REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECH ERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE MOULOUD MAMMERI DE TI1Z| OUZOU
FACULTE DES SCIENCES BIOLOGIQUES ET DES SCIENCES AGRONOMIQUES
DEPARTEMENT DES SCIENCES BIOLOGIQUES

M

2
< M, 4

V!
\,

Mémoire
De fin d’études
En vue de 'obtention du Diplome de Master

Domaine : Science de la Nature et de la Vie
Filiere : Biologie
Spécialité :Diversité et Adaptation de la Flore Méditerranéenne

Théme

Etude de l'activité antibactérienne de
champignons endophytes foliairesREganum

harmala de la région de Laghouat (Algérie)

Présenté parM®*KARAOQOUI Siliya
Le 24/09/2017

Devant le jury :

M. MEDJKOUNE N. MAA a 'luUMMTO Président

M ™ SMAIL-SAADOUN N. Professeur a 'TUMMTO Promotrice
Me®ouzID Y. Doctorante & 'UMMTO Co-promotrice
Me"® ASMANI K. MCB & 'UMMTO Examinatrice

2017/2018



Dédieace

Ue dedie ce modeste travarl au personmes qu comples ) /a%af powr
ma;, g’ ont ele presentes et 4 égae‘/oe 4 resteront toul au /wg} de

mon /062/"006(/"@.



/@Meﬁa/émﬂk

J éxyw)r(e en premier tew ma gratitude @ madame SHAL-SAADOUNN Norsa
/1 Frofessear a L UMM 70) pour, m avoie donné la chance d iteprer son Master, Je

Ui suis reconnaissante pow ta aa/(f/a/(ae gu oMo a lemogpnee a mon 6:}/62/‘/ en acceplant
d encadié mon travait

Mes sirceres remercioments vont tout /aamf/éa//é‘/oe/;(a/ﬂf 2 mademoriselle Yasmina
WA g a ben voutn me Co-encadrer et a su me supervise el /«/é&' Loal au /wg/ de
mon memarre,

J winerais e;gza/a/r(e/ﬂf remercier  monsiewr  TITONCHE 9, / MAA @
UM 70) pour Sa preciese wite et sa contribution,

e souhate exprimer (0 mes remercrements 2 monsiear MEDITROUNE N,
d avorr accepte de /ﬁé@/&/@ﬁ le Sy de la soutenance et d examiner mon travalt Melto
ASHAN! £, g/ a acoept do faive partiec da jury afic d examiner ce trava, Qu it en
Sorent remercles,

Ve voullvs égatoment remercior te persomnel ot los doctorantes du taboratoie «
Kessources Naturellos » do ¢ Universite Monloud Mammeri de 7iz-Cuzou, pour bours
conseite et encouragements ot surtoul pour lour soutien morad tout au o de mon

Lravall



Liste des figures

Figure 1 : représentation schématique du cycle de vie despmilgaons endophytes du genre
Neotyphodium transmis VErtiCaEMENT ............iiiii e 8
Figure 2 : représentation schématique du cycle de vie des emgaphytes foliaires transmis
horizontalement chez les plantes tropICaleS.....cue.uvvvvviiiiiiii e 9
Figure 3 : hypothéses de la balance d’antagonismes entrehempignons endophytes et
leurs plantes hotes, permettant la colonisatiom@asymatique .............euveeciiiiiinneeeeeeceaaen. 11
Figure 4 : structure chimique de FauXiNe..............uceeeeriiiieeieiireee e eeeeeee 16
Figure 5: technique de diffusion des mycéliums de mycoengigshfoliaires Peganum
NArMAlA SUM QEIOSE ......uiiiiiiiiiiiiieeee ettt e e e e e e e s nb e e e neees 36
Figure 6 : technique de diffusion des disques de mycéliumsymendophytes foliaires de
Peganum harmala sur gélose (un seul mycélium par boite) ............cccceeiieeiiiiiieeeeiiieeeeiiinns 36
Figure 7 : schéma récapitulatif de la technique de doubfegldn sur gélose ............cccc...... 38
Figure 8 : activité antibactériennges quatre champignons endophytes et de I'antijietsur

S aureus MU 50 mec A,B.cereus ATCC 10876 eB.cereus ATCC 14579 dans lpremiére
=T 1T 01U =4 41
Figure 9: activité antibactérienndu genreAlternaria et de I'antibiotique dans la seconde
manipulation suB.cereus ATCC10876 eB.cereusATCC 14579.....cccccevvvviiiiiiieeiiincnn e 42
Figure 10 : activité antibactérienndu genreAspergillus et de I'antibiotique dans la seconde
manipulation SUBS. aUr@US FRI B........ccooii i e e 43
Figure 11 : activité des quatre champignons endophytes et atgibbiotique vis-a-vis des

souchesS aureus ATCC 43300 e6 aureus FRI 326 dans laremiere manipulation.............. 44



Liste des tableaux

Tableau 1 :criteres symbiotiques qui caractérisent les elmsles champignons endophytes. 6

Tableau 2 :structures chimiques de quelques COMPOSES argif@@res................cccccvvvvvnnnee. 18
Tableau 3 :structures chimiques de quelques COMPOSES aNBIGANC...........cceeeeeeeeeeeeeeeeennnn. 21
Tableau 4: quelques structures chimiques de composés aréiits et antifongiques......... 24
Tableau 5 :quelques structures chimiques de composés anBoXYd...........cccceeeeeeeeeeeeeeenn.. 25
Tableau 6 :quelques composés bioactifs IMMUNOSUPPrESSEUIS.cun....cvvvvvviiiiiieeeeeeeeeeenae, 26
Tableau 7 :quelques structures chimiques de COMPOSES AMMKVILA. ...........cvvveiiiiiiieeeeeeennn. 28
Tableau 8 :applications industrielles d’enzymes mycoendOo@uds ..............cccccvvvvvvrvieeennen. 29
Tableau 9 :caractéres généraux des champignons endophytggsutil.....................eeeennes 31

Tableau 10 :Normes utilisées dans I'expression de la sentghiies microbes a I'antibiotique
avec des disques de 6 MM de dIAMELIe .......oeueueeeeiiiiiiiie e 37
Tableau 11 :inhibition de la croissance des souches bactérgepae les mycoendophytes
foliaires dePeganum harmala dans le premier SCreening .........coovvvveeeeeeeeeeeeeeiiiinnninane e 44
Tableau 12 :inhibition de la croissance des souches bacté&mmpar les mycoendophytes
dans |e SECONd AEPISTAGE ....cccoiiei e aeeeaae s 44
Tableau 13 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasrdeoendophytes de la
manipulation 1 et 2 et de l'antibiotique et leurfets sur la croissance des souches
bactérienne€Enterococcus faeCaliSATCC 49452 .....coovviiieeieeeiieeeeeee e e e e e e e e a7
Tableau 14 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioeasrdeoendophytes de la
manipulation 1 et de I'antibiotique et leurs effetg la croissance des souches bactériennes
StaphylococCus aUreusS TCC 25923 ...t emmmmm e e e e 48
Tableau 15 :comparaison des moyennes des zones d'inhibitioasrdeoendophytes de la
manipulation 1 et de I'antibiotique et leurs effetg la croissance des souches bactériennes
Saphyl0COCCUS QUIEUS FRI 326 .......iiiiiiie e vmmmmme ettt e e e e e e e e e e e e aeeens 49
Tableau 16 :comparaison des moyennes des zones d'inhibitioasrdeoendophytes de la
manipulation 1 et 2 et de l'antibiotique et leurfets sur la croissance des souches
bactérienneStaphylOCOCCUS QUIEUS SB ...........uuuururiiiiieeeeeeeeeeeeeeee s e e e e e eeeeaaanssnnnnnnaeaeeeas 50
Tableau 17 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioeasrdeoendophytes de la
manipulation 1 et 2 et de l'antibiotique et leurfets sur la croissance des souches

bactérienneStaphylococcus aureus FRI 361 ..........cccooiiiiiiiiiiiiiicimmmmme e 51



Tableau 18 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioeasrdeoendophytes de la
manipulation 1 et de I'antibiotique et leurs effstg la croissance des souches bactériennes
StaphylococCus aUreuS TCC 43300 .....coieeeeieiiiieeeeeeeeiiieie i emmmmm e e e e e e e e e e e e eeeereae e s 52
Tableau 19 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasrdeoendophytes de la
manipulation 1 et de I'antibiotique et leurs effetg la croissance des souches bactériennes
Staphylococcus aureuS MU 50 MECA ......euiiii ettt e e e e e e e e e e eeeeeaeeees 35
Tableau 20 :comparaison des moyennes des zones d'inhibitioasrdeoendophytes de la
manipulation 1 et de I'antibiotique et leurs effetg la croissance des souches bactériennes
Saphyl0COCCUS QUIEUS FRI 137 ....uiiieii it mmmmme e e ettt s e e e e e e e e e e e aaeeas 54
Tableau 21 :comparaison des moyennes des zones d'inhibitioeasrdeoendophytes de la
manipulation 1 et 2 et de l'antibiotique et leurfets sur la croissance des souches
bacteriennNeBacillUS CEraUS L0876 ...........uuuuriiiiiiiiiiiiiiieaee e e eee e eas 55
Tableau 22 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasrdeoendophytes de la
manipulation 1 et 2 et de l'antibiotique et leurfets sur la croissance des souches
bactérienNeBacilluS CEraUS 14579 ........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e r e aaeeeeeas 56



BHIA

DO
IAA
ITS
MH
MRSA
PDA
UFC
%
°C

ul

ng

Liste des abréviations

Brain Heart Infusion Agar
Chloramphénicol
Densité optique
Indole-3-acetic acid¢ide indole 3-acétique)
Internal transcribed spacer
milieu Mueller Hinton
Methicillin-Resistar@taphylococcus aureus
Potato dextrose agar
Unité formant colonie
Pourcentage
Degré Celsius
Microlitre
Microgramme



Sommaire

INtrOAUCTION GENETAIE .....eviiiiiiiiiiiiieee e e e eeenaeeesaanns 2

Chapitre I. Mycoendophytes

O 1 11 0T ¥ {1 [ o I PP PPPPPPUPPPPPPP 5
2. Classification des champignons endophytes ... 5
2.1. Mycoendophytes Clavicipitaceae (C- endophytes).........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 6
2.2. Mycoendophytes NeBIaVICIPItACEAE ...........cceeevevireeiiiimmmmmn e e e e e eeeeeeerr e e e e e e e eeaaees 7
3.  Mode de reproduction et de tranNSMISSION ... e ceeeeerererrrnrmnnniiiieaeeeeeeeeerrreeeeeeeeeeen 7
3.1, TranSMISSION VEITICAIE .........uitieitie ettt e e e e e es 7
3.2, TransmisSIiON NOMZONTAIE .........oooiiiiiiieiee et ee e e e e e e e eaeeeaanea 8
4. Interaction champignon endophyte-hote......cccooeviviviiiiiiiii s 9
5. Diversité des champignons endophytes .........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 11
6.  SPECITICILE AES LISSUS ...uuuvviiiiiiiiiiiiiieeeece e e e e e e e e e e e e e s st e eaeaaa s s e nnnesrenneneees 12
7. Variabilité spatiale et geographiqUE....... e eeeeeeeeieeeeeeeeeeiiieieiiiciiereeee e e e e e e e e 12
8. Facteurs de diversité des champignons endophyteS............ccceeevviiviiveiiiiiiiniiannns 13
9. Obstacles rencontrés dans la découverte de lavbisidé des mycoendophytes............ 14
10. ROles des champignons eNdOPNYLES...... .o eeeneeeeeeeees 15
10.1. ROle dans la NULKtioN €t 1a CrOISSANCE ceceeu.vvuriiiee e 15
10.2. ROle de défense contre les difféerents SEREEONNEMENTAUX .....eevvvvveeeiiieeeeereirimeees 16
10.3. Rdle écologique et environnemental (phytoBadi®n................ovvviiiiiiieiieeeeeeeeeeee, 18

10.4. Champignons endophytes comme source de niedduioactives pharmacologiques.... 19

10.4.1. COMPOSES ANLICANCEIEUX ....uvvvvrrirrrereerreeeeaeaaaaassssaaaassnssnssssseeeerenaeaasaaannnnsssssnnnes 19
10.4.2. Composés antibactériens et antifoNgiQUES .- ......covvviiieiiiiiiiiiiie e 22
10.4.3. COMPOSES ANIOXYAANTS .........u. . s e s e e e e e e eaaeeeeeeeeesssnnnssn s e eeeaaeaeaees 24
10.4.4. Composes imMmMUNOMOAUIALEUIS ........uiiiiieeeeeeeeeieieiecciiiiiiieee e e e e e eaeaeennneeeeees 26
10.4.5. COMPOSES ANLIVIFAUX ...eeiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeaaaassasssnnsssseesseseeeeaesssssasannnssssnessnes 27

10.4.6. COMPOSES ENZYMALIQUES ......ceeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeaatanes s s s e e e e eaeaaaaaaaaaaaeaeeeeeeesnnnnes 28



Chapitre 1. Matériels et méthodes

I V= (= 1= PSPPI 32
1.1. Les mycéliums des mycoendophytes foliaireBaganum harmala...............cccvvvveeeeen. 32
1.2. Materiel MICIODIEN ... reee e e e e e e e e e e e e e e e e e 33
1.3. Autre materiel ULIlISE...........c.. e 35
FZ /=1 1 T Yo [ TPOPPPP 35
2.1. Double culture de diffuSION SUM GEIOSE eeeeeeviviiiiiieieieeie e e e 35
2.1.1. Préparation de l'inoculum et ajustement de la tlit®i.............ccccoeeeeeeieiiiviiiniinnnn, 35
2.1.2. Préparation de I'inoculum et ajustement de la thit®i............cccceeeeeeeeiiiiiviiiininnnn, 35
2.1.3. Screening préliminaire de I'activité antibactériemdes mycoendophytes ................. 36

2.1.4. Dépistage de l'activité antibactérienne des mycophgltes foliaires sélectionnés par
STt £ == 11 o P URRSR 37

3. ANAIYSE STALISHOUE ..vvvveeiiiiieee et e e e e e e e e e e e e e e e 40

Chapitre Ill. Résultats et discussion

1. Dépistage de I'activité antiDaCtEriENNE ... .o eeeeeeeeeeiiiiiieiiciiiieee e e e e e 42
2. Analyse statistiques : test de FANOVA ... ea e e e 47
3. Test de comparaison des groupes homogene de NeWaWs-..................cceevvvevernnnnnnns 48

3.1.Comportement antibactérien des champignoriargtdiotique vis-a-vis dznterococcus
fAECAlISATCC 49452 ... s ettt e e e e e e e e e e aaaaaeaeaaaas 48
3.2.Comportement antibactérien des mycoendophgt&srés et de I'antibiotique vis-a-vis
des souches d&aphylococcus aureus TCC 25923 ......ccoveiiiieeiiiiiieeeeeeev v eeemee e 49
3.3.Comportement antibactérien des mycoendophgtesrés et de I'antibiotique vis-a-vis
des souches d&aphylococcus aureus FRI 326 ............couviiiiiiiiiiiiiieeceeceemee e 50
3.4.Comportement antibactérien des mycoendophyptesrés et de I'antibiotique vis-a-vis
des souches d&taphylOCOCCUS QUIEUS SB..........cceveeeerriiiiiiiieeee e e e e e e s e e e e e e eaeaaeaees 51
3.5.Comportement antibactérien des mycoendophgtesrés et de I'antibiotique vis-a-vis
des souches d8 aureUS FRI 36L..........uuuiiiiiiiiiee et eceemi e 52
3.6.Comportement antibactérien des mycoendophygtasrés et de I'antibiotique vis-a-vis
des souches d&aphylococcus aureus TCC 43300 ....uuvieeeeeeeeeieeeeieeeeeeiie v cemmen e 53
3.7.Comportement antibactérien des mycoendophgtesrés et de I'antibiotique vis-a-vis

des souches d&aphylococcus aureus MU 50 MECA ........ooovviiiiiiiiiiiiiie e 54



3.8.Comportement antibactérien des mycoendophgtesrés et de I'antibiotique vis-a-vis

des souches d&aphylococcus aureus FRI 137 .......oooiviiiiiiiiciieie e eeemmme e 55
3.9.Comportement antibactérien des champignong é¢audtibiotique vis-a-vis d@acillus

CEIEUS LOBT70 ... iieeeiii et ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nrennnnneeeenne 56
3.10. Comportement antibactérien des champignods Bantibiotique vis-a-vis dBacillus
CEIBUS LASDTD ittt oottt e e e e et et e e e et e e aa e ee e e e eeeeenn e e e eeenrnan s 57
(O] aTed U1 o] pTo =T 0 T=T = 1= PSRRI 62
Références bibliographiqUES...........ooeveeiiiiiiiiiie e e e 65

F AN 1 8 150 74



Introduction générale



Introduction générale

Les soins par les plantes sont connus depuis daibéi et leur pouvoir de guérison
n'est plus a démontret’organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime @0% de la
population mondiale utilise des herbes comme méthiedsoin de santé primaire (Bousliman
et al., 2012 ; Ahmeckt al.,2012).Bien des recherches ont montré un immense poteiese
plantes médicinales comme source de composeés ifsodzaset al., 2010 ; Tenguriat al.,
2011). Ces recherches ont été menées pour palliapgarition de microorganismes multi-
résistants et l'urgence de trouver de nouveawdbiatijues, des agents thérapeutiques et
agrochimiques plus efficaces, moins toxiques, amacimpact environnemental mineur
(Tenguriaet al.,2011).

Les plantes médicinales comme la plupart des @astmt en relation avec des
microorganismes endophytes qu’elles hébergentnétieur de leurs tissus (Stroket al.,
2002 ; Ellouz, 2011). Ces endophytes sont notammepresentés par des bactéries et des
champignons microscopiques (champignons endophg&etiulzet al., 2006). lIs sont une
composante importante de la communauté végétatmldet al., 2001 ; Arnoldetal., 2003)
et peuvent développer avec elle diverses interactiRavelomanantsoa, 2004). Les
mycoendophytes peuvent contribuer a la croissarcka ghlante et a sa défense, mais aussi
étre une source importante de nouveaux composés boaetiurels avec des applications
potentielles dans I'agriculture, la médecine etdlistrie alimentaire. Dans les deux derniéres
décennies, de nombreux composeés a activités bgplegi a savoir : antimicrobiennes,
anticancéreuses, cytotoxiques et insecticides tEnisélés de ces champignons endophytes
(Schulzet al., 2002 ; Zhacet al, 2010).

Dans la présente étude, nous nous sommes intér@ssee plante médicinale des
régions arides d'Algérie Peganum harmala(Harmel), une plante de la famille des
Zygophyllaceae. C’est une espéce cosmopolite, qusse de maniére spontanée dans les
régions semi-arides, les steppes et les sols gahlanet salins (Darabpowt al., 2011 ;
Hammicheet al., 2013 ; Niroumandet al., 2015). Elle a été utilisée pour des usages
thérapeutiques depuis le premier siecle aprées J-&ndhouri, 2014). En médecine
traditionnelle nord africaine, elle a été considetdmme une véritable panacée, réputée
traiter la plupart des troubles (Hammicéeal., 2013), tel que I'hypertension, I'asthme, la
toux, la jaunisse, le lombago, la colique hypoggpie et bien d'autres maladies
(Darabpouret al., 2011 ; Lamchouri, 2014 ; Akbamst al., 2014). Les feuilles et les graines

de P.harmala sont connues pour avoir des propriétés hypotheresicet hallucinogenes.
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Introduction générale

Beaucoup d’études scientifigues ont démontré le¢wids biologiques générées par cette
essence, a savoir des effets antibactériens, agtifoes, antiviraux, antitumoraux,
cytotoxigues, antispasmodiques, antihistaminiqueasorelaxants, analgésiques, anti-
inflammatoires et immuno-modulateurs (Darabpetral., 2011 ; Akbaryet al., 2014 ;
Lamchouri, 2014 ; Javadiat al.,2016 ; Gul Kanwaét al.,2016).

Le Harmel est une plante toxique et sa toxicitédest aux différents alcaloides qui la
constituent. Ces derniers sont les principaux ca@pdioactifs dd®. harmala ils sont
connus pour leurs effets antimicrobiens et hypotigmes (Hammichest al., 2013). Les
propriétés désinfectant des fumigations des grailedBeganumutilisées traditionnellement
en Iran, ont été démontrées par une étude chronmagtuigue, sur les différentes fractions
d'un extrait organique de condensat de fumée. €erttle a permis d'avancer que I'harmine un
composé bioactif dé?. harmala aurait une activité antimicrobienne trés élevée lss
différentes souches microbiennes testées. Cebaleas'est avéré le composé le plus actif sur
Proteusvulgaris, Bacillus subtilisst Candida albicansCependant, le mélange d'alcaloides
potentialise son action (Hammickeal., 2013). Ainsi, Shahverdit al (2005) ont démontré
gue les extraits dichlorométhane riches en harmore une importante activité
antibactérienne. Différents extraits des partieseages deP. harmala ont démontré
d'importants effets antibactériens en particuliéxtrait chloroformique vis-a-vis des
bactéries Gram positif (Edzigt al., 2010). De méme, I'extrait méthanolique de la grane
montré une activité antibactérienne significatiizéautres travaux ont mis en évidence les
activités antibactériennes et antifongiques desl@ltes de la bétacarboline du Harmel
(Hammicheet al.,2013).

Notre objectif dans cette étude vise a évaluectiVaé antibactérienne de
mycoendophytes foliaires deeganum harmala par la technique de double diffusion sur
gélose. Dans cette optique, nous avons organisé tratail comme suite : le chapitre | est
consacreé a I'étude bibliographique des champigema®phytes. Le matériel et les méthodes
utilisés sont donnés dans le chapitre Il et le ittefil est dédié aux résultats et discussion et

nous terminerons par une conclusion générale gielspectives.
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Chapitre | Mycoendophytes

1. Introduction

Le terme « endophyte » a été introduit pour la peesrfois par Leveille et De Bary
(1866). Il a été appliqgué atout microorganismerapie asymptomatiquement dans les
tissus vivants et sains des plantes (Gimeeézl., 2007 ; Hyde et Soytong, 2008 ;
Kharwaret al., 2014). Son origine étymologique provient du greengo», qui signifie
dedans et phytor» plante : « a l'intérieur de la plante ». L'usadg ce terme est large
(Schulz et Boyle, 2006), il inclut les bactériess thampignons, les Algues, les virus et les
nématodes (Gimeneeat al., 2007 ; Kharwaet al.,2014).

La définition la plus communément utilisée estecde Petrini (1991), qui a décrit
les endophytes comme étant tout microorganismepaeitues organes d’'une plante, qui a
un stade de leur vie peuvent coloniser les tigsi@sries de cette derniére sans lui causer de
dommages apparents (Hyde et Soytong, 2008 ; €s¢s2008).

Les champignons endophytes ou mycoendophytes sesmtnucroorganismes
symbiotes, habitant les tissus vivants des plafReslriguezet al., 2009 ; Cheret al.,
2015). lIs colonisent I'espace intercellulaireiotacellulaire de leurs plantes hotes, sans
manifester de symptdomes ou de dommages apparemdam tout ou une partie de leur
cycle de vie (Schulz et Boyle, 2006 ; Huaateal., 2008 ; Gacetal., 2010; Naganetal.,
2015 ; Masumetal., 2015).

2. Classification des champignons endophytes

Les champignons endophytes sont classés en deugpeganajeurs (Rodriguez et
al., 2009) : le groupe des Clavicipitaceae, qui colemides Graminées (Poaceées) (Tintjer
et al., 2008 ; Hyde et Soytong, 2008 ; Rajtal., 2015) et le groupe des mycoendophytes
non-Clavicipitaceae qui colonisent toutes les m@anterrestres et aquatiques (Hyde et
Soytong, 2008 ; Rajet al.,2015).

Les différentes classes des mycoendophytes sortianeées dans le tableau 1.
Ces derniéeres reflétent les différences évolutitegnomiques, les fonctions écologiques,
leur mode de transmission, ainsi que la natureudes Ihotes (Rodriguezt al., 2009).



Chapitre | Mycoendophytes

Tableau 1 : criteres symbiotiques qui caractérisent les clasdes champignons
endophytes (Rodriguegt al., 2009).

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

- *Habitat-adapted (HA): dépend de I'habitat, les avantages pour la pledgaltent de la nature et la spécificité de
I'habitat telles que le pH, température et salinité
- Nonhabitat-adapted (NHA): les avantages tels que la tolérance a la sédeeee$augmentation de la croissance sont

dues aux mycoendophytes indépendamment de I'habiitdgine.

2.1. Mycoendophytes Clavicipitaceae (C- endophytes)

C'est le groupe de champignons endophytes le ptudié du fait de leur
importance économique et écologique. Les C-endeghyendophytes de classe 1)
représentent un petit nombre phylogénétique apfaramx especes de Clavicipitaceae
(Rodriguezetal., 2009), des Balansieae et leurs anamorphes @laly, 1990), occupant
quelques Graminées de saisons fraiches et chaRdesiduezet al., 2009). Ce sont des
endophytes systémiques qui se transmettent ventieadt (Tintjeret al., 2008 ; Rajeetal.,
2015).
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2.2. Mycoendophytes non-Clavicipitaceae

Les non-Clavicipitaceae représentent un groupe dresrsifié. Ills forment un
assemblage polyphylétique essentiellement d’Ascetegcet représentent au moins trois
groupes fonctionnels distincts selon leurs carestigues, leurs modes de vie et leurs
importances écologique (Rodriguetal., 2009). lls se retrouvent asymptomatiquement
chez tous les types de plantes (Saikkosteal., 2015), a savoir les tissus des plantes non
vasculaires, des fougeéres, des coniferes, des pgimes et chez les plantes de tous les

ecosystemes terrestres (Rodrigeeal., 2009).

Ces mycoendophytes non-systémiques transmis htaizoment (Hyde et Soytong,
2008 ; Rajaet al., 2015), ont été souvent signalés de maniere abusiveme des
mycoendophytes infectant exclusivement les non-Grées, alors qu’ils peuvent se
retrouver aussi chez les Graminées (Saikkonen al., 2015) et coloniser
asymtomatiquement des parties de feuilles de aesedes (Clayetal., 1990).

3. Mode de reproduction et de transmission
Les mycoendophytes ont élaboré deux modes de trssism qui sont: la
transmission verticale, via les graines de la pldriite et la transmission horizontale, via

les spores sexuées ou asexuées.

3.1. Transmission verticale

Les mycoendophytes transmis verticalement ont &eritdpar Caroll (1988)
comme des « mutualistes constitutifs », associétésyquement a leur plante hote
(Saikkonen, 2007). lls sont transmis d’'une plansaaescendance par l'intermédiaire de
leurs graines (Sanjaret al., 2012 ; Dirihan, 2016). C’est le cas des mycoengtgshdes
Graminées, leurs hyphes se développent dans legessintercellulaires des tissus des
feuilles et des tiges, puis intégrent I'ovule pliesmbryon, ainsi infectent une nouvelle
génération de graines (Clayal., 1990 ; Gimene=zt al., 2007 ; Dirihan, 2016) (Figure

1),
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Figure 1 : représentation schématique du cycle de vie dasgigaons endophytes du

genreNeotyphodiuntransmis verticalement{ ) (Repussaral.,2013). [(— ) Les
parties de la plante colonisées paNk&ntyphodiur

3.2. Transmission horizontale

Ce mode de transmission se fait par transfert deespsexuées (ascospores) ou
asexuees (conidies) des parties aériennes d'uméepdal’autre avec l'aide de différents
vecteur comme l'air, le vent, les insectes, etcCar¢ll, 1988 ; Sanjanet al.,2012). Ces
mycoendophytes non systémiques sont des « mutsalisduits » (Caroll, 1988). Souvent
originaires de spores isolées, ils vont colonises tissus particuliers et un espace limité
par contagion (Arnold et Lutzoni, 2007 ; Saikkon&nal., 2015 ; Dirihan, 2016). Les
spores, en germant vont pénétrer a travers lautetites stomates ou les blessures des
tissus et coloniser I'espace intra ou intercellglades tissus de la plante héte. Ce genre
d’endophytes sont généralement associés au plégtesuses. La majorité des jeunes
feuilles des plantes vasculaires, qui sont gén@ei exemptes de mycoendophytes dans
les premiers moments de leur vie, vont étre comtampar ces derniers, tel qu'il est
mentionné au niveau de la figure 2, qui schéma¢ismode de transmission horizontale

chez des plantes tropicales (Heztal.,2007 ; Saikkonen, 2007).
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Figure 2 : représentation schématique du cycle de vie desemglophytes foliaires
transmis horizontalement chez les plantes tromogderreet al.,2007).

4. Interaction hote-champignons endophytes

Il existe une relation complexe entre les champignendophytes et leurs plantes
hotes. Elle représente un continuum d’associatiargables, qui va du mutualisme a
'antagonisme en passant par le pathogéne latartiul®& et Boyle, 2006 ; Arnold et
Lutzoni, 2007; Huanget al., 2008). Cette relation est flexible, varie danstdeps et
'espace, suivant I'état de croissance, la genksestratégie de vie des champignons,
'architecture tissulaire de [I'hbte, I'adaptation ormphologique, chimique entre le
champignon et I'h6te. Elle varie aussi par rapmux conditions environnementales et
géographiques (Schulz et Boyle, 2006 ; Sanchez haref al., 2008 ; Selim edl., 2012 ;
Saikkoneretal., 2015 ; Compangt al.,2016).

Le mode de transmission joue aussi un role damatiare de I'interaction, ou les
espéeces systemiquesEgichloé transmises verticalement par les graines dehéte ont
des interactions plus mutualistes avec ce dernier ks asystémiques, transmises
horizontalement (Compaet al., 2016). Par ailleurs, la compatibilité génétiquituience
la nature de linteraction de ces deux partenaitdse étude sur les espéces de
Colletotrichuma démontré que les différents isolats exprimeststiges de vie parasitaires

ou mutualistes selon le génome de la plante hdtmisgée (Rodriguez et Redman, 2008).
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En effet, plus récemment Hacquadal. (2016) ont démontré que les genes codant pour
des protéines nécessaires a l'infection de la @launt 50 % moins nombreux chez
I'espece Colletotrichum tofieldiae présente asymptomatiquement chdzabidopsis
thaliana que chez son homologue pathogé&wletotrichum incanun{133 contre 189).
Plus encore, la majorité des génes codant poufade=urs de pathogénicité, gu'’il s’agisse
d’effecteurs, enzymes clés du métabolisme secandair encore transporteurs, sont
exprimés tres tardivement, voire pas du tout astisiiezColletotrichum tofieldiagalors
gu’ils sont fortement induits chez. incanumlors de l'infection de la plante héte. De son
cOté, la plante aussi réagi differemment vis-aedes deux especes. Elle active les genes
codant pour différents éléments de défense cdbaléetotrichum incanumAlors qu’en
présence deC. tofieldiae la réponse di. thaliana varie selon la concentration en
phosphore du milieu. Si celui-ci est présent emtjtéaimportante, les genes codant pour
différents éléments de défense de la plante, kelfgynthese de composés antimicrobiens,
sont activés. Plante et champignon ne peuvent altegagir. Par contre, si le milieu est
carencé en phosphore, ces génes ne sont pas atiésedeux parties peuvent interagir
pour le plus grand bénéfice de la plante en matiéreutrition, d’autant que les genes liés

au transport du phosphore ou a la différenciatemakllules racinaires sont alors activeés.

La colonisation asymptomatique de la plante hote pamycoendophyte est un
equilibre d’antagonisme entre les deux partengfBebulz et Boyle, 2006). Cet équilibre
s’est établi durant une longue période de co-éwwmiutAinsi, le vrai champignon
endophyte s’installe et se maintient au niveautidsss de la plante aussi longtemps que
la virulence endophytique et la défense de la plédite sont équilibrées et l'interaction
reste asymptomatique (Schulz et Boyle, 2006 ; Giezeat al., 2007 ; Gacetal., 2010).

Les mycoendophytes et les organismes pathogenesdms plusieurs facteurs
semblables de virulence et sont étroitement liéseerux (Caroll, 1988 ; Schulz et Boyle,
2006). Pour leur colonisation, les mycoendophyteweht synthétiser des métabolites
phytotoxiques de défense, comme des exoenzymescpaaurrencer les épiphytes et les
microorganismes pathogenes, mais également pouterélg métabolisme de la plante
héte et contourner sa défense chimique dans lesustien créant un équilibre
d’antagonisme (Schulet al., 2002 ; Schulz et Boyle, 2006 ; Suryanarayagiaal., 2012).

En réponse a cette éventuelle agression, 'h6t®odec6té peut répondre par une réaction

similaire, c’est-a-dire en produisant des métabslie défense préformés.
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Cet équilibre d’antagonisme souvent fragile esstatut momentanét dépend de
'état général des associés, de la virulence dumpignon endophyte, des défenses de
'héte, des facteurs environnementaux, du statiumneadtaire, ainsi que des étapes

développementales des associés (Schulz et Boylé).20

D’une maniére générale, I'interaction mutualistee les champignons endophytes
et la plante héte est décrite comme un équilibrdérété par les conditions physiologiques

et génétiques des deux partenaires et de leuroemament (Selinetal., 2012).

L’hypothése de I'équilibre antagonesmmutualisme qui permet la colonisation
asymptomatique entre les champignons endophyteargblantes hétes, par I'équilibre qui
existe entre le mycoendophyte comme un corps érarigilent et la réponse de défense

de la plante est illustrée dans la figure 3.

' _Iip_s;l;gn_mfnul
e factors ~ " -,

Figure 3: hypothéses de la balance d’antagonismes entrenbeapignons endophytes et

leurs plantes hoétes, permettant la colonisatiomasymatique (Schulz et Boyle, 2006).

11



Chapitre | Mycoendophytes

5. Diversité des champignons endophytes

Les champignons endophytes sont une importante asenpe de la diversité
fongique (Gacetal., 2010 ; Naganetal., 2015). Beaucoup d’études ont rapportées leur
extréme biodiversité dans les tissus asymptomaigeela majorité des plantes ligneuses
et des espéeces herbacées (Arnold et Lutzoni, 2@@balgogeazcoa, 2008 ; Rodriguatz
al., 2009 ; Cheretal., 2015).

Les champignons endophytes ont été isolés a plrtioutes les plantes étudiées a
ce jour (Rodriguezt al., 2009). lls se rencontrent chez les Algues, lesopmytes, les
Ptéridophytes, les Gymnospermes et les Angiosper(hbgle et Soytong, 2008 ;
Suryanarayanaet al.,2012).

Les mycoendophytes sont omniprésents et représentergroupe écologique
polyphylétique, phylogénétiquement et écologiquemwarnés (Rajatal., 2015). Dreyfuss
et Chapela (1994) ont estimé qu’ils sont au moimsnillion d’espéces et la majorité de
ces champignons appartiennent aux Ascomyceétes»oahampignons anamorphes. Quant
aux Basidiomycetes, ils sont peu fréequemment isetéétudiés du fait de leur longue
période d’'incubation (8 semaines) (Strobel et &893 ; Gimene=zt al., 2007 ; Hyde
et Soytong, 2008 ; Selinet al., 2012 ; Mishraet al., 2013). L'usage de nouvelles
techniques moléculaires a permis d’identifier desoaiations de plus de 100 espéces de

mycoendophytes avec une seule espece de planteh€avarqueztal., 2008).

6. Spécificité des tissus

Les champignons endophytes peuvent se rencontreivaau des différents tissus
aériens de la plante tel que les parenchymesislasstconducteurs, les tissus protecteurs
(Gimenezet al., 2007) des feuilles, des pétioles, incluant les&gil’écorce, le bois et
les fruits de presque toutes les especes de plaatesilaires (Osest al., 2008). Les
mycoendophytes sont significativement plus divasifau niveau des feuilles que des
tiges. Ce qui est attribué au fait qu’ils ont upédficité tres étroite pour les tissus foliaires
(Khan et al., 2016). Masumiet al. (2015) ont observé la spécificité des tissus chez
quelques genres de champignons endophytes caxspergilluset Ulocladiumqui ont été

isolés respectivement des feuilles et tiges du tfiymymus.

La variabilité des assemblages des mycoendophytasvaau des tissus indique
que ces champignons ont chacun une affinité potypede tissus. Cela peut étre le reflet

des différences de textures et compositions chiesigde ces derniers (Arnokt al.,
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2003 ; Huanget al., 2008 ; Companet al., 2016). Petriniet al. (1991) ont suggéré que
cette spécificité est liée aux conditions physiajags et microécologiques des organes de
la plante hote (Masunatal., 2015).

7. Variabilité spatiale et géographique

Une différence est retrouvée dans la compositidialedbndance des communautés
mycoendophytiques entre différents habitats. Cedt@abilité peut avoir un lien avec la
préférence de I'hnéte. Quelques sites hébergent gdumycoendophytes que d’autres et
guelques champignons endophytes sont retrouvésmngsent dans un seul emplacement
(Huanget al., 2008). L’hétérogénéité spatiale dans la distrdouties mycoendophytes et
leur nombre peut étre aussi due aux différencesdeditions environnementales incluant

I’humidité, la température et la pluviosité (Huagt@l., 2008 ; Selinetal., 2012).

Les champignons endophytes sont trés abondants leBeplantes des régions
tempérées et des foréts tropicales, avec un tamftediion proche de 100% pour ces
dernieres (Arnold et Lutzoni, 2007). Les forétsptoales sont connues pour leur
biodiversité riche incluant la biodiversité endofifpye comparé aux régions tempérées.
Toutefois, les endophytes tropicaux sont moinsigées de leurs plantes hétes que ceux
des régions tempeérées, ou les endophytes sorgintsta une famille ou a un genre d’héte
(Gimenezet al., 2007). La diversité des mycoendophytes chez lestes des climats
froids est plus faible (Arnold et Lutzoni, 2007)e e fait, le taux de mycoendophytes
dépend des conditions environnementales. Leur morebt fonction de la qualité de
I’échantillonnage, des sites et des plantes hatkardillonnés (Arnold et Lutzoni, 2007 ;
Hyde et Soytong, 2008 ; Sanchez Marqgetal., 2008).

8. Facteurs de diversité des champignons endophytes

Des données ont démontré que les assemblagesndahce, la diversité et la
composition taxonomique des endophytes different femction de lidentité et la
localisation de I'hote, mais aussi en fonction definités avec les hotes de ces
communautés (Schulz et Boyle, 2006 ; Hoffnedral., 2008). Zamoreet al. (2008) ont
suggéré que la saison, la méthode d’isolementétat de santé du tissu affectent aussi la

fréquence et la distribution des espéces mycoemntigples (Varvagt al.,2013).
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>

La diversité et la densité de colonisation augnménfeequemment pendant la
période de végétation, puisque la transmissiorzbotale prédomine, mai aussi en
automne a la fin de la période de végétation, ogptarulation asexuée augmente
(Schulz et Boyle, 2006).

La transmission horizontale et la reproduction sexinéquente augmentent aussi la
diversité génétique et le nombre d’'espéces de mggeEhytes non systémiques
méme dans une seule feuille (Saikkoeeal., 2015).

Un autre facteur qui contribue a la large diversibservée dans les assemblages
endophytiques est la variation géographique, lga taolés des mémes especes
d’héte tendent a changer d’'un emplacement a une.audans le contexte
géoclimatique, les assemblages endophytiques seimétiee plus riches dans les
tropiques, que dans les zones tempérées ou frdidlenonde (Zabalgogeazcoa,
2008).

L’age des plantes aussi a un effet sur la dived@g&mycoendopphytes. Comme le
temps de I'exposition a I'inoculum endophytique uegte avec I'age, les plantes
semblent accumuler un nombre élevé de mycoendeplu@ns leurs tissus. C’est
pour cela que, les parties agées des plantes peuadrorer plus de
mycoendophytes que les plus jeunes (Zabalgogea208).

Les assemblages endophytiques semblent étre edlatimn avec la chimie de
I'hbte et sa physiologie. Ainsi, une étude a motiinluence de la teneur totale en
flavonoides et en composés phénoliques chez deteplmédicinales chinoises sur
le nombre de taxa de mycoendophytes isolés (Hatalg 2008).

L'utilisation de méthodes d’identification génomegua permis une meilleure

identification et une distinction des cultures isér(Zabalgogeazcoa, 2008).

9. Obstacles rencontrés dans la découverte de la bigdrsité des mycoendophytes

Selon Cheaet al.(2015), la biodiversité fongique et 'emplacemehylpgénétique

et taxonomique de la majorité des champignons dndep ne sont pas encore explorés et

c’est en partie pour les raisons suivantes:

1- quelques endophytes ne peuvent pas étre mis emec(rnold et Lutzoni, 2007 ;

Chenetal., 2015) ;

2- méme quand ils sont mis en culture, beaucoup dengiynons endophytes ne

forment pasn vitro la structure morphologique qui est utilisée tiadmellement

dans la taxonomie (Cheret al., 2015). Donc le critere Reconnaissance
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Morphologique des Espéces (RME) est difficile aalépper chez les taxa de
mycoendophytes, parce que leur caractéres phégaggpisont simples et ne
développent pas souvent des caracteres taxononvegesatifs et des structures
de reproduction sexuées ou asexuees (Gatzal., 2011) ; en outre, le critere
Reconnaissance Biologiques des Especes (RBE) &sitdifficile a formuler parce
qgue les systéemes de reproduction sont inconnus etdjorité des espéces ne
peuvent pas étre amenées a produire leur formegas)en culture (Gazet al.,
2011) ;

3- la majorité des études de culture-indépendantehdmpignons s’appuient sur la
transcription nucléaire ribosomale interne de giaé espaceur (nriTS) (Chext
al., 2015) ; c’est le critere Reconnaissance Phylogguetdes Especes (RPE) en
rapport avec les variations de l'acide nucléiqueurpla détermination de
'uniformité phénotypique, les manifestations asmal et les lignées de
champignons incultivables (Gazis at., 2011). Cette transcription n’est pas
favorable a des analyses phylogénétigues de grandergure, ou utilise de
courtes interprétations qui prouveraient la limite la puissance de résolution
(Gaziset al.,2011 ; Cheretal., 2015) ;

4- de plus, la grande majorité des especes mycoentigpey n’'ont pas été décrites,
méme si beaucoup de séquences geéneétiques ontr&igremes dans la base de
données GenBank, ce qui prouve la limite des inftions taxonomiques (Chen
al., 2015).

10. Roles des champignons endophytes

Les mycoendophytes jouent un role important dangelale leur plante hote ; son
développement et sa défense (Gimemre¢zl., 2007). lls stimulent la croissance de la
plante et augmentent sa résistance aux différdrgsssenvironnementaux biotiques ou
abiotiques. Ainsi, ils préviennent l'installatioradtres microorganismes pathogeéenes et le
broutage des herbivores. Ils peuvent aussi jouadlende recycleurs, en synthétisant des
enzymes, pour survivre comme des saprophytes darfeuilles en sénescence au niveau
de la litiere (Gimenezt al., 2007 ; Gaoet al., 2010 ; Suryanarayanaet al., 2012;
Sudheet al.,2016).
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10.1. ROdle dans la nutrition et la croissance de la plaethéte

Les plantes qui cohabitent avec des mycoendophgie développent plus
rapidement et deviennent plus compétitives et dantes dans leurs environnements
respectifs (Kaukt al., 2012). En effet, les champignons endophytes peyw&mouvoir
activement ou passivement la croissance de lagfaatdivers mécanismes, en produisant
des métabolites de défense contre les différerdssset des métabolite qui contribuent a la
croissance de la plante hote (Sekmal., 2012). Les genreBleotyphodiunmet Epichloé
produisent des enzymes comme des glycosidases ®t pdatéases qui peuvent
reprogrammer le métabolisme de leur plante hétegue la voie de la photosynthése, la
conductance stomatique et I'ajustement osmotiga&k8nenet al., 2015). Beaucoup de
ces champignons sont capables de produire deshamgtones (régulateurs de croissance)
tels que l'auxine, l'acide abscissique, I'éthyledes gibbérellines et bien d'autres
composés indispensables a la croissance de laep8etimet al., 2012 ; Khanet al.,
2016).

Difféerentes études effectuées sueotyphodiuncoenophialumet Neotyphodium
lolii respectivement en symbiose avec de la fétuque élev@u ray grass anglais ont
montré une amélioration de la production des gmieede leur germination pour les
plantes endophytées (Repussardl., 2013). Ainsi, un analogue de la pestalotine eitrai
de Pestalotiopsis microsporan endophytes des rameauxTdeus chinensjs exhibé une
activité synergétique avec la gibbérelline vis-a-@és graines dDistylium chinenset a
augmenté leur taux de germination jusqu'a 85,5@% et al., 2015). Khan et ses
collaborateurs (2016) ont extrait de l'auxine despéees dhureobasidium D’autres
mycoendophytes tels qu€haetomiumsp., Penicillium citrinum Thielavia arenaria
Phoma medicaginist Dothideomycetesp. ont aussi le pouvoir de produire I'auxine (une
famille représentée par I'acide indole 3-acétighii®\}. Cette derniére est un régulateur de
croissance, elle a une action a court terme spillakticité pariétale et a plus long terme sur
I'expression des genes qui participent aux diveégs@ments du meétabolisme nécessaires a

la croissance (Roussel, 1974) (Figure 4).
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Figure 4 : structure chimique de I'auxine (Roussel, 1974).

10.2. Réle de défense de la plante héte contre les @ifénts stress environnementaux

Les mycoendophytes vivent en synergie avec lant@ hbte et jouent un role de
mutualisme défensif (Strobel et Daisy, 2003 ; Ketudl.,2012 ; Vinaleet al.,2017). Ainsi,
les métabolites secondaires synthétisés par cesangiophytes contribuent a la résistance
de leur plante héte aux champignons pathogenegyarasites et la protégent des attaques
des nématodes, d’insectes et de bétail (StrobeDaigy, 2003 ; Kauét al.,2012).

Les mycoendophytes synthétisent des métabolitesctifs, tel que des alcaloides
qui rendent la plante toxique et indigeste aux ikerbs et aux pathogenes (Clay al.,
1990). L’'acide 3-Hydroxypropionique qui a été eittrde Phomopsis phasegliun
endophyte deBetula pendulaet deBetula pubescensa montré une activité nématicide
sélective contre un nématode paragidarwar et al., 2014). Un autre alcaloide, la
peramine (@Hi17NOs), tue les insectes sans affecter les Mammiferesc@nposé a été
isolé de mycoendophytes tels qideotyphodium coenophialum, Neotyphodium lolii,
Epichloé festucaet Epichloé typhinacolonisant les tiges et feuilles de la fétuquevéde
l'ivraie et d’autres Graminées (Kaet al.,2012). De plus, Vinalet al. (2017) ont extrait le
3-O-methylfunicone un composé bioactif d'un enddphiyalaromyces pinophilusolé de
arbousier Arbutus unedp qui a une activité insecticide avérée contre peserons
(Tableau 2).

D’autre part, Arnold (2003) et ses collaborateurs@émontré que l'inoculation de
feuilles exemptes de mycoendophytes avec des mgopbgtes isolés de feuilles
naturellement infectées, montre que les hétes asyngtiques voient diminuer la nécrose
des feuilles et leur mortalité chez des plantulesTdeobroma cacadnfectés par un

champignon pathogérighytophthorasp. D’autres composés comme les Aspergllines A, B,
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C, D et E, des alcaloides iso-indole extraits @spéceAspergillus versicoloront une

activité contre le virus de la mosaique du tabad\(T (Zhanget al.,2015) (Tableau 2).

En outre, les métabolites bioactifs des mycoend@shycomme les hormones
augmentent la résistance de la plante hote aissitesa la sécheresse et une tolérance aux
mauvaises conditions des sols, par la régulatiostatkage et de la sécrétion des sucres et
des alcools, mais aussi en modifiant les caractégda feuille pour réduire sa transpiration
(Zhanget al.,2006 ; Schulz et Boyle, 2006 ; Gatal., 2010 ; Nicolettietal., 2015).

Tableau 2 :structures chimiques de quelques composés argifzres.

Nom du composé Structure chimique Référence
Peramine Kaul et al.(2012)
A N =
HN” "NH, -~
@)
3-O-methylfunicone Vinaleet al. (2017)

Aspergilline A Zhanget al.(2015)

\OH

10.3. Rdle écologique et environnemental (phytoremédiatig
Les mycoendophytes jouent aussi un role importansda phytoremédiation. Des
Graminées de l'espécBestuca arundinaceaset Festuca pratensisgnfectées par des

mycoendophyte du genrBleotyphodiumont montré une plus grande production de

18



Chapitre | Mycoendophytes

biomasse et une importante accumulation du cadnfiZoih dans leurs racines et tiges. Ce
mycoendophyte réduit ainsi le stress causé parétal whez ces plantes (Soleimanial.,
2010a). Ces dernieres infectées péeotyphodium coenophialuret Neotyphodium
uncinatumont montré aussi un potentiel dans l'assainisséndes sols contaminés par les
Hydrocarbures pétroliers totaux (HPT) (Sleima&tial., 2010b) Une autre expérience
menée paZamaniet al.(2014) sur les Graminéé®stuca arundinaceat Lolium perenne

et leur tolérance au zinc (Zn) en présence du mamehyteNeotyphodiuma montré que
ces plantes sont plus tolérantes aux concentrat@egées du zinc dans le sol et
I'accumulent mieux. Ce qui peut contribuer a latphgmédiation des sols contaminés par

ces métaux lourds.

10.4. Champignons endophytes comme source de mol@&su bioactives a usage
pharmacologique

Les mycoendophytes arborent une grande variété émbalites secondaires
bioactifs avec une grande diversité structuralepremant des alcaloides, des terpenoides,
des stéroides, des quinones, des lignanes, deslphées lactones, des isocoumarines, des
acides phénoliques, des phénylpropanoides, aimstdgs métabolites aliphatiques et bien
d’autres composés (Zhaegal.,2006 ; Zhao eal., 2010). Ces composés bioactifs ont des
activités pharmacologiques avec une large gammeplications comme agents
antibactériens, antifongiques, antiviraux, immundmateurs, antiparasitiques,

antioxydants et anticancéreux (Deshmekhl.,2015).

10.4.1. Composés anticancéreux

Le cancer est une maladie caractérisée par unéepatibn anormale et anarchique
des cellules, qui mene a la formation de tissusauonirdlés. Il est la principale cause de
mortalité dans le monde (Pimenttlal.,2011). Plus de 100 composés anticancéreux ont
été isolés et identifiés a partir des champignardophytes (Kharwaet al., 2014). Ces
composes bioactifs semblent étre une nouvellenatee pour la découverte de nouveaux
médicaments anti-cancer et ce aprés I'extractiotadal d’'un mycoendophyt€axomyces
andreanagKaul et al.,2012 ; Selinet al.,2012)

Le taxol (paclitaxel) (€@Hs:NO14), connu sous le nom de tétracycline diterpenoide
(Selim et al., 2012), est un puissant composé anticancéreux,irgeifere dans la

multiplication des cellules cancéreuses et leur lifgration en empéchant la
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dépolymérisation de la microtubuline lors de laiglon cellulaire, interrompant ainsi leur
croissance et propagation (Pimergelal., 2011 ; Tengurieet al., 2011) (Tableau 3). Le
taxol a été extrait originellement de I'écorce tfedu pacifique Taxus brevifolia(Zhaoet
al., 2010), puis d’'un champignon endophyleaXomyces andreanp&ébergé par cette
méme plante (Zhacet al., 2010 ; Selimet al.,, 2012). D’autres mycoendophytes
appartenant aux Ascomycetes tel qéernaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium
etc... (Zhaoet al., 2010 ; Selim etal., 2012 ; Vasundharat al., 2016) hébergés par
différentes plantes tels qu®odocarpussp., Taxus mediaetc... synthétisent ce composé
bioactif (Zhao etal., 2010). D’autre part, Gangadevi et Muthumary (2008} isolé un
mycoendophyté€olletotrichum gloeosporioidesynthétisant du taxol d’'une plantesticia
gendarussajui n’était pas connue pour la synthése de cdafgiviasundharat al.,2016).

Ainsi, le nombre de mycoendophytes qui synthétisémt taxol atteint
temporairement presque 100 souches endophytigppartanant a 72 espéces fongiques
hébergés par 32 plantes hétes différentes (Nicelsl., 2015).

La podophyllotoxine (&H220s) (Tableau 3) est un précurseur chimique des
composés anticancéreux comme [|'etoposidesHf01s), teniposide (&Hs::01:S) et
'etopophos phosphate {i3s0:16P) (Kaul et al.,, 2012). Plus connue sous le nom
d’aryltetraline lignane, la podophyllotoxine (PDd3t un puissant anticancéreux, antiviral,
antioxydant, antibactérien, immunostimulant et rhntinatique. Elle présente une action
antinéoplasique prononcée (Liaeg al., 2016). Elle est connue pour interagir avec la
topoisomérase Il et inhiber I'activité de cette yne indispensable a la réplication de
I’ADN et la division cellulaire (Vasundhaet al.,2016).

La podophyllotoxine a été extraite de différentmmgs et especes de champignons
endophytes, tels qualternaria sp., un endophyte isolé dgabina recurva(Juniperus
recurva) etSabina vulgarisainsi que Fusarium oxysporurat Trametes hirsutasolés de
la planteSinopodophyllum hexandru(ghaoet al.,2010 ; Nicolettiet al., 2015). Lianget
al. (2016) l'ont extrait dAlternaria tenuissimaun mycoendophyte isolé d'une plante

médicinale d’Asie Sinopodophyllunemodi

L’Ergoflavine (GoHz26014) (Tableau 3) un dimere xanthene, est un agent anti
cancer qui a été isolé d’'un endophyte foliaire d'ytante médicinale IndienfMdimusops
elengi(Kaul et al.,2012; Waniet al.,2016).
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On peut citer aussi la vinblastine et la vincristifableau 3), qui sont des
terpénoides indole alcaloides, possédant une téctimticancéreuse. La vinblastine a été
extraite des mycoendophytddternaria sp. isolé du phloeme dgatharanthus roseust la
vincristine deFusarium oxysporumainsi qu'un mycoendophyte a myceélium stérile, non
identifié isolé respectivement du phloeme et dedlés deCatharanthus roseu&hao et
al., 2010). La vincristine (&HssN4O10) par exemple montre une activité cytotoxique qui
est utilisé en chimiothérapie dans la leucémie lyalpastique aigué et le néphroblastome
(Kaul et al.,2012). Son action se fait au niveau des microegdes faisceaux mitotiques
des cellules anormales, de plus elle joue un réémtidiogenése, en perturbant et
diminuant le transport intracellulaire et le fluenguin vers les tumeurs (Zhabal.,2010).

D’autre part, des extraits d’acétate d’éthyle @adlophyteAlternaria alternataont

montré une grande cytotoxicité et une activitécamtéreuse contre les lignées cellulaires
humaines du cancer du sein (Arivudainastal.,2014).

21



Chapitre | Mycoendophytes

Tableau 3 :structure chimique de quelques composés anticamcer

Nom du composé Structure chimique Référence

Taxol Strobel et Daisy (2003)

Podophyllotoxine Kaul et al. (2012)

Ergoflavine Kaul et al. (2012)

Vinblastine et vincristine Zhaoet al.(2010)

[ cH,CH,

H > OCOCH;
> " COOCH;

10.4.2. Composeés antibactériens et antifongiques

La recrudescence des maladies infectieuses, l'aigparde bactéries multi-
résistantes et d’infections fongiques chez lesep#i greffés et immuno-déficients ont
limité la médication conventionnelle. Afin de pailia ce manque, de nouvelles sources
d’agents thérapeutiques doivent étre exploréeslfBiret daisy, 2003 ; Mishrat al.,
2013). Ainsi, les mycoendophytes avec leur richessenétabolites secondaires peuvent
représenter une nouvelle source de composés lgantifongiques et antibactériens (Gao
etal., 2010).
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Des sesquiterpenes, diterpénoides et triterpénoidgsthétisés par des
mycoendophytes ont montré des propriétés antibeot@s. En effet, un composé
terpenoide obtenu de la fraction d’acétate d'éttdgdPhomopissp., un endophyte de

Plumeria acutifolia a montré une grande activité antibactérienne I(Kgal.,2012).

Le phomol, un antibiotique extrait d@homopsissp. un endophyte colonisant
Erythrina crista-galli a monté une activité conthethrobacter citreuset Corynebacterium
insidiosumavec des CMI (Concentrations Moyennes Inhibitlicespectives de 20 et 10
ug/ml (Deshmukret al.,2015) (Figure 4).

L’altercetine, un nouvel alcaloide isolé des engoghAlternaria spp. a montré
une activité antibactérienne contre différenteddrées pathogenes gram-positif (Hellwig
et al, 2002 ; Gaocet al., 2010) (Tableau 4). En outre, Arivudainandti al. (2014) ont
souligné I'activité antibactérienne de I'extraibdétate d'éthyle de I'espece endophytique
Alternaria alternata vis-a-vis de Staphylococcus aureuavec un maximum de zone
d’inhibition de 21,4 £ 0,07 mm. Cette méme espea®uit de I'acide tenuazonique, qui
s'est avére actif contidycobacterium tuberculosid une CMI de 25@g/ml (Kaul et al.,
2012).

De plus, Zouwet al. (2000) ont extrait un métabolite qui est I'aciddletotrique de
Colletotrichum gloeosporioidesin endophyte colonisant la tigeAdtemisia mongolica
actif contre des bactéries commBacillus subtilis Staphylococcus aureust Sarcina
lenteg aussi bien que vis-a-vis d’un champignon saprtgptyg plantesHelminthosporium
sativum.

La javanicine extraite dehloridium sp., un champignon endophyte isolé de
Azadirachta indicaa montré une forte propriété antibactérienneawss deBacillus sp.,
Escherichia coli Pseudomonas fluoresceasPseudomonas aeruginas@e composé est

aussi actif contre les champignons pathogenes (kdvat al. 2014) (Tableau 4).

Le dothideomycetide A est un autre composé antbect extrait de
Dothideomycetesp., un endophyte d'une plante médicinale ThadeedTiliacora
triandra, actif contreStaphylococcus aure8TCC 25923) et MRSA (ATCC 33591) avec
des CMI respectives de 128 et 2p§/ mL (Deshmuklet al.,2015).
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Le 3,11,12-trihydroxycadalene wiérivé de cadinane sesquiterpenes, extrait de
Phomopis cassiaen mycoendophyte isolé dgSassia spectabilia été identifie comme
le composé antifongique le plus actif contf@dadosporium sphaerospermurat
Cladosporium cladosporioidd§saoet al.,2010 ; Kaulet al.,2012).

La cryptocandine (Tableau 4) extraite de I'endopl@typtosporiopsis quercina
présenté des activités antifongiques contre desnpigmons pathogénes de I'homme
comme : Trichophyton rubrum(ATCC 28188), Trichophyton mentagrophyteATCC
28185), Candida albicans (ATCC 90028), Candida parapsilosiset Histoplasma
capsulatumKharwaret al.,2014).

Tableau 4 :quelques structures chimiques de composés ardiimts et antifongiques.

Nom du composé Structure chimique Référence
Phomol Deshmukkhet al.
R (2015)

S0 SN
HO O

o

Altersetine Hellwig et al. (2002)

Javanicine o oH Deshmukkhet al.
CHj
> 2015)
H3C
o
o OH CH,
o
Cryptocandine Kaul et al.(2012)
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10.4.3.Composés antioxydants

Les composés antioxydants sont des substancesunem protéger les cellules de
dommages causés par des molécules instables (radibaes) (Kaulet al., 2012). Les
composes a activité antioxydante sont fortemeifisaztintre des dommages provoqués par
I'espéce réactive de l'oxygene (ROS) ; l'oxygemivélées radicaux libres, qui sont a
I'origine de différents effets pathologiques, teleqdes dommages au niveau de I'ADN, la
carcinogenese et la dégeénérescence cellulaire (Rmet al., 2011). Ainsi, les
antioxydants ont été considérés comme des thérpmesetteuses pour la prévention et le
traitement des maladies liées aux ROSs comme kecares maladies cardiovasculaires,
I'athérosclérose, I'hypertension, les maladies aalégénératives (les maladies comme
I'Alzheimer et de Parkinson), I'arthrite rhumatoieele vieilissement (Pimentet al.,
2011).

Strobel et al. (2002) ont identifié deux composés extraits Eestalotiopsis
microsporaun endophyte qui coloniskerminalia morobensjjui sont la pestacine (1, 3-
dihydro isobenzofurane) (€:404) et I'isopestacine (GH120s) (Tableau 5) qui jouent un
réle antioxydant (Kharwaet al., 2014). Des mycoendophytes, tels qOgaria sp. isolés
du Ginkgo bilobaet Chaetomiumsp un endophyte retrouvé chdgerium oleander
exhibent unggrande activité antioxydante, due a leurs richesseomposés phénoliques et
flavonoides (Kaukt al.,2012).

Quant a Sadrati (2013) et ses collaborateurs, s @émontré le pouvoir

antioxydant des mycoendophytdZenicillium sp., Aspergillussp., Phoma Cladosporium

et Chaetomiunqui ont été isolés du bl&ticum durun).
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Tableau 5 :quelques structures chimiques de composés anaoxyd

Nom du composé Structure chimique Référence

Pestacine Strobel et Daisy (2003)

Isopestacine Strobel et Daisy (2003)

10.4.4.Composés immunomodulateurs

Les immunomodulateurs sont des substances qui imidif réponse immune de
'organisme en la stimulant ou en la déprimantpisdes doses utilisées. Les systémes
immuns concernés sont les macrophages, les lym@wd® ou T (Beau, 2001). Ces
composeés sont classés en médicaments immunosugmess immunorégulateurs (Kaul
et al.,, 2012). Les médicaments immunomosupresseurs sdigésitd’'une part pour
prévenir les rejets des greffons chez les patigraffés et d’autre part pour le traitement
des disfonctionnements auto-immuns et I'arthritenmhtoide (Tenguriat al.,2011 ; Wani
et al.,2016). Les immunorégulateurs ont le pouvoir déareer le systeme immunitaire et
les défenses de I'organisme. lIs sont utilisés pedraitement des allergies, des cancers et

des maladies infectieuses (Beau, 2001).

Un nombre important d'immunomodulateurs ont ééisles mycoendophytes ;
(Kaul et al., 2012). Le subglutinol-A (€Hss04) et le subglutinol-B sont d’importants
COMpPOSEs immunosuppresseurs qui sont des diterpgn@ses non-cytotoxiques. lls ont
été isolés et caractérisés de I'endophygesarium subglutinans,qui colonise le
Tripterygium wilfordii(Kaul et al.,2012 ; Kharwaet al.,2014) (Tableau 6).
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La cyclosporine-A (&H111N1:1012) (Tableau 6) et I'acide mycophénolique sont des
meétabolites fongiques immunosuppresseurs tres gnisatilisés pour le traitement des
maladies auto-immunes et la transplantation d’'aggatis ont été extraits d’espéces de
Penicillium, Aspergillus, ByssochlamgsSeptoria(Kaul et al.,2012). Le mycoendophyte
Trichothecium roseunproduit des cyclopeptides trichomides A et B pdasé aussi un

pouvoir immunosuppresseur (Zhagigal.,2015).

Tableau 6 :quelques composés bioactifs immunosuppresseurs.

Nom du composé Structure chimique Référence

Subglutinol A Strobel et Daisy (2003)

cyclosporine A Kaul et al.(2012)

10.4.5. Composeés antiviraux

Bien des recherches ont démontrées I'importance ndgsoendophytes dans la
production d’agents antiviraux, tel que l'acide aytjue A (Cs2Hse010) et B (CszHz6010)
(Tableau 7) qui ont été extraits @ytonaemasp. un champignon endophyte isolé de
Quercussp. Ces composeés sont des inhibiteurs des protdasegtomeégalovirus Humain
(hCMV) (Tenguriaet al.,2011 ; Kaulet al.,2012 ; Kharwaket al.,2014).

Florke et al. (2006) ont rapporté une activité anti-hépatiteHCY) du dihydroiso-
coumarin(R)-(-)-mellein (Tableau 7), qui a le pouvoir d’inkeibles protéases. Ce composé
a été isolé d’'un grand nombre de mycoendophytegueePezicula livida Plectophomella

sp. etCryptosporiop-sis malicotici€Selimet al.,2012).

27



Chapitre | Mycoendophytes

Arunpanichlertet al. (2010) ont extrait un composé (la (+)-SclerotiejiiTableau
7) d’'un mycoendophytéenicillium sclerotiorumqui a non seulement une activité anti-
VIH-1 intégrase et une activité protéase, mais iauss pouvoir antifongique contre

Candida albican®t Cryptococcus neoformar{Selimet al.,2012).

Tableau 7 :quelques structures chimiques de composés antkira

Nom du composé Structure chimique Référence
L’acide Cytonique A Kaul et al.(2012)
OH O
OH O OH
OH OO
O
HO
L’acide Cytonique B Kaul et al.(2012)
OH O
OH O OH
OH OO
O
HO

dihydroiso-coumarirfR)- Selimet al. (2012)
(-)-mellein
O+ o
(+)-Sclerotiorine Selimet al. (2012)
Ry
0. N
Rams Rr
4 Re
(+)-Sclerotiorin: R1= Cl, R2= OAc, R3+R4= O, R5+R6= R7+R8 =
Double bond
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10.4.6. Composés enzymatiques

Des recherches ont montré que des especPemieillium et Preussiasynthétisent
une grande quantité d’enzymes telles que des as#la] phosphatases et des glucosidases.
Phomasp. est connue aussi pour la production des ase#; cellulases, xylanases et des
protéases (Khan at., 2016).

Suryanarayanaet al. (2012) ont identifié des mycoendophytes foliairésrlates
des foréts du sud de I'Inde qui produisent des mxyees incluant des amylases,
cellulases, chitinases, chitosanases, laccaseslef@lalB), lipases, péctinases et des
protéases, qui sont utilisées comme un arsenalogatblyseurs pour infecter la plante et
vivre en équilibre avec elle. D’autres enzymes symthétisées pour survivre dans les

feuilles en sénescence (Suryanarayasiaal., 2012).

Des enzymes tel que la tannase (appelée aussin tacylhydrolase) (Tableau 8)
induite de Il'acide tannique chez des mycoendophtgésjue Aspergillts, Penicillium
peuvent étre utilisedans l'industrie alimentaire comme des agents fidats dans la

fabrication de thé instantané, de vin et de jusy@warayanaet al.,2012).

Les mycoendophytes peuvent aussi métaboliser destagices trouvées dans la
plante hote et produire des enzymes telles quertgases, amylases, phénol oxydases,
lipases, polyphénol oxydases, cellulases, manngnagkanases et la pectine lyase (Khan
et al.,, 2016). Le tableau ci apres nous donne un résuméguigques enzymes

endophytiques et de leurs usages.
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Tableau 8 : applications industrielles d’enzymes mycoendomjugs (Suryanarayanat

al., 2012).
Enzymes Applicaso Référence
Chitine Préparation de la chitosane a partir de la chitemeontréle| Zhaoet al.(2010)
diacétilase biologique des insectes parasite et les pathogétes
'homme et des plantes.
Chitinase et | Des traitements contre I'asthme, les cancers, ilglsétks,| Hartlet al.(2012)

chitosanase

linflammation, les plaies, les infections bactéries et
fongiques, modulation immunitaire, production dacide
sialique, anti-inflammatoire, les cosmétiques drdétement

des eaux usées.

Protéase alcaling

Médiation des médicaments reigxales nettoyant
dentaire, production de protéines hydrolysées,souis la
nourriture des animaux, traitement des eaux us
dégommer la soie, additif des détergents et erdires de

processus de tannage.

D

Gutaet al.(2002)

ées,

Protéase Facilite la digestion, préparation des alimentsnfamtés et Raoet al.(1998)
acidique assaisonnement de la matiére.
Tannase Des agents clarifiants du thé, du vinsed@ufruits. Ramirez-Coronet

al. (2003)

Asparaginase

Traitement de la leucémie lymphablastaigue.

Schregt al.(2010)

Laccase

Entre dans le processus de fabricationngjug de fruits et
biére, la cuisson, la délignification, la biorenaiatin des

composés phénoliques et bio-décoloration.

Kunamnengt al.
(2008)

Béta-glucosidase

Production du bio-fuel de la bssadigno-cellulosique.

Chaueeal. (2010)
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Chapitre Il

1. Matériel

1.1. Mycéliums des mycoendophytes foliaires d&eganum harmala

matériel et méthodes

Quatre genres de mycoendophyt€gfosporium(Cl), Alternaria (Al), Aspergillus

(As) etPenicillium (Pe))sélectionnés parmi ceux qui ont été isolés, idéstiét purifies a

partir de feuilles d®eganum harmalagcoltées dans la région aride de Laghouat au mois

d’avril 2015, ont été utilisés dans notre expéritagan (Tableau 9). Ces champignons ont

été fournis par le laboratoire Ressources Natwellie |'Universite MOULOUD
MAMMERI de Tizi Ouzou.

Tableau 9 :caracteres généraux des champignons endophytegaitil

Les genres de
champignons

Caractéristiques générales

Caractéristiques cldtudes
champignons endophytes
utilisés

Cladosporium

LesCladosporiumont une croissance lente a modérément rapidg

tous les milieux de mycologie. lls ne sont pashbékipar le cycloheximide.
lIs ne poussent généralement qu'a 20-25 °C, Lesnad ont une texture

veloutée ou floconneuse, parfois poudreuse. Laetoula du vert olive @
brun noir trés foncé, et le revers est brun nogs lhyphes septés sq
pigmentés. lls produisent des conidiophores (enplu® foncés) et former
de longues chaines acropetes, ramifiées, réaliesnarbuscules fragiles.
synthétisent des toxines (cladosporine, emodingp(€ket al.,2012).

sur

D
D

u
nt
nt

Alternaria

Apres 7 jours de culture, les colonies apigaent noires et duveteus
et présentent une texture épaisse, thalles brun-meloutés, portant dg
spores de reproduction asexuée produites en grges@tités, rugueuses,
sombres, de forme ovale, elliptique et présenteatdtries longitudinales
transversales, parfois, une excroissance verrugueud’'extrémité de
chaines de spores. Ce genre résiste a la séchéfdssama, 2003). Le
especes @lternaria produisent des toxines tel que [Ialternar
I'alternariole monométhyle éther, altenuene, abterts I, Il, Ill, tenuazonig
acid et bien d’autres métabolites toxiques (O0@8).

bES

Aspergillus

LesAspergillus présentent une croissance rapide sur les milieu
culture classiques additionnés d’antibiotiques. mhajorité poussent a 22
25°C ; les espéces thermophiles se développent4d®7, parfois jusqu’3
57°C. lls forment des colonies souvent poudreuses ou gresegdelles
colonies prennent des teintes caractéristiques)ebruerte, jaune ou noir

selon les especes et peuvent synthétiser des sotéhgue les aflatoxines

ochratoxine A, fumagiline, l'acide helvolique, Idiagoxine, les dérivég
quinoniques et des alcaloides (Tabuc, 2007).

Penicillium

Les Penicillium se développent rapidement et facilement sur
milieux de mycologie. lls se développent a des tmaipres modérées (
l'ordre de 20-27°C. Les colonies sont habituellameluveteuses
poudreuses. La sporulation confére aux coloniestigate, le plus souver
dans les tons vert, vert bleu, vert-gris, vert-gugris-bleu mais aussi, po
certaines espéces, jaune, orange, chamois, roseuge. La majorité de
especes du genteenicillium sont capables de produire des mycotoxin
I'acide cyclopiazonique, I'acide pénicillique ; patuline ou la clavacine, |
citrinine, I'ochratoxine A (Tabuc, 2007).

eS !
A
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1.2. Matériel bactérien

Les souches bactériennes utilisées sont des sopcines de références connues,
fournies par monsieur TITOUCHE Y. du laboratoirecrabiologique de I'Université
MOULOUD MAMMERI de Tizi Ouzou, qui sonEnterococcus faecalifATCC 49452),
Staphylococcus aurey&dTCC 25923),Staphylococcus aure&RI 326),Staphylococcus
aureus (FRI S6), Staphylococcus aureué~RI 361), Staphylococcus aureuATCC
43300), Staphylococcus aureugMU 50 mecA), Staphylococcus aureu§FRI 137),
Bacillus cereugATCC 10876)Bacillus cereugATCC 14579) (Annexe 2).

Staphylococcus aureus

Cocci Gram-positif, c’est I'espéece la plus pathagdn genreStaphylococcusElle
est impliquée dans une tres grande variété d’ildiestcommunautaires ou nosocomiales :
furoncles, abces, arthrites septiques, septicérpiesyimopathies, diarrhées infectieuses,
endocardites, méningites etc (Vieu, 2018).aureusrésistantes en particuli&. aureus
MRSA (methicillin-resistanStaphylococcus aureugel queS. aureugMU50) etS. aureus
(ATCC 43300), sont les plus important pathogenkéscaelle mondiale (Arivudainamlat
al., 2014).

Le staphylocoque doréS( aureuy ne possede aucune résistance naturelle aux
antibiotiques mais I'utilisation massive des pdhies G et V a conduit a 'émergence de
souches résistantes a ces molécules (Vieu, 20845 .Laureugpossedent une trés grande
plasticité géenétique, sous la pression de séled@snantibiotiques, ils ont tres vite acquis
des genes portés par des plasmides codant poupétesilinases. Ces enzymes sont
capables d’hydrolyser le cycle R-lactame des pléings G, V et A (Vieu, 2014). Ainsi
plus de 80 % des souches produisent une pénisdiri®aurel et Leclercq, 2008). Le
traitement des infections causées par ces soushesmgle. Il repose sur l'utilisation de
pénicillines semi-synthétiques stables a I'acties génicillinases type oxacilline ou alors
d’amoxicilline additionnée d’un inhibiteur de R4amase type acide clavulanique (Vieu,
2014).
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Bacillus cereus

Il s’agit de bacilles Gram-positif, pouvant app@eaiGram-négatif ou Gram
variable sur les cultures anciennes, mobiles plaatwie péritriche, poussant bien, sur
milieu ordinaire en 24 heures, aéroanaérobie,ass@dent une cytochrome oxydase, une
lécithinase et une gélatinase, trés hémolytiguésestent a la pénicilline G (Teysseual.,
1998).

Les infections aB. cereuspeuvent se traduire par des infections digestiues q
surviennent dans le cadre de toxi-infections aliimiees collectives. Elles déterminent
deux tableaux cliniques distincts en fonction duetyle la toxine produite par la bactérie :
syndrome diarrhéique lié a la production d’une ert&ine, ou vomissements diffus dus a
la présence d'une toxine émeétisante thermostalbddonpnée dans l'aliment. Ou des
infections locales et systémiques survenant suttetesins prédisposés : plaies, blessures
et effractions cutanées pour les infections logalesnunodépression pour les infections

systémiques (Teyssaial., 1998).

B. cereusest peu sensible aux R-lactamines. Elle posséde Rilaetamase
chromosomique, inhibée par I'acide clavulaniqueat par 'EDTA. Elle est responsable
de la résistance naturelle a la pénicilline G at @mino- et carboxypénicilline®&. cereus
produit également une carbapénémase chromosoniitule¢e par 'EDTA. La présence
de cette enzyme est responsable de la résistanviteor I'imipenéme et a de nombreuses
autres R-lactamines. En revancBe,cereusest toujours sensible a I'érythromycine, a la
clindamycine, au chloramphénicol, a la vancomycawe aminosides, aux cyclines et aux

sulfamides. Il est naturellement résistant au tiffogrime (Teyssoetal., 1998).

Enterococcus faecalis

C’est un coccobacille Gram-positif, commensale dbet digestif d'un grand
nombre d’organismes dont ’homme. D’autre partpelut survivre de longues périodes
dans le milieu extérieur hostile, ou sa présendecessidérée comme un indice de
contamination fécale (Chingwaret al., 2003; Fisher et Phillips,2009). E.! faecalis
n'intervient que comme pathogéene occasionnel, imain& des infections urinaires ou des
suppurations profondes et plus rarement, des erdltgsaou des septicémies. En outre, les
E. faecalissont des bactéries multi-résistantes aux glycogeptiou aminoglycosides

(comme les vancomycin-resistant enterococcus)esdeiches virulentes expriment une
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exotoxine, appelée cytolysine, qui peut provoquelyse des cellules bactériennes ou
eucaryotiques (Van Tynet al.,2013).

1.3. Autre matériel utilisé
- boites de Pétri de 90 mm de diametre.
- milieu gélosé PDA (Potato dextrose agar).
- milieu solide MH (Mueller Hinton).
- BHI (Brain Heart Infusion).
- disques d’antibiotique (chloramphénicol 3§).
- pipettes pasteur en verre.
- écouvillons.
- eau distillée.
- marqueur.
- gants.
- deux becs benzene.
- un spectrophotométre (UVmini-1240, uv-vis spectaipmeter, SHIMADZU).

2. Méthodes

2.1. Double culture de diffusion sur gélose (diffusiomle disque d’agar)
La technique de diffusion des disques d’agar alétéite par Mandeadt al.(1998)
et Devaraju et Satish (2011).

2.1.1. Préparation des mycoendophytes tests

Les champignons endophytes foliairesREganum harmalgréalablement isolés,
identifiés et purifiés sont repiqués aseptiqueneerite deux becs benzene dans des boites
de pétri contenant le milieu PDA (Annexe 1), exendfdntibiotiques et incubés a

température ambiante pendant 8 jours.

2.1.2. Préparation de I'inoculum et ajustement de la turlidité
Les souches bactériennes sélectionnées ont éteifiems, en les repiquant
aseptiguement sur un milieu nutritif BHI (Annexe fyis incubées a 37°C pendant 18h

avant d'étre utilisées.
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2.1.3. Préparation de I'inoculum et ajustement de la turlidité

L’inoculum est préparé a partir des cultures puwegunes de 18h, qui ont été
préalablement réalisées. Nous avons prélevé ael'didne pipette pasteur quelques
colonies bien distinctes, puis déchargé l'inoculdams 10Qul d’eau physiologique stérile
a 0,9%. La densité de la suspension bactérientemb est bien homogénéisée et ajustée
au standard 0,5 McFarland (soit une DO entre 0,@8lea une longueur d’onde de 625nm,
I'équivalent de 1B unité formant colonie (UFC)/mL). L'inoculum estili#é dans les 15
mn de sa préparation (Nakamwtal., 1999 ; Valgaset al., 2007; Devaraju et Satish,
2011).

2.1.4. Screening préliminaire de I'activité antibactérieme des mycoendophytes

Tout d’abord, la suspension bactérienne a été esrsm¥m aseptiquement a l'aide
d’'un écouvillon stérile dans des boites de Pétritemant le milieu MH (Annexe 1).
L’écouvillon a été trempé dans la suspension bactée, puis essoré en le faisant
tournoyer sur la paroi interne du tube afin dedehdrger au maximum de I'excédant. Le
milieu MH a été frotté sur la totalité de sa suef@gelosée de haut en bas, en stries serrées
en tournant a chaque fois la boite d’environs @@fis autour des bords de la boite pour
une distribution uniforme de I'inoculum (Scorzatial.,2007).

Des disques de 6 mm de diametre d’agar de la eslae 8 jours sur le milieu PDA
des mycoendophytes foliaires sont découpés aseptignt et disposés sur la gélose MH
dans les boites préalablement inoculées par lg®esa®ns bactériennes (Mandeelal.,
1998). Un disque d’antibiotique chloramphénicol: (80 pg) est déposé comme témoin
dans chaque boite. Cet antibiotique est thermastéld une activité bactériostatique avec
un large spectre antibactérien et inhibe la syethéss protéines, en agissant sur le

ribosome bactérien.

Les boites de Pétri ont été laissées 10 mn a tanyperambiante pour permettre la
diffusion des métabolites bioactifs sécrétés panmgcoendophytes, puis mises a incuber a
37°C pendant 18 heures (Mandetlal., 1998 ; Devaraju et Satish, 2011), puis laissées
jusqu’'a 48 heures a température ambiante. L'expégiea été répétée trois fois et les
diamétres des zones d’inhibitions autour des btegyélose correspondant a l'activité
antibactérienne ont été mesurés en mm, puis casidgres résultats ont été exprimés en

moyenne + écart type et les mesures on été répgévéefois (n=3) (Figure 7).
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Dans ce premier screening, les disques des quatreamdophytes foliaires ont été
disposés ensemble dans chaque boite inoculée paolehes bactériennes, ainsi que le
disque d’antibiotique control (Figure 5).

Figure 5 : technique de diffusion sur gélose de disque deoerydophytes
foliaires dePeganum harmala

2.1.5.Dépistage de l'activité antibactérienne des mycodophytes foliaires

sélectionnés par le screening

Pour cette seconde manipulation, nous avons saivinéme protocole que le
premier. Par contre, nous avons sélectionné sealetngis champignons endophytes
foliaires, a savoirAlternaria, Aspergillus et Penicillium avec cinq des dix souches
bactériennes qui présentaient une zone d'inhibitisignificative pour certains
mycoendophytes. Les mycoendophytes ont été dispdssun seul dans une boite de
Pétri (Figure 6).

Figure 6 : technique de diffusion des disques sur géloseytmemdophytes

foliaires dePeganum harmaléun seul disque par boite).
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La sensibilité des souches bactériennes testées-wis des champignons
endophytes et de l'antibiotique est estimée enumaes la zone d’inhibition autour de
chaque disque aprés 18 heures et 48 heures d’itmmoublaa présence de zones d’inhibition
est observée autour des disques des mycoendoplpytehiisant des métabolites
antibactériens actifs contre la souche test. Pkite czone est grande, plus l'activité
antibactérienne est importante. Le tableau 10 eediévaluer le degré de sensibilité des
bactéries a un antibiotique donné et de qualifi@r gonséquent le spectre d’action de

I'antibiotique vis-a-vis des bactéries.

Tableau 10: Normes utilisées dans l'expression de la sensdbiies microbes a

I'antibiotique avec des disques de 6 mm de dian{&a&elomanantsoa, 2004).

Diamétre de la zone d’inhibition (Z.i) en mmSensibilité des microbds
Zi<7 Résistant
7<Zi<9 Sensible
Zi>9 Tres sensible
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Souches bactériennes

!

Revivification des souches sur
milieu BHI gélosé

Mycoendophyte

\ 4

Repiquage des champignons
suidu PDA

Incubation pendant 5 jours Incubation pendant 18h a 24 h

température ambiar

—

\ 4
Ajustement de la turbidité de
I'inoculum dans des tubes au
15mn aprés standard 0,5 de McFarland
I' ajustemer

|

Ecouvillonnage de lI'inoculum sur milied
MH et dépots des disques sur le tapis
bactérien

|

10 minutes a température
ambiante

\ 4

Prélevement de disques del
gélose de 6 mm de diametr

14

\ 4

Incubation 18h a 37°C

\ 4
Mesure des diamétres
des zones d’inhibition

|

Incubation 48h a
température ambiante

Figure 7 : schéma récapitulatif de la technique de doubleisiifih sur gélose
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3. Analyse statistique
L’étude statistique a été faite en utilisant leidog) d’analyse et de traitement
statistique : STATBOX 6.40.

Une analyse statistique de type ANOVA a été réalefin de mettre en évidence
les différences entre les zones d'inhibitions dé&rénts mycoendophytes vis-a-vis de
chacune des souches bactériennes testées. Laddéeentre les activités antibactériennes
des quatre champignons endophytes testés, maisemiss ces derniers et I'antibiotique
utilisé a été considérée statistiquement signifieatorsque la valeur de p est0.05
(Annexe 3). De ce fait, un test complémentaire @@pgaraisons multiples des moyennes
(Newman-Keuls) a été réalisé pour classer les cliaraps en groupes homogenes, afin de
mettre en évidence le comportement des champigeondsphytes foliaires dBeganum
harmala et de l'antibiotique testés vis-a-vis des soucbhastériennes, de mettre en
évidence les différences potentielles d’efficaeibdre les champignons et des éventuelles

interactions qui peuvent y avoir entre ces mycophgites.

40



Chapitre I1I

Résultats et discussion



Chapitre Il Résultats et discussion

1. Dépistage de I'activité antibactérienne

Les différents champignons endophytes ont mont® activité antibactérienne
plus ou moins importante contre au moins une sobetérienne test (Annexe 4). Les
diametres des zones d’inhibition mesurés vont delB,33+3,32 mm dans le cas des deux
manipulations (Tableaux 10 et 11).

Dans notre premiére manipulation, nous avons ctingtze le genr€ladosporium
n'a pas eu un effet inhibiteur notable sur la @aixe des différentes souches bactériennes.

Ce qui nous a poussé a nous en séparer dans fedseaoanipulation.

L’activité antibactérienne a été plus marquée chAdternaria dans les deux
manipulations. Ce genre a montré un pouvoir antf#teen contre la souche
Staphylococcus aureuglU 50 mecA, sur laquelle les autres mycoendophytest réo
aucun effet, avec une zone d’inhibition assez irgme (14,33+00 mm) (Figure 8). Il a
montré aussi une importante activité dans la pnemmanipulation vis-a-vis des deux
souches bactérienn&acillus cereusATCC 10876 eBacillus cereusATCC 14579, avec
des zones d'inhibition respectives de 12+00 mm5e833+3,32 mm (Figure 8, tableaux 10
et 11).

S.aureuMU 50 mec £ B.cereusATCC 1087¢ B.cereusATCC 1457¢

Figure 8 : activité antibactériennges quatre champignons endophytes et de
I'antibiotique surS. aureusviU 50 mec A B.cereusATCC 10876 eB.cereus
ATCC 14579 dans lpremiére manipulation.
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Les moyennes des zones d’inhibitions ont diminuégsda seconde manipulation
vis-a-vis de ces deux dernieres, lorsque le chamopigitait déposé seul avec des zones
respectives de 9.00+1,67 et 10.00 mm (Figure %edalx 10 et 11).

B.cereusATCC 1087t B.cereusATCC 1457¢

Figure 9: activité antibactérienngu genreAlternaria et de I'antibiotique dans la
seconde manipulation sBrcereusATCC10876 eB.cereusATCC 14579.

Le genreAlternaria n'a pas réagi vis-a-vis des souches bactérieBnésrococcus
faecalis ATCC 494552,Staphylococcus aureusRI S6 etS. aureusFRI 361 dans la
premiere manipulation, mais des zones plus ou maip®rtantes sont apparues dans la
seconde manipulation, avec des zones d’inhibiticespectives de 14.00+0.81 mm,
9.66+1.24 mm et 8.66+0.46 mm.

Ces résultats suggerent que le mycoendophyte dre gdternaria produit des
composés bioactifs qui possédent des activitébaatériennes vis-a-vis de ces dernieres et

qui inhibent leur développement, avec des effais pu moins importants.

En comparant l'activité @lternaria dans les deux manipulations, nous avons
constaté que les zones d’inhibitions ont été plievées vis-a-vis des deux souches
Bacillus cereus dans la premiere manipulation, lorsqu’il était @vdées autres
mycoendophytes dans la méme boite de pétri. Cadi gexpliquer par les éventuelles
synergies et interactions qui peuvent exister eoéains champignons et qui ont pu
amplifier leur pouvoir antibactérien. Ces dernises sont mieux exprimés et ont réagi
positivement contre ces souches bactériennes. &itne cote, le genrllternaria n’a pas
réagi dans la premiere manipulation vis-a-vis dgagges souches. Par contre, il s'est
exprimé dans la seconde quand il était seul cazdsederniéres. Ceci peut étre lié aux
effets de meétabolites excrétés par les différentggcoendophytes, qui ont entravé

mutuellement leurs activités respectives et empéeRpression des meétabolites bioactifs
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du genreAlternaria. Nous pouvons penser aussi que la sensibilitéaleéshes bactériennes

aux métabolites bioactifs des mycoendophytes eues Iconcentrations peut changer en

fonction de la présence simultanée de ces dereiels I'antibiotique.

Tableau 11 :inhibition de la croissance des souches bactériepaeles mycoendophytes

foliaires dePeganum harmaldans le premier screening. (n=3, moyenne * égpedt

Champignons Zone d’inhibition (mm)
endophytes Enterococcus S.aureus S.aureus S.aureus S.aureus S.aureus S.aureus S.aureus Bacillus Bacillus
faecalis ATCC FRI 326 FRI S6 FRI 361 ATCC MU 50 FRI 137 cereus cereus
ATCC 25923 43300 mec A ATCC ATCC
49452 10876 14579
Cladosporium - 7.00 £ 00 - - 10+ 00
Alternaria - - - 14,33+ 00 12 £ 00 15,33 £3,32
Aspergillus 8.00 £ 00 7.00 £ 00 6,66 00 - 8.00 £ 00 84000 9,33 +£00
Penicllium - - - 9,33%£1,33 - - 12,16£3,83 7,66 £ 00
ATB 18 29.10+0,31 33.44+2,67 34.77+2,43 34.77+0,185.11+1,76 35.444+2,31 32.32+0,46 35.21+0,78 32.8834 38,66 +2,67

Tableau 12 :inhibition de la croissance des souches bactérseepaeles mycoendophytes

dans le second dépistage. (n=3, moyenne + éca}.typ

Champignons

Zone d’inhibition (mm)

endophytes Enterococcus S. aureus S. aureus Bacillus cereus Bacillus
faecalisATCC FRI S6 FRI 361 ATCC 10876  cereusATCC
49452 14579
Alternaria 14.00+0,81 9.66 +1,24 8.66 +0,46 9.00 +1,63 10.00+
Aspergillus 10.66 +1,24 10.00 +1,81 - 8.66 0,46 7.00£ 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 souchesEnterococcus faecaliATCC 494552, S. aureusATCC 25923,
Staphylococcus aureusRI S6,S. aureusFRI 137,B. cereusATCC 10876,B. cereus

ATCC 14579 ont été plus au moins sensibles au géspergillus, avec des zones

d’inhibitions respectives de 8.00+00 mm, 7.00+00 ,mBr66+00 mm, 8.00+00 mm,

8.00+00 mm et 9,33+00 mm. Ces résultats ont été eni®vidence dans la seconde

manipulation, avec des zones d’inhibition un peuspimportantes contrEnterococcus
faecalis ATCC 494552 ,Staphylococcus aureusRI S6 (Figure 10) eBacillus cereus
ATCC 10876 (10.66+1.24 et 10.00+1.81, 8.66+0.46 mespectivement). L'activité
d’Aspergillusa Iégerement diminué vis-a-vis 8acillus cereusATCC 14579 (Tableaux

10 et 11). Par contre, aucune activité n'a étéatiétevis-a-vis dé&taphylococcus aureus

FRI 361 dans les deux manipulations. Ce qui vaet glie cette derniére n’est pas sensible

aux métabolites bioactifs excrétés par le gé&sgergillus(Tableaux 10 et 11).
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Figure 10: activité antibactérienngu genreAspergilluset de I'antibiotique dans la
seconde manipulation s8t aureus-RI 6.

Quant au genr@enicillium il n’a montré un effet antibiotique qu’a I'encoatdes
souchesS. aureud=RI 361,B. cereusATCC 10876 eB. cereusATCC 14579 (9,33£1,33
mm, 12,16+3,83 mm et 7,66:00mm respectivement)uetia effet vis-a-vis des autres
souches testées dans la premiére manipulation.résedtats ont été confirmés dans la
seconde manipulation.

En revanche, les quatre champignons endophytest mamtré aucune zone
d’inhibition, donc leurs métabolites secondairemtssans effets sur les souches
bactérienneS. aureusATCC 43300S. aureud-RI 326.

S. aureu ATCC 4330( S. aureu FRI 32¢

Figure 11: activité des quatre champignons endophytes etdéhiotique vis-a-vis des
souchesS. aureusATCC 43300 e6. aureus-RI 326, dans laremiere manipulation.
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La soucheS. aureusMU 50 mecA n’a été sensible qu'au geyiéernaria avec
une zone de 14+00 mm. De méme pouSlaaureusFRI 137, qui elle n'a réagi qu'a
I'encontre du genréspergillus avec une faible zone d’inhibition (8600 mm). Ge gous

a ameneé a ne pas utiliser ces souches dans ladsec@mipulation.

Toutes les souches bactériennes ont montré ungraéde sensibilité au contact
de I'antibiotique chloramphénicol (30 pg) avec @esmes d'inhibition trés importantes
(Tableaux 10 et 11).

Le fait que certains champignons se sont mieux iy dans la premiere
manipulation que dans la seconde vis-a-vis deinegaouches bactériennes, ou n’ont pas
réagi dans la premiére manipulation et se sontitensyprimés dans la seconde, comme
c’est le cas du genmlternaria, peut-étre di au fait que ce dernier a eu desrgi@seou
des interactions avec les autres champignons tpaibitent avec lui dans la méme boite de
Pétri.

Ainsi, les différents champignons se sont mieux riexgs dans la seconde

manipulation, quand ils étaient déposés séparément.

Tous les champignons ont montré des zones d'imtibilonc une activité
antibactérienne vis-a-vis des deux souche8.deereus ces souches sont plus ou moins
sensibles a ces champignons et sont les plus sEndids bactéries utilisées. En revanche,
aucun mycoendophyte n'a montré d’activité vis-adasla souch&taphylococcus aureus
ATCC 43300 résistante a la meéticilline (MRSA, metlin-resistant Staphylococcus
aureus3. En outre, le mycoendophyte du genidternaria lui seul a eu un effet

antibactérien contre un autre MRS3tdphylococcus aureus NBO mecA).

D’une maniere générale, les mycoendophytes exdratans leurs milieux de
culture des métabolites secondaires bioactifs (Giezeet al., 2007). L’acide 3-
nitropopionique par exemple, excrété par certailmsnepignons endophytes

exhibe une importante activité antimycobactérief@eomcheoret al.,2005).
Nos résultats ont clairement montré que les chamapig endophytes isolés des
feuilles dePeganum harmalaroduisent des métabolites secondaires antibantdurant

la phase stationnaire de leur croissance (envi®nsurs d’incubation), qui diffusent
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directement des disques d’agar et qui sont capalitgsber un large spectre de bactéries
pathogenes. lls ont montré aussi qu’il existait cagélation entre la présence simultanée
des champignons endophyte ensemble et leur astivi$éa-vis des souches bactériennes.
Un important effet antibactérien donné par le gehlternaria a été observé. En effet,
Arivudainambiet al. (2014) ont affirmé que les endophyt&iéernaria spp. exhibent une
variété de métabolites bioactifs, tel que des pbyines, cytotoxines et des composés
antimicrobiens. lls produisent des alcaloides confiat®rsetine, qui montre une activité
antibactérienne vis-a-vis de différentes bactégiesn-positif pathogenes (Hellwigt al,
2002).

De méme que pour les résultats obtenus par Devar&atish (2011). Ces derniers
ont testé I'activité antibactérienne des métabelgecondaires déusarium sp.isolés de
Mirabilis jalapa par la technique de double culture de diffusiongglose et ont noté des
zones d’inhibition de 19 mm vis-a-vis &aphylococcus aureysr exemple et de 14 mm
pour Xanthomonas oryzgev oryzae Des travaux de Mandeet al. (1998) avec la méme
technique sur les activités antibactériennes dérdifites especes disariumont aussi
révélé des effets vis-a-vis de souches bactérieGnas positif et négatif. Pour les deux
études les champignons ont réagi mieux a I'encaldsebactéries Gram positif.

Nos champignons comme la plus part des champsgaondophytes de plantes en
particulier des plantes médicinales, produisent eh&tabolites secondaires aux effets
antimicrobiens qui peuvent inhiber le développententertaines bactéries avec des effets
variables (Kaulet al., 2012 ; Arivudainambiet al., 2014). Nous avons aussi eu
connaissance dans la littérature des pouvoirs ambbiens et antibactériens é&ganum
harmala (Hammicheet al., 2013 ; Akbaryet al., 2014 ; Javadiaet al., 2016), ainsi que
des différentes études qui ont rapporté les intienas; la transformation des métabolites et
les échanges de génes entre les mycoendophymseiplantes hotes (Zhaoadt, 2010).
Donc, nous pouvons penser qu’il pourrait y avoissaudes interactions entre les
champignons endophytes que nous avons étudiérgtlinie hétdPeganum harmalat le
pouvoir antibactérien de cette derniere aurait ien kvec celui de ses champignons

endophytes. Une voie qu’il est intéressant d’exglor

a7



Chapitre 111 Résultats et discussion

2. Analyse de variance

Une analyse statistique de type ANOVA a été réalggéce au logiciel d'analyse et
de traitement statistique : STATBOX 6.40, afin dettme en évidence les différences entre
les zones d’inhibitions des différents mycoendopbyet de I'antibiotique, vis-a-vis de
chacune des souches bactériennes testées. L'anatyse a montré une différence
significative entre les activités antibactériendes quatre champignons endophytes testés,
mais aussi entre ces derniers et I'antibiotiquigsét(Annexe 3).

3. Test de comparaison des groupes homogene de Newnm&suls

Un test complémentaire de comparaisons multiplesitieyennes Newman-Keuls a
été réalisé pour classer les champignons en grohpemgénes. Chaque groupe est
représenté par une lettre difféerente et les moyemue ont la méme lettre ne sont pas
significativement différentesLe test a été réalisé afin de mettre en évidence le
comportement des champignons endophytes foliairesPeganum harmalaet de
I'antibiotique testés vis-a-vis des souches bambés, de mettre en évidence les
différences potentielles d’efficacité entre lesropagnons et des éventuelles interactions
qui peuvent y avoir entre ces mycoendophytes. Dm@ngest, nous avons obtenu des
groupes en fonction des moyennes de zones d’idnbde chaque champignon et de
I'antibiotique aprés deux temps 18 heures et 4&dsed’incubation Alternaria 18 et
Alternaria 48, Aspergillus18 et 48 Penicillium 18 et 48 Cladosporiuml8 et 48, ATB 18
et 48).

3.1. Comportement antibactérien des champignons et’antibiotique vis-a-vis
d’ Enterococcus faecalis ATCC 49452

Dans la premiere manipulation (Tableau 13), ilgugormation de deux groupes A
et B. Tous les champignons endophytes appartiersnergroupe A avec des moyennes
nulles ou trés faibles dans le cas du gefspergillus (18 et 48). Le groupe B est
représenté par I'antibiotique (18 et 48), avec nm&ne moyenne qui est tres significative.
Dans cette premiere manipulation, nous avons cinsize I'efficacité des champignons
du genreAspergillusa augmenté de 2,67mm aprés 18 heures a 4,67mm 4préeures
d’incubation. Apres 18 heures d’incubation, nousresvobtenu une moyenne de zone
d’inhibition de 29,11 mm pour l'antibiotique, cetiBoyenne n’a pas changée apres 48

heures.
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Dans la seconde manipulation (Tableau 13), cingg(®)ipes se sont formés (A, B,
BC, C, D) en fonction du comportement antibactéris mycoendophytes testés. Le
groupe A auquel appartient le geritenicillium (18 et 48) avec des moyennes nulles. Le
groupe B avec une moyenne assez significative T166) correspondant Aspergillus
18. Le groupe BC avec des moyennes qui ne sonsiga#icativement différentes des
moyennes des groupes B et C représentéAfiarnaria 18 et 48 avec des moyennes
respectives de 11,67 mm et 14,00 mm. Le groupenipodeAspergillus48 (16,67 mm).
Enfin le groupe D est réduit a I'antibiotique ATB8(et 48) avec une moyenne de 30,67
mm. Dans cette seconde manipulation, la moyenngedteAspergillusa augmenté entre
18 heures et 48 heures d’incubation de 10,67 m@&7Inm. La méme constatation a été
notée pourAlternaria aprés 18 h et 48h avec des moyennes respectivés, 6l mm et

14,00 mm. La moyenne de I'antibiotique est resté@nta elle la méme.

Si nous comparons les deux manipulations (Tablégu rfous constaterons que
Penicillum n'a pas réagi a I'encontre de la souche bactéeieAspergillusa vu sa
moyenne augmentée dans la manipulation 2, ce guifigi qu’il s’est mieux exprimé
lorsque il était déposé seul au contact de la syubd méme pour le genkdternaria qui
s’est exprimé dans la seconde manipulation. Quartardibiotique, sa moyenne a

legerement augmenté dans la seconde manipulateis,da manieére non significative.

Tableau 13 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmyeoendophytes de
la manipulation 1 et 2 et de l'antibiotique et kwaffets sur la croissance des souches
bactérienne€nterococcus faecal&TCC 49452.

Manipulation 1 Manipulation 2

Groupe Moyenne

Mycoendophytes Groupe Moyenne

NiveauCladosporiurd8 A 0,00 NiveauPenicillium48 A 0,00
NiveauAlternaria 48 A 0,00 NiveauPenicillium 18 A 0,00
NiveauCladosporiums A 0,00 NiveauAspergillusl8 B 10,67
NiveauAlternaria 18 A 0,00 NiveauAlternaria 18 BC 11,67
NiveauPenicillium 18 A 0,00 NiveauAlternaria48 BC 14,00
NiveauPenicillium 48 A 0,00 NiveauAspergillus48 ~ C 16,67
NiveauAspergillus18 A 2,67 Niveau ATB 48 D 30,67
NiveauAspergillus48 A 4,67 Niveau ATB 18 D 30,67
Niveau ATB 18 B 29,11

Niveau ATB 48 B 29,11
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3.2. Comportement antibactérien des mycoendophyte®liaires et de I'antibiotique
vis-a-vis des souches d&taphylococcus aureus TCC 25923.

Cette souche n'a été utilisée que dans la premiggeipulation, vu que les
champignons endophytes n’ont pas réagi positiveraesbn encontre. Ainsi, il y a eu
formation de deux groupes. Le groupe A qui englthes les champignons avec des
moyennes nulles, a I'exceptionAdpergillusavec une moyenne non significative 2183
mm, qui est restée la méme entre 18h et 48 h datoon. Le groupe B comporte quant a
lui I'antibiotique, qui a montré un important pouwvantibiotique envers la souche
Staphylococcus aureuBCC 25923, avec la méme moyenne de 33,44 mm gsuddux
périodes 18h et 48 h (Tableau 14).

Tableau 14 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmyeoendophytes de

la manipulation 1 et de l'antibiotique et leurs e¢ff sur la croissance des souches
bactérienneStaphylococcus auredsCC 25923.

Manipulation 1
Mycoendophytes Groupe Moyenne

NiveauCladosporiumd8 A 0,00
NiveauAlternaria 18 A 0,00
NiveauCladosporiuml8 A 0,00
NiveauAlternaria 48 A 0,00
NiveauPenicillium18 A 0,00
NiveauPenicillium48 A 0,00
NiveauAspergillus48 A 2,33
NiveauAspergillus18 A 2,33
Niveau ATB 18 B 33,44
Niveau ATB 48 B 33,44

3.3. Comportement antibactérien des mycoendophyte®liaires et de I'antibiotique
vis-a-vis des souches d&taphylococcus aureus FRI 326.

Dans cette manipulation, tous les champignons dndep appartiennent au méme
groupe et n'ont eu aucun effet vis-a-vis de la bewtaphylococcus aured=RI| 326. En
revanche, cette derniére s’est montrée sensiblenaohtre de I'antibiotique, avec une
moyenne de zone d’'inhibition de 34,77 mm pour 1848eh d’'incubation.
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Ces résultats peuvent suggérer que les métabditeses champignons n’ont eu
aucun effet antibactérien vis-a-vis de cette sowsthgue cette derniére est résistante aux
composes bioactifs de ces mycoendophytes (Tablau 1

Tableau 15 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmyeoendophytes de

la manipulation 1 et de l'antibiotique et leurs e¢df sur la croissance des souches
bactérienneStaphylococcus aurelrdR| 326.

Manipulation 1
Mycoendophytes Groupe Moyenne

NiveauAlternarial8 A 0,00
NiveauCladosporiumi8 A 0,00
NiveauAspergillus48 A 0,00
NiveauCladosporiumil8 A 0,00
NiveauAspergillus18 A 0,00
NiveauAlternaria48 A 0,00
NiveauPenicllium18 A 0,00
NiveauPenicllium48 A 0,00
Niveau ATB 48 B 34,77
Niveau ATB 18 B 34,77

3.4. Comportement antibactérien des mycoendophyte®liaires et de I'antibiotique
vis-a-vis des souches d&taphylococcus aureus FRI S6.

Concernant la premiere manipulation, deux groupes @pparus. Le groupe A qui
rassemble tous les champignons avec une moyentee salif pour le genr@spergillus
avec des moyennes non significatives de 2,22 mmsajBh et qui n’a pas changé a 48h
d’incubation etAlternaria 48 avec une moyenne de 5,77 mm. Le groupe B amec u

moyenne de 34,77 mm représenté par I'antibiotiguesal8h et 48h d’incubation.

La seconde manipulation a révélée trois (3) groupemogenes distincts. Le
premier sous la lettre A englobe le geRenicillium (18, 48) qui n’a pas réalisé de zone
d’inhibition, donc qui n’a eu aucun effet antibacé vis-a-vis de la souche bactérienne, le
second groupe sous la lettre B qui rassemble lesegdlternaria 18 (9,69mm),
Aspergillus18 (10,00mm)Aspergillus48 (10,00mm) eflternaria 48 (10,69mm), enfin le
groupe C de l'antibiotique avec une moyenne trgsitante de 37,33mm. Ici la moyenne

de la zone d’inhibition dilternaria a légerement augmentée apres 48 heures d’incabatio
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ceci veut dire que l'efficacité du champignon augteeavec le temps donc ses composés
bioactifs diffusent progressivement. Alors que layemne du genréspergillusn’a pas

changé au cours du temps.

L’efficacité de ces champignons vis-a-vis de lackeubactérienne n’a été observée
que lors de la seconde manipulation, ou la moyenaggmenté chez le gerkspergillus
Des zones d’inhibition sont apparues chalternaria, alors que dans la premiere
manipulation la moyenne de zone d’inhibition étaitle. Ces résultats peuvent suggérer
que lactivité antibactérienne des mycoendophytés pas pu s’exprimer et leur
métabolites bioactifs respectifs ont réagi négatimet les uns envers les autres et ont pu

entraver leurs activités antibactériennes (Tablégu

Tableau 16 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmyeoendophytes de
la manipulation 1 et 2 et de l'antibiotique et waffets sur la croissance des souches
bactérienneStaphylococcus auretdR| S6.

Manipulation 1 Manipulation 2

Mycoendophytes Groupe Moyenne Mycoendophytes  Groupe Moyenne
NiveauCladosporium48 A 0,00 NiveauPenicillium48 A 0,00
NiveauAlternaria 18 A 0,00 NiveauPenicilium18 A 0,00
NiveauPenicillium 18 A 0,00 NiveauAlternaria 18 B 9,67
NiveauCladosporiuml8 A 0,00 NiveauAspergillusl8 B 10,00
NiveauPenicillium 48 A 0,00 NiveauAspergillus48 B 10,00
NiveauPenicillium 18 A 0,00 NiveauAlternaria48 B 10,67
NiveauAspergillus18 A 2,22 Niveau ATB 18 C 37,33
NiveauAspergillus48 A 2,22 Niveau ATB 48 c 37,33
NiveauAlternaria 48 A 5,22
Niveau ATB 48 B 34,77
Niveau ATB 18 B 34,77

3.5. Comportement antibactérien des mycoendophyte®liaires et de I'antibiotique

vis-a-vis des souches d&. aureus FRI 361.

Lors de la premiere manipulation, deux groupesosg¢ ®rmés. Le groupe A des
mycoendophytes aveRenicillium 18 et 48 d’'une valeur de 10,66 mm, mais qui est peu

significative par rapport a l'antibiotique (18 eB)4qui lui a une moyenne de zone
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d’inhibition de 35,11 mm et donc appartient a utragroupe : le groupe B. Ces valeurs
n’ont pas changé dans l'intervalle du temps.

En outre, la seconde manipulation a vu I'apparitertrois (3) groupes homogeénes.
Le groupe A auquel appartient le gedepergillus(18 et 48), qui n’a réalisé aucune zone
d’inhibition. Le groupe B englob&lternaria 18, Penicillium 18, Penicillium 48 et
Alternaria 48 avec des moyennes respectives de 8,67mm, 9,00/@6mm et 10,00mm.
Le groupe C comporte I'antibiotique avec une maoyede 32,00mm.

Si nous comparons les deux manipulations, noustaioms que la moyenne du
genrePenicillium a Iégérement diminué lors de la deuxieme manijulgiar rapport a la
premiere. Ici les moyennes des zones d’inhibitaungienrePenicilliumn’ont pas évoluées
au cours du temps pour les deux manipulations. l&amen chose est notée pour
I'antibiotique. De plus, le genmlternaria a eu une activité vis-a-vis de cette souche dans
la seconde manipulation, alors qu’elle était naléns la premiére, donc il s’est mieux

exprimé (Tableau 17).

Tableau 17 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmyeoendophytes de
la manipulation 1 et 2 et de l'antibiotique et kwaffets sur la croissance des souches

bactérienneStaphylococcus aurelrdR| 361.

Manipulation 1 Manipulation 2
Moyenn Mycoendophytes  Groupe Moyenne

Mycoendophyte Groupe e NiveauAspergillus18 A 0,00
NiveauAspergillus48 A 0,00 NiveauAspergillus48 A 0,00
NiveauAlternaria 18 A 0,00 NiveauAlternaria 18 B 8,67
NiveauAspergillus18 A 0,00 NiveauPenicilium18 B 9,00
NiveauAlternaria 48 A 0,00 NiveauPenicillium48 B 9,00
NiveauCladosporiurd8 A 2,33 NiveauAlternaria 48 B 10,00
NiveauCladosporium8 A 2,33 Niveau ATB 48 C 32,00
NiveauPenicillium48 A 10,66 Niveau ATB 18 C 32,00
NiveauPenicillium 18 A 10,66
Niveau ATB 48 B 35,11
Niveau ATB 18 B 35,11
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3.6. Comportement antibactérien des mycoendophyte®liaires et de I'antibiotique
vis-a-vis des souches d&taphylococcus aureus TCC 43300.

Tous les champignons testés n'ont présenté auaiivitéa contreStaphylococcus
aureus TCC 43300. lls forment le groupe A. Les métabslitde ces différents
champignons n’ont pas eu d’effets inhibiteurs sftecsouche. Par contre, I'antibiotique
(groupe B) a été tres efficace vis-a-vis de cettmiére avec une moyenne qui a atteint son
efficacité maximale aprés 18 heures (35,44 mm)siAitette souche n’a pas était réutilisée
dans la seconde manipulation, vu qu’elle n’a moaéune sensibilité pour les quatre
champignons (Tableau 18).

Tableau 18 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmyeoendophytes de
la manipulation 1 et de l'antibiotique et leurs e¢f sur la croissance des souches
bactérienneStaphylococcus auredsCC 43300.

Manipulation 1
Mycoendophytes Groupe Moyenne

NiveauCladosporiur48 A 0,00
NiveauAlternaria1l8 A 0,00
NiveauAspergillus48 A 0,00
NiveauAlternaria 48 A 0,00
NiveauCladosporiumil8 A 0,00
NiveauAspergillusl8 A 0,00
NiveauPenicillium 18 A 0,00
NiveauPenicillium48 A 0,00
Niveau ATB 48 B 35,44
Niveau ATB 18 B 35,44

3.7. Comportement antibactérien des mycoendophyte®liaires et de I'antibiotique
vis-a-vis des souches d&taphylococcus aureus MU 50 mecA.

Ici aussi les champignons étudiés n'ont pas ré#gpiawis de Staphylococcus
aureusMU 50 mecA. lls forment le groupe A, bien que kengeAlternaria a émis une
zone d’inhibition, donc posséde des métabolitesadtifs qui peuvent inhiber la
prolifération de la bactérie. En revanche, l'artilgjue a bien réagi avec une moyenne de
32,33 mm pour 18 et 48 h d’incubation (Tableau 19).
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Tableau 19 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmyeoendophytes de
la manipulation 1 et de l'antibiotique et leurs e¢f sur la croissance des souches
bactérienneStaphylococcus auredU 50 mecA.

Manipulation 1
Mycoendophytes  Groupe Moyenne
NiveauCladosporium48 A 0,00

NiveauAspergillusl8 A 0,00
NiveauAspergillus48 A 0,00
NiveauCladosporiumi8 A 0,00
NiveauPenicillium 18 A 0,00
NiveauPenicillium48 A 0,00
NiveauAlternarial8 A 4,78
NiveauAlternaria 48 A 5,00
Niveau ATB 48 B 32,33
Niveau ATB 18 B 32,33

3.8. Comportement antibactérien des mycoendophyte®liaires et de I'antibiotique

vis-a-vis des souches d&taphylococcus aureus FRI 137.

Dans la premiere manipulation, deux (2) groupesose formés. Le groupe A des
champignons endophytes avec des moyennes de zomieibition nulles, & I'exception
d’'une petite moyenne qui n'est pas significativalis®e par le genréspergillus Le
groupe B de l'antibiotique avec une moyenne trggsésentative de son efficacité (35,22
mm) pour les deux temps (Tableau 20).
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Tableau 20 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmyeoendophytes de

la manipulation 1 et de l'antibiotique et leurs e¢f sur la croissance des souches
bactérienneStaphylococcus auretdR| 137.

Manipulation 1
Mycoendophytes Groupe Moyenne

NiveauCladosporiur8 A 0,00
NiveauAlternaria 48 A 0,00
NiveauAlternaria 18 A 0,00
NiveauCladosporiumi8 A 0,00
NiveauPenicillium 18 A 0,00
NiveauPenicllium48 A 0,00
NiveauAspergillus18 A 2,67
NiveauAspergillus48 A 2,89
Niveau ATB 48 B 35,22
Niveau ATB 18 B 35,22

3.9. Comportement antibactérien des champignons ate I'antibiotique vis-a-vis de
Bacillus cereus ATCC 10876.

Dans la premiére manipulation, deux (2) groupesose formés. Le groupe A qui
regroupe tous les mycoendophytes testés avec lbedanoyennes dans les deux temps

(18 h et 48 h d’'incubation), mais qui ont légeretreargmentées apres 48 h. Le groupe B
de l'antibiotique a réalisé une importante zonalubition.

Deux groupes (2) aussi ont été distingués dansdansle manipulation, avec les
champignons testés dans le groupe A et I'antibueti(i8 et 48) dans le groupe B.

Ces résultats ont montré une augmentation dansoleme des diamétres des
zones d’inhibitions dans la seconde manipulatioar ges champignons endophytes. Par
contre, elle a diminué pour I'antibiotique (Tablel).
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Tableau 21 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitioasmyeoendophytes de
la manipulation 1 et 2 et de l'antibiotique et kwaffets sur la croissance des souches
bactérienneBacillus cereuATCC 10876.

Manipulation 1 Manipulation 2

Mycoendophytes Groupe Moyenne Mycoendophytes  Groupe Moyenne
NiveauCladosporium8 A 0.00 NiveauPenicillium 18 A 8,00
NiveauAspergillus18 A 2,67 NiveauAspergillus1s A 8,67
NiveauAspergillus48 A 355 NiveauAlternaria 48 A 9,00
NiveauAlternaria 18 A 4,00 NiveauAlternarialg8 A 9,00
NiveauPenicillium 18 A 4,17 NiveauAspergillus48 A 9,67
NiveauPenicillium48 A 4,33 Niveau ATB 18 B 26,00
NiveauAlternaria 48 A 4,89 Niveau ATB 48 B 26,00
Niveau ATB 48 B 32,89
Niveau ATB 18 B 32,89

3.10. Comportement antibactérien des champignons ele I'antibiotique vis-a-vis de
Bacillus cereus ATCC 14579.

Dans la premiere manipulation, deux (2) groupesws® formés. Le groupe A
auquel appartient 'ensemble des mycoendophytes dge moyennes entre 3,11 mm et
11,11 mm, dont les genreaspergillus (3,11 mm) etCladosporium (3,33 mm). Les
moyennes des diameétres des zones d’inhibition sleleex champignons n’ont pas changé
avec le temps (18h et 48h d’incubation). Par corie® moyennes pouPenicillium et
Alternaria ont légéerement augmenté entre 18 heures et 4&$elincubation avec des
moyennes respectives de 7,67 et 8,33 mm pBamicillium et 10,22 et 11,11 mm pour
Alternaria. Le groupe B de I'antibiotique montre une impotéamoyenne de 38,66 mm.
Ici un écart s’est creusé entre les moyennes dasilgnons et de I'antibiotique. Ce qui a

fait que le groupe A a englobé tous les champigmaees des moyennes assez différentes.

En outre dans la seconde manipulation, il y a qua@gon de trois (3) groupes
homogenes : le groupe A qui renferme le gefsspergillus18 et 48 avec une méme
moyenne de 7,00 mm et le geitenicillium 18 et 48 avec des moyennes respectives de
7,67 et 8,00 mm, le groupe B avilternaria 18 et 48 avec une moyenne de 10,00 mm et
enfin le groupe C de I'antibiotique 18 et 48 (33,rm). Ici aussi les moyennes n’ont pas

changé entre 18 heures et 48 heures d’incubatialol¢@u 22).
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En confrontant les deux manipulations, nous coostatjue les moyennes des
différents champignons ont augmenté dans la secamml@pulation, quand ils étaient
disposés seuls contre la souche bactérienne. Emcleg, la moyenne de l'antibiotique a
diminué, mais est restée toujours efficace loradeconde manipulation. D’autre part, les
moyennes obtenues aprés 18 heures d’incubation pasnglobalement évolué au bout de
48 heures. Ainsi, le temps d’incubation n’a pasffdte notables sur les diamétres des

zones d’inhibitions contre cette souche bactérienne

Tableau 22 :comparaison des moyennes des zones d’inhibitiossmyeoendophytes de
la manipulation 1 et 2 et de l'antibiotique et kwaffets sur la croissance des souches
bactérienneBacillus cereusATCC 14579.

Manipulation 1 Manipulation 2

Mycoendophytes  Groupe Moyenne Mycoendophytes _ Groupe Moyenne
NiveauAspergillus18 A 3,11 NiveauAspergillus18 A 7,00
NiveauAspergillus48 A 3,11 NiveauAspergillus48 A 7,00
NiveauCladosporium8 A 3,33 NiveauPenicilium18 A 7,67
NiveauCladosporiurd8 A 3,33 NiveauPenicillium48 A 8,00
NiveauPenicillium 18 A 7,67 NiveauAlternaria 48 B 10,00
NiveauPenicillium48 A 8,33 NiveauAlternaria 18 B 10,00
NiveauAlternarial8 A 10,22 Niveau ATB 18 C 34,33
NiveauAlternaria48 A 11,11 Niveau ATB 48 C 34,33
Niveau ATB 18 B 38,66
Niveau ATB 48 B 38,66

Nos résultats ont montré que les mycoendophytegssEnt differemment vis-a-vis
des souches bactériennes, selon qu’ils soient esanultanément ou séparément dans
une méme boite et selon le comportement et lata@sis des bactéries. Le genre
Alternaria par exemple n’a pas réagi vis-a-vis de la souEimeerococcus faecall8TCC
49452 dans la premiere manipulation avec les agtrampignons et I'antibiotique, mais
quand il a été déposé seul dans la seconde matigolida eu une activité apres 18 heures
d’incubation avec une zone d’'inhibition de 10,67 ngqui a augmenté aprés 48 heures a
14,00 mm. Ceci a été observé aussi a I'encontr8tdphylococcus aured=RI1 361. En
revanche,Penicillium a eu une activité dans les deux manipulationawigs de cette
derniéere et les zones d’inhibition qui sont appam@nt pas changé entre les deux temps

d’'incubation. Tous les mycoendophytes testés aagireis-a-vis de la souchBacillus
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cereus 14579, avec des zones d'inhibition plus ou moinpdrtantes dans les deux
manipulations. Par ailleurs, leurs activités sdas pmportantes dans la seconde, quand ils
ont été déposes seuls. De plus, la durée d’'incubata pas significativement modifié les

diamétres des zones d’inhibitions dans les dewipukations.

Le fait que les moyennes des zones d’inhibitiorss dempignons endophytes ont
légérement augmenté dans la seconde manipulatisfa-vis de certaines souches
bactériennes peut s’expliquer par le fait que Idsnignons peuvent entraver
mutuellement I'expression de leurs métabolites seawes bioactifs, quand ils sont dans le
méme milieu du fait d'une existence d’'une actidydergétiques allélopathique entre ces

champignons.

D’autre part, toutes les souches bactériennes tntsénsibles a l'antibiotique
chloramphénicol et son efficacité a atteint son imaxn aprés 18 heures d’incubation. Par
contre, sa zone d’inhibition était un peut plus @mante dans la premiére manipulation par
rapport a la seconde pour toutes les souches saufEp faecalisvis-a-vis de laquelle la
zone est restée sensiblement la méme dans lesrnigulations e§. aureussS6 pour qui
la zone a augmenté dans la seconde manipulatian.eSepeut-étre du aux interactions
qui peuvent exister dans la boite avec les dis@lesschampignons ou a d’éventuelles
artefacts durant les manipulations. Ces résulmtsardent avec les données décrites par
Tabuc (2007), ou la présence simultanée de plisespeces de mycoendophytes dans le
méme milieu entraine une diminution de la produrctie mycotoxines par chacun de ces
derniers et donc le pouvoir antibactérien de cesngtignons. De méme, Pfohl-Leszkowicz
(2001) a demontré que la production d’aflatoxing &t réduite quand une souche
d’Aspergillus flavusest introduite dans une culture en méme temps quswmuche
d’Aspergillus parasiticusen outre, Mislivec (1988) a démontré expérimemtant que la
culture simultanée @spergillus parasiticus et d’Aspergillus flavusne modifie pas la
production d’aflatoxines par ce dernier, alors tpu@résence des especesRimicillium
diminue la production de cette mycotoxine. Dans n@me esprit, la production
d’aflatoxines paRspergillusflavusest inhibée par la présencéddpergillus nige(Tabuc,
2007). La présence du mycéBeotrichum candidurpendant la croissance #esarium
langsethiaeaffecte la production de la toxine T-2 du groups desquiterpénoides de ce
dernier et réduit sa production de plus de 90%rapport a celle en culture pure, donc
Geotrichum candidurproduit un agent actif qui est responsable dedteféducteur de la
production de la toxine T-2 paFusarium langsethiaeCes mycotoxines sont des
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métabolites secondaires, non protéiques toxiquasyellement produites par les mycetes
qui se développent dans plusieurs environnemetits Bont produites suite a un stress.
Les toxines sont retrouvées dans les spores eydée€limm, et diffusent dans le substrat
gu’elles contaminent, donc dans le milieu de celtpar exemple pour entraver le

développement d’autres microorganismes ou leungitést (Gastelum-Martinez. 2012).

D’un autre coté, Combest al. (2012) ont prouvé I'existence d’'une compétition
entre le champignon endophyt@araconiothyrium variabile et un champignon
phytopathogéen&usarium oxysporunet ce par la production d’oxylipines (des composés
dérivés de l'oxydation des acides gras polyinsatat&@esponsables de la communication
chez de nombreux étres vivants, végétaux et mamenifn particulier, mais peu étudiés
chez les champignons). Ces molécules ne sont peEdetnent impliquées dans l'inhibition
de la croissance du phytopathogéne, suggéranstéexie d'un langage beaucoup plus
complexe, elles sont capables d'inhiber de 90%ddyztion d'une mycotoxine puissante,
la beauvéricine, par le phytopathogéne. Ces oxy@pauraient donc un role signal dans la

régulation des cascades métaboliques, agissant eamméritable langage moléculaire.
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Conclusion

Les champignons endophytes sont une source irgblessle nouveaux produits
naturels bioactifs, avec un potentiel d’exploitatidans différents domaines médicaux,

agricoles et industriels.

Dans le présent travail, des champignons endoplisaéss a partir des feuilles de
Peganum harmala (Penicillium, Alternaria, Aspergillus et Cladosporium) ont été testés
pour leurs activités antibactériennes et ce emletsant ensemble et séparément dans deux
manipulations différentes vis-a-vis des souches ténannes Gram-positif tests:
Saphylococcus aureus FRI 137 Staphylococcus aureus FRI 326 Staphylococcus aureus
ATCC 25923 Staphylococcus aureus ATCC 43300 Saphylococcus aureus MU 50 mecA
Enterococcus faecalis ATCC 49452 Bacillus cereus ATCC10876 Bacillus cereus ATCC
14579.

Cette expérience a montré que les champignons agtspont manifesté un effet
antibiotique plus ou moins important, en fonctioe th souche bactérienne et des
conditions culturales (la disposition des champignensemble ou séparément et le temps
d’'incubation). Les résultats obtenus montrent qaemp les champignons endophytes
étudiés, le genrélternaria est celui qui a montré un large spectre d’activigda-vis des
souches bactériennes utilisées. Ainsi, il a pré&sene activité antibactérienne significative
sur les bactéries Gram-positifEnterococcus faecalis ATCC 49452, Bacillus cereus
ATCC10876, Bacillus cereus ATCC 14579, Saphylococcus aureus FRI 361,
Saphylococcus aureus FRI S6 et a été le seul a avoir une importanteite I'encontre
de Saphylococcus aureus MU 50 mecA. Les souches dacillus cereus ont été les plus
sensibles, ainsi tous les champignons testés agt vés-a-vis de cette dernieme méme
pour Enterococcus faecalis ATCC 49452.

Il apparait aussi que la présence des mycoendapkyigemble ou séparément vis-
a-vis de chaque souche bactérienne influence keirgités et leurs capacités a produire
des composés antibactériens, soit positivementégativement. Le temps d’incubation

aussi est a prendre en considération.
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Conclusion

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

explorer plus en profondeur cet aspect du travalde permettre :

une compréhension des synergies et des interadjingeuvent exister entre

les champignons endophytes et leur capacité a itehainsemble dans la

méme plante ;

- comprendre le mécanisme qui a permis aux mycoernytieplie coloniser une
plante connue pour sa toxicitdPeganum harmala), de synthétiser des
métabolites secondaires au sein de cette derniére ;

- comprendre les interactions existantes entredax gartenaires et découvrir le
pouvoir antimicrobien de ces champignons ;

- une extraction, purification et lidentificationes substances bioactives a
caractére antibactérien produits par ces champsandophytes ;

- une comparaison entre les métabolites secondairesluipes par les

champignons endophytes et la plante ;

- une exploitation a I'’échelle industrielle des cosg®antibactériens.
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Annexe

Annexe 1

Composition et préparation dedifférents milieux de cultures utilisés

Eaux physiologique:

NN = T O EPPPUPRRRR 09¢g
| o [ (1 LT 1000 ml

Le milieu PDA (Potato-dextrose-agar)

C’est un milieu semi-synthétique :

POMIME G I . .. e e et e e e e e e e e e e e e e e e et e b aaa s 2009

(] 0 To 0 1 = SRR 20g

F o = U= 1o F= T TP 20g
BaU dISHIHIEE ... . 1000 ml.

Préparation du milieu PDA

Les pommes de terre sont pelées, lavées et coapéesnches minces. Elles sont ensuite
cuites dans 200 ml d’eau pendant 15 a 20 mn. Lamgél obtenu est écrasé et filtré. Le
filtrat est versé dans un erlen meyer gradué dtemdie volume. Puis, du glucose et I'agar-

agar est rajouté au filtrat, en suite le volume @shplété a 1000 ml et placé sur un

agitateur magnétique chauffé. Aprés son homogéiarsde milieu est versé dans des

flacons hermétiquement fermés afin de les autockavue®0°C pendant 20 mn.

Brain Heart Infusion (BHI) Agar

Infusion caeur-cervelle (Matieres SOlAES .....cccccuieiiiiiiiiiii e 8,09
Digestion peptique de tiISSU @niMal ........ccccccciiiiiiiie i erer e e e e e e e 5009
Digestion pancréatique de CASEINE ..........coueeeeiiiiiiiiiiiiiiteeeeee et e e e e e e e e e e e ssssree e eeeeeeeeaees 16,0 g
(O o1 (o T BT =10 L= {0 To | 1U 1o 50¢9
(€1 U001 =PRSS PP 20g
Phosphate d’hydrogeéne diSOIQUE ........ ..o eeeeiieeeeiiiiiiiiiee s e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeaennes 250
7= [0 1SRRI 13,59
BaU dISHIHIEE ... . 1000 ml

pH final 7,4 £ 0,2
Préparation du milieu BHI :
Nous avons mélangé 18,5g de BHI en poudre du coomrerec 7,59 d'agar et ajusté a

1000ml avec de I'eau physiologique dans un Erleyemd.e mélange est agité et chauffé
puis versé dans des bouteilles en verre bien fetragtoclavé a 120°c pendant 20mn.



Annexe

Muller Hinton (MH):

EXtrait de VIande. ........cooii i e e e 300g
Hydrolysat acide de Cas€ine .............coovviiiiiiiiiiii i e eeanl 7,50

2 01T o) 1,59

A A . e e 169
Bau distillée. ... 1000 ml

pH final 7,3
Préparation du MH
Nous avons meélangé 21g de MH en poudre avec 15mdet ajusté a 1000 ml avec de

I'eau physiologique. Puis chauffé en agitant enidange est versé dans des bouteilles en
verre et stérilisé dans un autoclave a 120°c pargtann.



Annexe 2

Annexe

Informations concernant les souches de références

Numeéro de référence

Origine

Genes codant pour les
entérotoxines staphylococcique

par PCR conventionnelle

\v2)

S. aureus FRI 361

Poulet, Collection FRI
USA

S. aureus FRI S6 Collection FRI USA sea, seb
S. aureus FRI 137 Abces (ATCC 19095) seg, seh, sel
S. aureus FRI 326 Chicken tetrazzini, see

Collection FRI USA

S. aureus MU 50
11CEB145 STA

Pus d’enfant japonais
avec une blessure

chirurgicale

Sea, Sec, seg, sel

S. aureus ATCC 25923

Collection USA

Bacillus cereus ATCC

ATCC, Collection USA

10878
Enterococcus faecalis ATCC, Collection USA |  ———-mmmmmme-
ATCC 49452
Bacillus cereus ATCC ATCC, Collection USA |  ——momemmmmee-
14579

S. aureus ATCC 43300

ATCC, Collection USA

FRI : Food Research Institute

Se :Staphylococcal enterotoxin (gene codant pour lésretoxines staphylococcigques)
ATCC : American Type Culture Collection
MU50, ATCC 43300 :Sont des souches MRSA (methicillin-resistaiaiphyl ococcus aureus)

MUS0 : porte le génenecA



Annexe

Annexe 3

Tableau d’analyse de la variance de TANOVA pousdaiche bactérienn@&acillus cereus
ATCC 10876 qui montre une p-value inferieure a %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 4

Tableau : dépistage préliminaire de I'activité antibacténerdes champignons endophytes

et de 'antibiotique vis-a-vis de quelques soudbestériennes.

Souches Inoculum Inoculation 24h 48h

Saphylococcu
saureus FRI
361 (S5)

Saphylococcu
saureus FRI
S6 (S4)

Saphylococcu
saureus
MUS50 mecA
(S7)

Enterococcus
faecalis
ATCC 49452
(S1)

Bacillus
cereus ATCC
10876 (S9)

Bacillus
cereus ATCC
14579 (S10)




Résumé

Les plantes médicinales constituent une sourceauisaple de molécules bioactives
possédant des propriétés thérapeutiques. Ellescedomnisées par des mycoendophytes,
des champignons mutualistes vivant dans leursstisans manifester de symptémes ou de
dommages apparents. Ces champignons sont capa&blesrdir eux aussi des métabolites
secondaires ayant des activités biologiques. Cdests cette optique que nous nous
sommes intéressés a une plante spontanée de ten régés dayas (Laghouat, Algérie) :
Peganum harmala ou Harmel,une plante médicinale toxique appartenant a lali@mes
ZygophyllaceaeNotre étude vise a mettre en évidence I'activitighactérienne de quatre
genres de mycoendophyte€ladosporium, Alternaria, Aspergillus et Penicillium isolés
des feuilles de cette plante. Ainsi I'activité amtirobienne a été évaluée par la technique
de la double diffusion de disque sur gélose wssades souches bactériennes, Gram
positif, Enterococcus faecalis (ATCC 49452), Saphylococcus aureus (ATCC 25923),
Saphylococcus aureus (FRI 326),Saphyl ococcus aureus (FRI S6),Saphylococcus aureus
(FRI 361),Saphylococcus aureus (ATCC 43300) Saphylococcus aureus (MU 50 mecA),
Saphylococcus aureus (FRI 137),Bacillus cereus (ATCC 10876) Bacillus cereus (ATCC
14579). Les résultats ont montré une differencesdén sensibilité des souches
microbiennes aux substances bioactives des mycphaytls étudiés. Ces derniers ont crée
des zones d’inhibitions plus ou moins important&srsla souche, elles varient entre 0 et
15 mm. Le genréAlternaria a montré I'activité la plus significative des geagenres
utilisés. Des ANOVA réalisées entre les moyennesdiameétres des zones d’inhibitions
des différents mycoendophytes et le disque anithiettest : Chloramphénicol ont montré
une différence hautement significative entre casxdaesures. Par conséquent, le test des
groupes homogenefNewman-Keuls) a révélé une différence dans la bgibéi des
souches bactériennes vis-a-vis des métabolitesndaites des mycoendophytes foliaires
de Peganum harmala selon leurs conditions culturales a savoir : lganssence ensemble

ou séparément vis-a-vis de chaque souche bactératna temps d’incubation.

Mots clés : mycoendophytes, métabolites secondaires, activiti®actériennePeganum
harmala, Laghouat (Algérie).



Abstract:

The medicinal plants constitute an inexhaustiblare® of bioactive compounds with
therapeutic properties. These plants are colonizgdendophytic fungal, those live
asymptomatically within their living tissues withozausing any immediate, overt negative
effects and establish mutualistic symbiosis. Many @apable of synthesizing bioactive
compounds. It is accordingly that we were intexesh a spontaneous plant of the area of
dayas (Laghouat, AlgerialPeganum harmala, that is also called Harmad, toxic medicinal
plant belonging to a family@ygophyllaceae. The aim of this study was to consider
antibacterial effects of four most dominant enddjhyungal genus Gladosporium,
Alternaria, Aspergillus, and Penicillium) isolated from the leaves of this plant. In this
respect, we evaluated by an agar disc diffusiohriigcie against selected Gram-positive
human pathogenic bacteria stockantérococcus faecalis (ATCC 49452),Saphylococcus
aureus (ATCC 25923),Saphylococcus aureus (FRI 326), Saphylococcus aureus (FRI
S6), Saphylococcus aureus (FRI 361), Saphylococcus aureus (ATCC 43300),
Saphylococcus aureus (50 mecA), Saphylococcus aureus (FRI 137), Bacillus cereus
(ATCC 10876), Bacillus cereus (ATCC 14579). ANOVA carried out between the
diameters averages of inhibitions zones of theowuarimyceliums and the standard
antibiotic disc: Chloramphenicol show a highly sigant difference between these two
measurements. Consequently, the test of the hormogengroups(Newman-Keuls)
revealed a difference in the sensitivity of the tbaal stocks towards the secondary
metabolites of the foliar mycoendophytesRafianum harmala according to their cultural
conditions to know: their presence together orasmely with each bacterial and the

incubation time.

Key words: endophytic fungi, secondary metabolites, antimi@bhctivity, Peganum
harmala.



