites secondaires fongiques de ces champignons 

endophytes.   

Pour l’extrait brut du genre Cladosporium, il est lié à la concentration inhibitrice IC50. 

Ce dernier montre la concentration inhibitrice IC50 la plus élevée. L’extrait brut du genre 

Penicillium est lié aux taux de polyphénols à l’origine de l’activité antioxydante. Les 

molécules antioxydantes extraites par l’acétate d’éthyle semblent être synthétisées beaucoup 
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plus par Penicillium mycoendophyte foliaire que la feuille de Peganum harmala ou les autres 

champignons endophytes recensés à son niveau. Le faible pouvoir antiradicalaire est dû à la 

toxicité de cette plante riche en alcaloïdes. SADANANDA et al. (2011) GOVINDAPPA et al. 

(2013) ont montré que les champignons endophytes Aspergillus niger et Penicillium sp de 

Tabebuia sp constituent une source importante de composés phénoliques, qui sont à l’origine 

de l’activité antioxydante. 

D’autre part, ces champignons endophytes isolés à partir des feuilles de Peganum 

harmala : Penicillium, Alternaria , Aspergillus et Cladosporium ont été testés pour leurs 

activités antibactériennes et ce en mettant leurs mycéliums  ensemble et séparément dans deux 

manipulations différentes vis-à-vis des souches bactériennes Gram-positif tests : 

Staphylococcus aureus FRI 137, Staphylococcus aureus FRI 326, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Staphylococcus aureus MU 50 mecA, 

Enterococcus faecalis ATCC 49452, Bacillus cereus ATCC10876 et Bacillus cereus ATCC 

14579. Cette expérience a montré que les champignons endophytes ont manifesté un effet 

antibiotique plus ou moins important, en fonction de la souche bactérienne et des conditions 

culturales (la disposition des champignons ensemble ou séparément et le temps d’incubation). 

Ces résultats concordent avec les données décrites par TABUC (2007), où la présence 

simultanée de plusieurs espèces de mycoendophytes dans le même milieu entraîne une 

diminution de la production de mycotoxines par chacun de ces derniers et donc le pouvoir 

antibactérien de ces champignons. 

 

Les mycoendophytes des feuilles de Peganum harmala de dayate Aiat (Laghouat, 

Algérie) ont été reconnus comme sources importantes d'une variété de métabolites 

secondaires biologiquement actifs. La caractérisation chimique est nécessaire pour identifier 

ces composés et leur mécanisme d'action. Peganum harmala n’est pas brouté par le bétail. Le 

métabolisme de ces champignons endophytes pourrait être influencé par des composés à rôle 

répulsif synthétisés par la plante seule, ou avec l’aide des différents champignons 

symbiotiques potentiels présents dans les contrées arides dans lesquelles elle vit. 
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La présente étude a concerné la diversité en Mycètes au niveau de la phyllosphère de 

Peganum harmala de dayate Aiat (Laghouat, Algérie). 14 genres de champignons endophytes 

et 15 genres d’épiphytes ont été identifiés, avec l’existence des genres uniquement 

endophytes, à savoir : Exophiala, Aureobasidium, Verticillium, Paraphaephaeria et Absidia. 

Pour les genres Mycocladus, Mucor, Scopulariopsis, Phoma, Colletotricum et Epicoccum, ils 

n’existent que comme épiphytes au niveau de ces mêmes feuilles. L’indice de Shannon a 

révélé une diversité élevée chez les épiphytes par rapport aux endophytes foliaires de 

Peganum harmala. Les quotients de similarité (QS) obtenus indiquent une interaction entre 

les communautés épiphytiques et endophytiques des feuilles de cette essence. Ceci est dû aux 

conditions environnementales et climatiques que subissent la surface et l’intérieur des feuilles.  

Les champignons endophytes sont une source intarissable de nouveaux produits 

naturels bioactifs, avec un potentiel d’exploitation dans différents domaines médicaux, 

agricoles et industriels. Dans la présente recherche, des champignons endophytes isolés à 

partir des feuilles de Peganum harmala : Penicillium, Alternaria , Aspergillus et 

Cladosporium ont été testés pour leurs activités : antimitotiques, antiprolifératives, 

antioxydantes et antibactériennes.  

Les essais antimitotiques ont révélé que les extraits de métabolites secondaires 

fongiques bruts des différents genres ainsi que les différentes combinaisons présentaient une 

inhibition de la division des cellules méristématiques à différents stades du cycle cellulaire, au 

même titre qu’un alcaloïde : la colchicine. De même que pour les essais antiprolifératifs sur 

Saccharomyces cerivisiae, qui ont révélé une inhibition de la croissance cellulaire pour les 

échantillons traités avec les extraits fongiques ainsi que pour les échantillons traités avec les 

deux standards (colchicine et quercetine). Le phénomène de nécrose cellulaire a été observé 

au niveau des levures traitées par l’extrait d’Alternaria et l’extrait Alternaria+Penicillium. De 

ce fait, l’extrait du champignon endophyte s’est avéré contenir des composés biologiquement 

importants. En combinaison, ces composés bioactifs ont montré une activité antimitotique sur 

les cellules méristématiques des racines d’oignon et une activité antiproliférative chez les 

cellules de Saccharomyces cerevisiae. D'autres études sont nécessaires pour identifier les 

composés de l’extrait fongique qui provoquent une cytotoxicité et qui pourraient être testés 

sur des lignées cellulaires cancéreuses. Ce qui nous incite à exploiter cette voie, afin de 

trouver des molécules bioactives qui peuvent inhiber la prolifération des cellules tumorales. 
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L’étude de l’activité antioxydante des extraits bruts des champignons endophytes et de 

l’extrait foliaire de Peganum harmala selon la méthode du piégeage du radical libre DPPH a 

montré que ces extraits possèdent une activité antioxydante faible. Cette activité est nettement 

inférieure à celle de l’acide ascorbique. Néanmoins, le champignon endophyte Penicillium a 

montré la meilleure activité antioxydante, comparé aux autres mycoendophytes, mais aussi à 

la plante elle-même. Ces composés bioactifs sont issus d’un métabolisme associé entre les 

feuilles et leurs champignons endophytes. Le faible pouvoir antiradicalaire est dû à la toxicité 

de la plante. Le métabolisme des champignons endophytes pourrait être influencé par des 

composés à rôle répulsif synthétisés par la plante seule, ou avec l’aide des différents 

champignons symbiotiques potentiels présents dans les contrées arides dans lesquelles elle vit.  

Pour l’activité antibactérienne, les mycéliums de mycoendophytes foliaires de 

Peganum harmala : Cladosporium, Alternaria, Aspergillus et Penicillium présentent un effet 

antibactérien, en les mettant ensemble ou séparément dans deux manipulations différentes vis-

à-vis des souches bactériennes Gram-positif tests : Staphylococcus aureus FRI 137, 

Staphylococcus aureus FRI 326, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus 

aureus ATCC 43300, Staphylococcus aureus MU 50 mecA, Enterococcus faecalis ATCC 

49452, Bacillus cereus ATCC10876 et Bacillus cereus ATCC 14579. Cette expérience a 

montré que les champignons endophytes ont manifesté un effet antibiotique plus ou moins 

important, en fonction de la souche bactérienne et des conditions culturales (la disposition des 

champignons ensemble ou séparément et le temps d’incubation). Les résultats obtenus 

montrent que parmi les champignons endophytes étudiés, le genre Alternaria est celui qui a 

montré un large spectre d’activité vis-à-vis des souches bactériennes utilisées. Ainsi, il a 

présenté une activité antibactérienne significative sur les bactéries Gram-positif : 

Enterococcus faecalis ATCC 49452, Bacillus cereus ATCC10876, Bacillus cereus ATCC 

14579, Staphylococcus aureus FRI 361, Staphylococcus aureus FRI S6 et a été le seul à avoir 

une importante activité à l’encontre de Staphylococcus aureus MU 50 mecA. Les souches de 

Bacillus cereus ont été les plus sensibles. Ainsi, tous les champignons testés ont réagi vis-à-

vis de cette dernière, de même pour Enterococcus faecalis ATCC 49452. Il apparait aussi que 

la présence des mycoendophytes ensemble ou séparément vis-à-vis de chaque souche 

bactérienne influence leurs activités et leurs capacités à produire des composés antibactériens, 

soit positivement ou négativement. Le temps d’incubation aussi est à prendre en 

considération.  
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La caractérisation chimique est nécessaire pour identifier ces composés et leur 

mécanisme d'action. Si une source microbienne d’un médicament était disponible, il pourrait 

éliminer le besoin de récolter des plantes. Le prix du médicament devrait également être 

réduit, étant donné que ces molécules peuvent être produites par fermentation de la même 

manière que la pénicilline. Ainsi, la production de métabolites naturels par les 

mycoendophytes peut aider à protéger les ressources naturelles et à satisfaire les besoins en 

produits pharmaceutiques.  

Ainsi, d’autres études doivent être mises en œuvre pour obtenir plus de précision et 

explorer plus en profondeur cet aspect du travail, afin de permettre :  

- une compréhension des synergies et des interactions qui peuvent exister entre les 

champignons endophytes et leur capacité à cohabiter ensemble dans la même 

plante ; 

- détermination de ces champignons endophytes jusqu’au niveau spécifique ; 

- comprendre le mécanisme qui a permis aux mycoendophytes de coloniser une 

plante connue pour sa toxicité (Peganum harmala), de synthétiser des métabolites 

secondaires au sein de cette dernière ; 

-  comprendre les interactions existantes entre les deux partenaires et découvrir le 

potentiel d’activités biologiques de ces champignons ; 

-  une extraction, purification et identification des substances bioactives produites 

par ces champignons endophytes ;  

- une comparaison entre les métabolites secondaires produites par les champignons 

endophytes et la plante ; 

- une exploitation à l’échelle industrielle des composés à activités biologiques issus 

des mycoendophytes. 

 

 



La  partie I a fait l’objet de quatre communications internationnales 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



La  partie II a fait l’objet d’une publication inte rnationale dans Journal of Fundamental 

and Applied Sciences et de deux communications internationnales. 
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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 

dernières années, l’intérêt 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’intérêt concerne les 

effets biologiques des antioxydants naturels inclus dans la lutte contre le stress oxydatif 

généré par les espèces réactives de l’oxygène (ERO). Celles-ci sont impliquées dans le 

vieillissement, le déclenchement et la progression de plusieurs maladies, telles que le cancer, 

l’athérosclérose, les accidents cardiovasculaires (AVC), l’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 symptôme de maladie 

apparent. Ils sont capables de fournir eux aussi des métabolites secondaires, ayant des 

activités biologiques. Les polyphénols dont les flavonoïdes, sont les principaux métabolites 

secondaires des plantes médicinales, ainsi que des champignons, responsables de leur activité 

antioxydante, antimutagène 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 l’Afrique [5]. 

Peganum harmala a été utilisée pendant longtemps en médecine traditionnelle pour le 

soulagement de la douleur et comme un agent antiseptique. Elle possède 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 à évaluer in vitro l’activité antioxydante, ainsi que la teneur en 

polyphénols des extraits fongiques bruts des mycoendophytes foliaires préalablement isolés et 

identifiés, comparativement à l’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 cœur 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 à 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 à 871 m d’altitude. Sur le plan bioclimatique, la zone d’étude se situe 

dans l’étage aride, avec une saison sèche de 11 mois par an (Figure 1).  

 

 

                                                                                           

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 manière aléatoire. Les échantillons ont été 

placés dans des sachets en papier et conservés dans une glacière, puis au réfrigérateur jusqu’à 

leur utilisation au laboratoire.   

Fermentation et extraction des métabolites secondaires fongiques bruts  

Les mycoendophytes utilisés dans notre étude ont été isolés à partir des feuilles saines de 

Peganum harmala et identifiés. Ces champignons sont purifiés et mis à croitre sur PDA à 

température ambiante pendant sept jours. En se basant sur les caractères culturaux et 

morphologiques, quatre genres fongiques à savoir : Cladosporium, Alternaria, Aspergillus et 

Penicillium ont été identifiés à partir des cultures de feuilles de Peganum harmala. Deux à 
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trois pièces (0.5 x 0.5 cm) de chaque champignon ont été 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 à température ambiante pendant trois à quatre 

semaines, avec une agitation périodique à 150 tours/minute. Par la suite, le contenu est filtré à 

travers une gaze stérile, afin de séparer le mycélium du bouillon de culture [8,9]. Ce dernier 

est centrifugé à 5000 tours/min pendant 15 min et le surnagent a été récupéré [10]. 

L’extraction a été faite à l’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 à 40°C. La solution est ensuite mise au repos 

dans des ampoules à décanter pour séparer les deux phases. La phase organique a été 

récupérée pour être concentré sous pression par évaporation du solvant, à l’aide d’un 

évaporateur rotatif à 45°C [9,14]. 

Préparation de l’extrait de feuilles   

Les feuilles récoltées ont été séchées à l'ombre et à température ambiante. Elles sont réduites 

en une fine poudre. 1g de la poudre de feuilles a été additionné à 10 ml d'une solution aqueuse 

constituée d’acétate d’éthyle : Eau distillée (8:2 v/v), centrifugée à 4000 tours pendant 15 min 

pour recueillir le surnageant. Ce processus a été répété trois fois. Ensuite, le solvant a été 

éliminé par évaporation [15]. 

Activité antioxydante  

Pour l’évaluation de l’activité antioxydante, nous avons utilisé le test de piégeage du radical 

libre DPPH (Diphénylpicrylhydrazyl) [16], qui est définit par l’indice d’inhibition de 

l’activité radicalaire en pourcentage, où le contrôle positif est représenté par une solution d’un 

antioxydant standard : l’acide ascorbique. Les résultats ont été exprimés en pourcentage 

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

I%= [(Ac – At)/ Ac] x 100 

Où:   Ac: absorbance du contrôle;  At: absorbance du test. 

Pour s’affranchir de l’influence de la concentration, nous avons considéré la concentration 

inhibitrice IC50 de l’antioxydant, qui correspond à une réduction de 50% de l’activité (de 

l’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 

l’antioxydant qui sont nécessaires pour faire décroitre la concentration initiale du DPPH de 

50% [16]. Les valeurs de l’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 μl d’extrait fongique ou foliaire est mélangé avec 1 

ml de réactif de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois dans de l’eau distillée. Après 4 minutes, 

800 μl de carbonate de sodium (Na2CO3) à concentration de 7,5 g/l sont ajoutés. Après une 

incubation du mélange réactionnel pendant 1 à 2 heures à température ambiante et à 

l’obscurité, l’absorbance est mesurée à 760 nm. La quantité des polyphénols est determinée 

par la courbe d’étalonnage, effectuée par l’acide gallique à différentes concentrations (0-0.3 

mg/ml) dans les mêmes conditions. Dans l'équation de régression de la courbe d'étalonnage de 

l'acide gallique, Y est le taux d'absorption lue à une longueur d'onde de 760 nm et X est la 

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

 

Fig.2. Courbe d’étalonnage de l’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, à l’aide du logiciel Stat Box 6.40.  
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3. RESULTATS ET DISCUSSION 

Nos essais antioxydants révèlent que les extraits de mycoendophytes foliaires et l’extrait de 

feuilles de Peganum harmala sont dotés d’un pouvoir antiradicalaire faible. Peganum 

harmala est une plante toxique, donc non consommée par les herbivores et encore moins par 

l’homme. Les IC50 montrent une activité antioxydante plus élevée dans l’extrait fongique de 

Penicillium (IC50=1.065±0.003mg/ml), suivie de celle de l’extrait d’Aspergillus 

(5.95±0.05mg/ml). Pour l’extrait d’Alternaria, elle est de 6.14±0.07mg/ml, de même que pour 

l’extrait foliaire avec une IC50 de 6.15±0.01mg/ml. Par ailleurs, l’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 l’acide ascorbique. Il en est de même pour les IC50 entre les différents 

extraits fongiques testés. La différence entre l’IC50 de l’extrait de Cladosporium et l’extrait 

foliaire est significative (p=0.01), mais l’analyse de variance faite entre l’IC50 des extraits 

d’Alternaria et d’Aspergillus et des feuilles ne révèle aucune différence significative 

(respectivement p=0.93 pour Alternaria et p=0.13 pour Aspergillus). Pour l’extrait de 

Penicillium, la différence est hautement significative (p=0.00). Le résultat obtenu pour l’IC50 

du genre Penicillium est en accord avec les résultats retrouvés par JAKOVLJEVIC et al. 

(2014) où la valeur IC50 contre le radical DPPH était de 0.974 mg/ml pour Penicillium  

fumiculosum et 1,336 mg/ml pour Penicillium chrysogenum [18]. Les molécules 

antioxydantes extraites par l’acétate d’éthyle semblent être synthétisées beaucoup plus par 

Penicillium mycoendophyte foliaire que la feuille de Peganum harmala ou les autres 

champignons endophytes recensés à son niveau. Néanmoins, cette activité reste relativement 

faible par rapport à l’acide ascorbique, dont la valeur IC50 est de l’ordre de 0.127±0.002 

mg/ml.  

Tableau I : les IC 50 des différents extraits. 

Différents 

extraits 

Extrait 

Cladosporium 

Extrait 

Alternaria 

Extrait 

Aspergillus 

Extrait 

Penicillium 

Extrait 

foliaire 

Acide 

Ascorbique 

IC50±ES 

(mg/ml) 
8.56±0.14 6.14±0.07 5.95±0.05 1.065±0.003 6.15±0.01 0.127±0.002 

ES : Erreur standard. 
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Le type de solvant joue un rôle important dans l’extraction des composés phénoliques et des 

molécules anti-oxydantes. Cependant, nos extraits des genres Alternaria  Aspergillus et 

Cladosporium, ainsi que l’extrait foliaire de Peganum harmala ont montré une activité 

antioxydante faible par rapport à l’extrait fongique du genre Penicillium, et cela peut être du à 

la nature des molécules extraites avec l’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 l’extrait foliaire peut être due à 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 révèlent une différence hautement significative entre la teneur en 

polyphénols des extraits d’Alternaria, Aspergillus et Penicillium et celle de l’extrait foliaire 

(p=0.00). Il en est de même entre les différents extraits fongiques. La différence est juste 

significative entre la teneur en polyphénols de l’extrait Cladosporium et l’extrait foliaire 

(p=0.01). 

 

Fig.3.Teneur en polyphénols des extraits fongiques bruts et l’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 à FERNANDES et al. (2009), 

ils ont mis en évidence l’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 espèces des mangroves, avait un potentiel antioxydant [22]. De 

même 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 même 

titre que les plantes. Ces métabolites secondaires sont communs à la fois aux plantes et aux 

microorganismes. Ainsi, ces composés peuvent être 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 être des produits du métabolisme de leurs 

endophytes [26]. 

 

4. CONCLUSION 

L’étude 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 l’activité antioxydante 

des extraits bruts des champignons endophytes et de l’extrait foliaire de Peganum harmala 

selon la méthode du piégeage du radical libre DPPH a montré que ces extraits possèdent une 

activité antioxydante faible. Cette activité est nettement inférieure à celle du référant, à savoir 

l’acide ascorbique. Néanmoins, le champignon endophyte Penicillium a montré la meilleure 

activité antioxydante, comparé aux autres mycoendophytes, mais aussi à la plante elle-même. 

Ces composés bioactifs sont issus d’un métabolisme associé entre les feuilles et leurs 

champignons endophytes. Le faible pouvoir antiradicalaire est dû à la toxicité de la plante 

expliquée par la synthèse d’alcaloïdes par cette dernière. L’activité antioxydante est 

généralement corrélée à une concentration de composés phénoliques. D’après la bibliographie, 

seul Penicillium est connu pour la synthèse de ces composés. Le métabolisme des 

champignons endophytes de Peganum harmala pourrait être influencé par les composés à rôle 

répulsif synthétisés par la plante seule, ou avec l’aide de ces mêmes 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 des différents milieux de cultures et solutions utilisées 

• Eau physiologique   

NaCl  .........................................................................................................................................  09g  

Eau distillée ...........................................................................................................................  1000 ml 

•  Milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar) 

Pomme de terre…... .................................................................................................................. 200g 

Glucose ......................................................................................................................................  20g 

Agar-agar ...................................................................................................................................  20g 

Eau distillée ............................................................................................................................ 1000 ml 

• Milieu PDB (Potato-Dextrose- Broth) 

Pomme de terre…... .................................................................................................................. .200g 

Glucose .................................................................................................................................... …20g 

Eau distillée ............................................................................................................................ 1000 ml 

 

• Milieu Brain Heart Infusion (BHIB)  

Protéose peptone…………………………………………………………………………………10g  

Infusion de cervelle de veau…………………………………………………………………...12,5g  

Infusion de coeur de boeuf ………………………………………………………………….......05g  

Chlorure de sodium………………………………………………………………………………05g  

Phosphate disodique…………………………………………………………………………….2,5g  

Glucose…………………………………………………………………………………………..02g  

Eau distillée…………………………………………………………………………………1000 ml  

pH final 7,4±0,2 

• Milieu BHI-Agar  

BHI………………………………………………………………………………………..18,5g 

Agar-agar………………………………………………………………………………….7,5 g 

Eau distillée……………………………………………………………………………..1000ml 
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• Milieu Muller Hinton (MH)   

Extrait de viande………………………………………………………………….................03g  

Hydrolysat acide de caséine………………………………………………………………17,5 g  

Amidon……………………………………………………………………………...............1,5g  

Agar-agar………………………………………………………………………………........16g  

Eau distillée…………………………………………………………………………......1000 ml  

pH final 7,3 
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Annexe 2 

Tableaux analyse ANOVA  

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

par les mycoendophytes foliaires de Peganum 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 mitotiques des extraits de métabolites 

secondaires  fongiques bruts des mycoendophytes foliaires de Peganum 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 cytotoxicité des extraits de métabolites 

secondaires  fongiques bruts des mycoendophytes foliaires de Peganum 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 métabolites secondaires  fongiques 

bruts des mycoendophytes foliaires de Peganum 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 polyphénols des extraits de métabolites 

secondaires  fongiques bruts des mycoendophytes foliaires de Peganum 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 bactérienne Bacillus cereus ATCC 10876 qui 

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

Tableau d'analyse de variance 
 ddl SC CM F Proba 

Champignon 11,00 1108,97 100,82 78,90 0,00 
Var.résiduelle 24,00 30,67 1,28   

Total 35,00 1139,64    
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Annexe 3 

Informations concernant les souches de références 

Numéro de référence Origine 

Gènes codant pour les 

entérotoxines staphylococciques 

par PCR conventionnelle 

S. aureus FRI 361 
Poulet, Collection FRI 

USA 
sec, sed, ser, seg, sei, sej 

S. aureus FRI S6 Collection FRI USA sea, seb 

S. aureus FRI 137 Abcès (ATCC 19095) seg, seh, sei 

S. aureus FRI 326 
Chicken tetrazzini, 

Collection FRI USA 
see 

S. aureus MU 50 

11CEB145 STA 

Pus d’enfant japonais 

avec une blessure 

chirurgicale 

sea, sec, seg, sei 

S. aureus ATCC 25923 Collection USA -------------- 

Bacillus cereus ATCC 

10878 
ATCC, Collection USA --------------- 

Enterococcus faecalis 

ATCC 49452 
ATCC, Collection USA --------------- 

Bacillus cereus ATCC 

14579 
ATCC, Collection USA --------------- 

S. aureus ATCC 43300 ATCC, Collection USA --------------- 

 

FRI: Food Research Institute 

Se : Staphylococcal enterotoxin (gène codant pour les enterotoxines staphylococciques) 

ATCC : American Type Culture Collection 

MU50, ATCC 43300 : Sont des souches MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus) 

MU50 : porte le gène mecA 
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Annexe 4 

Détection préliminaire de l’activité antibactérienne des champignons endophytes et de 

l’antibiotique (Chloramphénicol) vis-à-vis de quelques souches bactériennes. 

Souches Inoculum Inoculation 24h 48h 

Staphylococcus 

aureus  FRI 361 

(S5) 

 

 

  

Staphylococcus 

aureus FRI S6 

(S4) 
    

Staphylococcus 

aureus MU50 

mecA (S7) 

    

Enterococcus 

faecalis  ATCC 

49452 (S1) 
    

Bacillus 

cereus ATCC 

10876 (S9) 
    

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 revealed 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 vivent en interaction complexe avec les 

plantes où les deux partenaires tirent profit. Les plantes médicinales constituent une source 

inépuisable de molécules bioactives. Elles peuvent être produites par les différents organes de 

la plante ou par des mycoendophytes mutualistes présents au sein de cette dernière. Notre 

étude a été réalisée sur une plante médicinale spontanée de la région de Laghouat (Algérie) : 

Peganum harmala L. Notre intérêt dans ce travail s’est porté sur la diversité des 

mycoendophytes et des épiphytes au niveau des feuilles de Peganum harmala L, ainsi que sur 

la mise en évidence des différentes activités biologiques (antimitotique, antiproliférative, 

antioxydante et antibactérienne) des métabolites secondaires fongiques bruts des 

mycoendophytes foliaires de cette essence. L’identification microscopique a révélé une 

abondance des genres Penicillium et Rhizopus pour les épiphytes, Cladosporium et Alternaria 

pour les mycoendophytes. Des interactions importantes sont décrites entre les différents 

taxons fongiques indiquant ainsi l’impact de ces interactions sur la biodiversité fongique au 

niveau des feuilles de  Peganum harmala. Par ailleurs les essais antimitotiques et 

antiprolifératifs confirment l’action des métabolites secondaires fongiques bruts de ces 

mycoendophytes dans l’inhibition de la mitose, de même pour les combinaisons d’extraits 

réalisées, produisant ainsi des anomalies chromosomiques, cellulaires ainsi qu’un effet 

cytotoxique. L’activité antioxydante de ces derniers a été réalisée par le test 

Diphénylpicrylhydrazyl (DPPH). Les molécules antioxydantes extraites par l’acétate d’éthyle  

sont  en relation avec la teneur en polyphénols retrouvée dans les différents extraits de 

métabolites secondaires fongiques bruts ainsi que l’extrait foliaire chez Peganum harmala L. 

En outre, l’évaluation de l’activité antibactérienne a révélé une différence dans la sensibilité 

des souches bactériennes vis-à-vis des métabolites secondaires des mycoendophytes foliaires 

de Peganum harmala L selon leurs conditions culturales à savoir : leurs présence ensemble ou 

séparément vis-à-vis de chaque souche bactérienne et le temps d’incubation. 

Mots clés : Mycoendophytes foliaires, Peganum harmala, antimitotique, antiproliférative, 

antioxydante, antibactérienne, Laghouat (Algérie). 



  

  ملخص 

  

تعيش الفطريات في تفاعل كبير مع النباتات، حيث يستفيد من هذه العلاقة كلا الطرفين. هذه النباتات و خاصة منها 

الطبية مصدر مهم للجزئيات النشطة. يمكن إنتاج هذه الأخيرة من قبل مختلف أعضاء النباتات أو عن طريق الفطريات 

مل ر في هذه الدراسة، ركزنا اهتمامنا على نبتة الح.  mycoendophytesالموجودة بداخلها في تعايش سلمي و مدعوة

)Peganum harmala التي نجدها بكثرة في منطقة الأغواط (الجزائر). أول اهتمامنا هو تنوع تلك الفطريات الموجودة (

تلفة لهذه الفطريات ). اهتمينا كذلك بكشف الأنشطة البيولوجية المخépiphytes et endophytesفوق و داخل أوراقها (

)antimitotique, antiproliférative, antioxydante et antibactérienne(. أثبت الكشف المجهري  عن وجود

 .شائعتان فوق الأوراقPenicillium et Rhizopus .ملر أنواع كثيرة من الفطريات فوق و داخل أوراق الح

Cladosporium  وAlternaria .داخلها. تفاعلات كثيرة توجد بين هذه الأنواع من الفطر  

 activitéأما فيما يخص نشاطات هذه الفطريات، فقد أثبتنا أن مركباتها الثانوية لها دخل في وقف الانقسامات الخلوية (

antimitotique) و انتشار الخلايا (activité antiproliférative.( كما تم تحقيق نشاط مضاد الأكسدة )anti 

oxydante بواسطة اختبار (DPPHنتائج نشاط مضاد الأكسدة . ) متعلق بكمية البليفينولpolyphénols المتواجدة في (

أما عن النشاطات المضادة للجراثيم، فلقد  مل.ك المستخرج المتحصل من أوراق الحر مختلف المستخرجات الفطرية و كذل

  ا كانت الفطريات معا أو منفصلة و ذلك حسب الجراثيم طبعا.تحصلنا على نتائج مختلفة اعتمادا عليها إذ

            

  الكلمات المفتاحية

، الأغواط مضاد للأكسدة، مضاد للبكتيريا mycoendophytes, Peganum harmala مضاد للانتشار، مضاد للتكاثر،

 (الجزائر).
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