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Résumé

L’objectif de ce travail est de connaitre les méthodes utilisées pour 1’étude des champignons
endophytes impliquant leur isolement, leur identification, ’extraction et 1’identification de
leurs métabolites secondaire bioactifs ainsi que 1’évaluation des activités biologiques de ces
derniéres. Avant tout isolement des champignons endophytes, une stérilisation de la surface
des différentes parties de plantes est nécessaire, une sélection des champignons les plus actifs,
est ensuite le plus souvent réalisé en utilisant les méthodes de la double culture et des
cylindres d’agar. Les endophytes les plus actifs sont identifié premierement
morphologiquement ensuite moléculairement pour plus de précision. Apres 1’extraction des
métabolites secondaire bioactifs produits par ces champignons, leurs séparation et
identification, sont réalisees par différentes méthodes, telles que la chromatographie
surcouche mince et en phase liquide a haute performance. Enfin la détermination des
différentes activités biologiques des molécules bioactives est estimée, pour I’activité
antimicrobienne parla méthode de diffusion sur disque, des puits, 1’autobiographie et la
détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides. Concernant 1’activité
antioxydante, les méthodes les plus utilisées est 1’activité¢ de piégeage du radical 1, 1-
diphenyl-2-picryl-hydrazyl et le test du pouvoir réducteur. Pour les activités antivirale et
anticancéreuse on utilise la colorimétrie, alors que 1’activité antiparasitaire est déterminée soit
par la capacité des molécules actives a inhiber les gGAPDH et APRT soit en utilisant des
cultures cellulaires infectées par le parasite et en mesurant le taux de viabilité de ces derniéres

apres leur traitement par les molécules fongiques.

Mots Clés : Champignons endophytes, activité antimicrobienne, activité antioxydante,

activité antivirale, activité antiparasitaire, activité anticancéreuse.



Abstract

The objective of this work is to know the methods used for the study of fungi endophytic
involving their isolation, identification, extraction and identification of their secondary
bioactive metabolites as well as the evaluation of the biological activities of these latest.
Before any isolation of endophytic fungi, sterilization of the surface of the different parts of
plants is necessary, a selection of the most active fungi, is then most often carried out using
the methods of double culture and cylinders of agar. The most active endophytic are identified
first morphologically then molecularly for more precision. After extraction of bioactive
secondary metabolites produced by these fungi, their separation and identification, are carried
out by different methods, such as thin-layer and liquid chromatography at high performance.
Finally the determination of the different biological activities of the bioactive molecules is
estimated, for the antimicrobial activity the diffusion on disk method, wells, autobiography
and determination of minimum inhibitory concentrations and bactericides. With regard to
antioxidant activity, among the most widely used methods, we find: “1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl” radical scavenging activity and “reducing ability” test. For antiviral and anticancer
activity, colorimetry is the determinant, while antiparasitic is determined in two ways, either
by exploiting the ability of the active molecules to inhibit gGAPDH And APRT either using
cell cultures infected with the parasite and then measuring the level of effectiveness of the

latter after treatment with the fungal agents.

Keywords: Endophytic fungi, antimicrobial activity, antioxidant activity, antiviral activity,

Antiparasitic activity, anticancer activity.
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Introduction

Introduction

Toutes les plantes abritent une flore fongique constituée de champignons non
pathogenes dits "endophytes”. Bien qu'ils soient invisibles et peu connus, leur fonction
écologique apparait de plus en plus évidente puisqu'ils participeraient activement a une
meilleure adaptation des plantes a leur environnement. lls sont dailleurs qualifiés de
mutualistes, exercant un pouvoir protecteur pour les plantes (Combes et al., 2012).

Les micro-organismes constituent aussi une source importante avec plus de 200 000

composés biologiquement actifs .Ces derniéres années, les micro-organismes associés aux
plantes ainsi que les plantes elles-mémes ce sont révélées offrir des produits a fort potentiel
thérapeutique ,un grand intérét a été porté aux endophytes: des micro-organismes
généralement des champignons et des bactéries colonisent asymptomatiquement 1’intérieur
des tissus végétaux et jouent un rble protecteur contre les maladies et les infections des
plantes, Par exemple ,la découverte du champignon endophyte producteur de taxol,
Taxomyces andreanae, de I'if du Pacifique (Taxus brevifolia) (Jalgaonwala et al., 2011).
Par ailleurs, les champignons endophytes synthétisent un grand nombre de substances
complexes et économiquement tres importantes tels que les acides organiques, alcaloides,
antibiotiques, = molécules  antimicrobiennes,  antiparasitaires,  anti-inflammatoires,
antioxydantes,  anti-insectes,  anticancéreuses, antinéoplasiques, cytotoxiques et
neuroprotectrices et les enzymes. Aujourd’hui, la connaissance de la biologie de ces
champignons est encore partielle; cependant, la compréhension des métabolismes primaires et
secondaires et de la génétique de ces microorganismes permet de maitriser de mieux en mieux
leurs capacités de biosynthése et leur mise a profit pour I’homme (Jia et al., 2016).C’est dans
ce contexte que s’inscrit le présent travail dont I’objectif est la présentation des méthodes et
des techniques permettant 1’é¢tude des champignons endophytes et de leurs activités
biologiques.

On présentera cette etude theorique en deux chapitres :

Le premier chapitre est consacré a des genéralités sur les champignons endophytes,
comprenant les éléments suivants : La définition, la biodiversité et I’intérét des champignons
endophytes. Dans le second chapitre nous aborderons les techniques utilisées dans 1’étude des
champignons endophytes, c¢’est-a-dire 1’échantillonnage, le dépistage préliminaire de ’activité
antimicrobienne I’identification des champignons endophytes, puis la fermentation,
I’extraction et I’identification des molécules bioactives, et enfin les techniques d’évaluation

des activités antimicrobienne, antioxydante, antivirale, antiparasitaire et anticancéreuse.
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1.1. Définition des champignons endophytes

Les champignons endophytes existent largement a Dl’intérieur des tissus sains des
plantes vivantes et sont des micro-écosystéemes végétaux (Jia et al.,2016).

Les endophytes sont des micro-organismes qui vivent dans les tissus végétaux sans
provoquer des symptomes de maladie. Ce sont des composants importants du micro biomes
de la plante.

La définition la plus couramment utilisée pour décrire les endophytes est celle de
Pertini, (1991) qui définit les endophytes comme étant tous les microorganismes vivants dans
les organes vegétaux internes a un certain moment de leur vie sans causer de dommage

apparent a leur hote (Hyde et Soytong, 2008).

1.2. Biodiversité et classification des champignons endophytes

Tous les types de plantes abritent des champignons endogenes, cette colonisation des
plantes de I’intérieur a été¢ déja retrouvée chez tous les genres et espeéces vivants dans
différents écosystemes tels que les arbustes, les fougeres, les mousses, les lichens, les
graminées et les coniféres. Le nombre total de champignons endophytes, est estimé a 1.5
million d’espéces (Mishra et al.,2014).

Les champignons endophytes sont actuellement divisés en 4 classes selon la famille de
I’endophyte concerné, la localisation dans les tissus de I’hote, et le mode de transmission
(Andéol et Benjamin,2016). Ces 4 classes sont regroupées a leur tour en deux grands

groupes: les endophytes Clavicipitaceae et les non-Clavicipitaceae (Rodriguez et al., 2009).

Class 3
" endophytes
S

Intercellular
<4 mycelia

> @ gPlant cell

T N -
S22 e . Intracc_ellular
Class 4 > 4 mycelia
endophytes

Inter- and
intracellular
mycelia

Class 1 & 2 =) | J
endophytes ®: @

(A) (B)

Figure (1). Représentation schématique de 1’association des champignons endophytes
avec leurs plantes hotes (Andéol et Benjamin, 2016).
(A) : Localisation des différentes classes d’endophytes

(B) : Différents modeles de localisation des champignons endophytes dans les tissus végétaux.
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Les endophytes Clavicipitaceae (Classe 1): Cette famille est constituée
actuellement de 37 genres dont quatre possedent des espéces capables d’endophytisme :
Balansia ,Ephelis, Epichloé et Neotyphodium, appartenant aux Ascomycota et Hyocreales, et
colonisant les parties aériennes ainsi que le rhizome des plantes hotes. Les mycéliums ne sont
que trés rarement trouvés dans le faisceau vasculaire de 1’hote. (Andéol et Benjamin, 2016).
Il se développent de fagcon systémique a I’intérieur des cellules des graminées et les carex, et
se transmettent verticalement a travers les graines (Rodriguez et al., 2009). Selon I’espéce de
I’hote, et des conditions environnementales, ces champignons peuvent conférer a leurs hotes
une augmentation de la biomasse, une tolérance a la sécheresse, et peuvent également
produire des molécules toxiques pour les animaux et les herbivores protégeant ainsi leurs
plantes hote (Mishra et al., 2014).

Les endophytes non-Clavicipitaceae, un groupe trés  diversifié
phylogénétiqguement, appartenant principalement aux ascomycetes. Ils ont été isolés a partir
de toutes les plantes étudiées de tous les écosystémes terrestres allant des tropiques a la
toundra. lls sont divisés en trois classes selon le type de colonisation, le mécanisme de
transmission et les avantages conférés a leurs hotes (Zerroug,2021).

e Classe 2: lls sont tous issus de Dikarya. Ils sont en majorité constitués
d’Ascomycota et une minorité aux Basidiomycota. lls présentent un spectre d’hote
large (Andéol etBenjamin,2016). lls peuvent coloniser toutes les parties de la plante
et sont capables de former des infections étendues dans les plants (Rodriguez et
al.,2009). lls croissent de maniére extensive dans le milieu intercellulaire
principalement.  Leur transmission est le plus souvent verticale (Andéol et
Benjamin,2016).

o Classe 3 : lls sont tous issus de Dicarya, et sont en majorité constitués d’Ascomycota,
mais également des Basidiomycota, plus souvent présent dans les tissus ligneux que
dans les tissus foliaires, leur spectre d’hote est trés large (Andéol et Benjamin, 2016).
Les membres de cette classe se caractérise par leur grande diversité, ils sont
particulierement fréquents chez les plantes tropicales et se transmettent
horizontalement. Le role de ces endophytes est ’amélioration de la résistance aux
maladies et la dissuasion des herbivores (Rodriguez et al., 2009).

e Classe 4: lls appartiendraient aux Ascomycota et au sous embranchement des
Pezizomycotina (Andéol et Benjamin, 2016). Ce sont des champignons bruns
cloisonnés (Rodriguez et al.,2009). Le mode de transmission de ces champignons est
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strictement horizontal. Ils ont un réle particulierement important dans les milieux
arides, semi arides, alpins ou subalpins. Ils sont ubiquitaires du point de vue du
biotope. lls ont une importance similaire a celle des mycorhizes (Andéol et
Benjamin,2016).

Dans le tableau (1) quelques exemples de champignons endophytes isolés a partir de

différentes plantes :

Tableau (I1) : Exemples de champignons endophytes isolés a partir de certaines plantes
(Mohamed, 2017)

Champignons endophytes

Plantes hotes

Trichoderma sp.
T. harzianum.

T. koningii.
Beauveria bassina.

Cladosporium sp., Rhytismataceae sp., Nemania
sp.

Colletotrichum sp., Fusarium sp., Penicillium sp.,
Aspergillus sp.

Colletotrichum gloesporioides, Cladosporium sp.
Piriformospora indica.

Trichoderma asperellum T34.

Phialocephala fortinii.

Cacaotier
Poivron rouge Tomate, Tabac.

Tomate, Ryegras, Tabac.

Café, coton, tomate.

Pin.

Caféier.

Citronnier.

Orage.

Arabette.

Gymnospermes, angiospermes,

Monocotylédones et
dicotylédones.

1.3. Intérét des champignons endophytes

Les champignons endophytes produisent des composés métaboliques bioactifs
inestimables bénéfiques a 1’homme avec des propriétés antimicrobienne, anticancéreuse,
antidiabétique, anti-inflammatoire, antioxydante, antivirale, etc. Parmi ces composes bioactifs
on peut citer la pestacine, le taxol, la camptothécine, I’ergofllavine, phloroglucinol, etc. les

endophytes peuvent également avoir d’autre rdles tels que :



Généralités sur les champignons endophytes

= Conférer a la plante la protection contre les maladies (Redman et al.,2001), la
résistance aux stress biotiques et abiotiques et 1I’amélioration de 1’assimilation des
nutriments nécessaires a la croissance (Miral,2018).

= Applications dans le domaine de 1’énergie ; les champignons endophytes ont été
découverts comme des producteurs de composés organiques Vvolatiles
principalement des hydrocarbures et autre composés oxygénés qui peuvent étre
une bonne alternative aux composes fossiles (Yan et al.,2018).

* Biosynthése d’enzymes ; ces enzymes peuvent avoir différentes applications dans
les domaines de la santé, de la production alimentaire, de 1’énergie et de
I’environnement (Suryanarayanan et al., 2012).

= Applications dans la bioremédiation de I’environnement afin d’¢liminer des

polluants (Soleimani et al., 2010).
I. 4. Modes de transmission des champignons endophytes

Les endophytes possédent deux modes de reproduction :

Le premier se fait par la croissance végétative des hyphes qui est compléetement interne
(Selosse et Schardl, 2007); ainsi les hyphes du champignon sont transmis de la plante
infectée vers la descendance via les graines (Saikkonen et al., 2004a). Ceci est
communément appelé transmission verticale (Saikkonen et al., 2004b). Et c’est le principal
mode de transmission des champignons endophytes (Saikkonen et al., 2010).

Le second se fait via les spores (Clay, 1986) ; ce groupe de champignons se transmet
horizontalement (Saikkonen et al., 2004a), c'est-a-dire le champignon peut étre transmis soit
par spores sexuées ou asexuées (Saikkonen et al., 2004b) pour infecter d’autres plantes
(Arnold et al., 2003; Gallery et al., 2007).

Etant donné que certains champignons peuvent produire soit des spores sexuees soit
asexuées et que la reproduction sexuée nécessite des spores sexuées, elle est donc toujours
horizontale, contrairement a la reproduction asexuée qui peut se faire verticalement via les
graines ou horizontalement par les spores ou éventuellement les hyphes (Saikkonen et
al.,2004a).
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I1.1. Isolement des champignons endophytes

Pour isoler les champignons endophyte a partir des différentes parties des plantes, deux
méthodes peuvent étre utiliser.

Une étape commune entre les deux méthodes est la stérilisation de surface qui consiste
selon le protocole de Qin et al., 2009 et Strangthem et Momota, 2012 a laver tous les
¢chantillons collectés avec de 1’eau du robinet, ils sont ensuite coupés en petits fragments (2 a
3cm), trempés dans de 1’éthanol a 70% pendant 30 secondes, puis dans 1’hypochlorite de
sodium a 1% pendant 3 minute, et dans de 1’éthanol a 95% pendant 5 minute, ils sont ensuite
rincés 3 fois dans de I’eau distillée stérile et séchés a I’aide de papier filtre stérile.

Aprés cette étape et pour la premiere méthode, les échantillons coupés en fragments
beaucoup plus petits (1 a 1.5cm) sont directement placés dans des boites de Pétri contenant du
Potato Dextrose Agar (PDA) (Zakaria et al.,2016) supplémentées de Gentamicine a 150
mg/L pour inhiber la croissance bactérienne (Khan et al.,2010).

Pour la deuxieme méthode, les fragments de plantes stérilisés sont broyes, a 1’aide d’un
mortier et d’un pilon stériles, des dilutions décimales sont réalisées jusqu’a arriver a la
dilution 10°° et I’ensemencement est ensuite fait par étalement (Momota et al.,2017).

Toutes les boites (Les deux méthodes) sont incubées a 28 °C pendant 2 semaines jusqu’a
observation de croissance fongique endophyte. Chaque champignon doit étre isolé et purifié
par repiquage successif sur des boites contenant du PDA (Jinxiu et al.,2018).

Afin d’évaluer la charge des champignons endophytes colonisant la plante, un taux de

colonisation est calculé a I’aide de la formule donnée par (Petrini et al., 1982).

Nombre de segments infectés

Pourcentage de colonisation (%) = X 100

Nombre total des segment examinés

11.2. Dépistage préliminaire de I’activité antimicrobienne

Les activités antifongique et antibacterienne des champignons endophytes peuvent étre
évaluer par la technique de double culture et des cylindres d’agar respectivement afin de

sélectionner d’une fagon rapide et qualitative des microorganismes actifs.
11.2.1. Technique de la double culture

La méthode de la double culture est généralement utilisée pour cribler la capacité des
champignons endophytes a lutter contre les champignons pathogénes ou phytopathogénes.

Dans cette technique un disque du champignon pathogéne est transféré au centre d’une boite
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de PDA, ensuite, les isolats fongiques endophytes sont placés a 2.5 cm du champignon
pathogene. Toutes les boites sont incubées & 25°C pendant 7 jours, aprés cela, les rayons de
I’agent pathogene en double culture et dans la boite controle sont mesurés en millimétres
(Jinxiu et al.,2018).

Le pourcentage d’inhibition est calculé ensuite en utilisant la formule suivante

(Ting et al., 2009) :

R1-R2 % 100

Pourcentage d’inhibition =

R1 étant la croissance radiale de I’agent pathogéne dans le controle

R2 la croissance radiale de 1’agent pathogéne en double culture

11.2.2. Technique des cylindres d’agar

Des disques de 6 mm de diamétres provenant d’une culture de champignon endophyte
agée de 7 jours sont découpées transférés a la surface de boites de Pétri préalablement
ensemencées soit de bactéries pathogenes (gélose Muller Hinton Agar (MHA) ou de
champignons pathogénes (gélose Sabouraud Dextrose Agar (SDA)).

Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24heures pour la croissance
bactérienne, et a 25°C a 28°C pendant 48 heures pour la croissance fongique. L’activité
antimicrobienne est estimée par la mesure des diamétres des zones d’inhibition. (Santo et
al.,2015).

11.3. Identification des champignons endophytes

11.3.1. Identification morphologique

Les champignons endophytes sont identifiés a partir des colonies pures, pour
I’observation macroscopique, 1’aspect général de la colonie ; la couleur et le diamétre de la
croissance sont les critéres pris en compte. Pour I’examen microscopique, il se fait apres
réalisation d’un dépot de petits fragments entre lame et lamelle, pour cela, les échantillons
sont préleveés aussi bien a partir des bordures des colonies ou les structures fertiles sont jeunes
et le nombre de spores est peu, et du centre des colonies pour prélever les structures
renfermant des spores et ou les spores sont beaucoup plus matures. L’observation du
mycélium révele la présence ou I’absence de septum, la nature de la reproduction et les

caractéristiques des fructifications et des spores (Bouyaiche et Guedjal, 2018).
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11.3.2. Identification moléculaire

Pour confirmer I’identification morphologique des champignons endophytes, une
identification moléculaire est souvent réalisée. L'application des méthodes moléculaires pour
I'étude des champignons endophytes est devenue impérative non seulement pour
I'identification précise des différents taxons occupant les plantes hotes, mais également pour
I'exploration du polymorphisme existant au sein de ces mémes organismes les méthodes
moléculaires servent a I'analyse séquentielle des acides nucléiques (ADN, ARN) ainsi que les
produits protéiques (Verscheure et al., 2002).

Ces méthodes se basent essentiellement sur I'extraction et la purification de I'ADN qui
peut se faire soit manuellement, soit automatiquement en utilisant différents Kits tels que GE
Heathcare, EZ1 Advanced DNA bactérie extraction, et des automates, ainsi que sur la
technique de réaction de polymérisation en chaine : PCR (Polymérase Chain Réaction)
(Brunner et al., 2007).Une variété de techniques est disponible entre autres : PCR-RFLP
(Restriction Length Polymorphisme), DNA RAPD (Radom Amplified Polymorphic), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) et la DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) (Brunner et al.,2007). Cette amplification concerne plusieurs régions de
I’ADN tels que ITS (Internal Transcribed Spacer), LSU (Large-subunit), SSU (Small-
subunit), B-tubuline en utilisant des amorces spécifiques pour chaque région. Apres
séquencage, les séquences obtenus sont comparées avec les séquences de la banque de donnée
GenBank au moyen de recherche BLAST afin d’évaluer 1’appartenance taxonomique des

souches (Altschul et al., 1990).

11.3.3. Identification par spectrophotométrie de masse

Le MALDI est une ionisation douce qui implique un laser frappant une matrice de
petites molécules pour faire passer les molécules d’analyse dans la phase gazeuse sans les
fragmenter ou les décomposer. Certaines biomolécules sont trop grosses et peuvent se
décomposer lorsqu’elles sont chauffées, et les techniques traditionnelles fragmentent ou
détruisent les macromolécules. Le MALDI est approprié pour analyser des biomolécules
comme les peptides, les lipides, les saccharides ou d’autres macromolécules organiques

(Elosta et al., 2007).

Dans cette technique, les protéines fongiques extraits sont noyés dans un tres grand
exces d’un compos¢ matriciel déposé sur une surface solide appelée cible, généralement

constituée d’un métal conducteur et comportant des spots pour plusieurs échantillons
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différents. Aprés une tres bréve impulsion laser, le point irradié est rapidement chauffé et
devient vibratoirement excité. Les molécules de la matrice ablatées énergétiquement de la
surface de I’échantillon, absorbent 1’énergie laser et entrainent les molécules de 1’analyse dans
la phase gazeuse également. Pendant le processus d’ablation, les molécules d’analyse sont
généralement ionisées en étant protonées ou déprotonées avec les molécules de matrice
proches. Le format d’ionisation MALDI le plus courant est que les molécules d’analyse

portent une seule charge positive (Carbonnelle et Xavier, 2011).

Les ions sont ensuite accélérés dans 1’analyseur TOF, et séparés en fonction de leur
temps de vol ; la vitesse de chacune de ces particules dépend du rapport masse charge; une
fois les ions arrivés au détecteur, le signal est amplifié et traité pour étre mis finalement sous

forme de spectre (Zerroug, 2021)
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Figure (02) : Principe du MALDI-TOF MS pour I'obtention d'un spectre(Moussaoui, 2012).

I11.4. Fermentation et extraction

Afin d’extraire, les métabolites secondaires bioactifs a partir des champignons
endophytes, ces derniers doivent étre mis a croitre sur du PDA a 25°C, aprés cing jours
d’incubation, deux a trois pieces (0.5 x 0.5 cm) des champignons sont inoculées dans des
erlenmeyers de 500 ml contenant 100 ml de PDB (Potato Dextrose Broth) et incubés sous
agitation périodique. Aprés 14 jours d’incubation a 25°C, les cultures sont filtrées a travers
une gaze stérile, le filtrat est ensuite centrifugé a 5000 tours/min pendant 15 min, et le
surnagent récupérer et extrait avec le méme volume (v/v) d’un solvant organique, tel que le
butanol, ’acétate d’éthyle, le chloroforme, 1’'n hexane etc. Apres agitation pendant deux
heures, les solutions sont ensuite mises au repos dans des ampoules & décompter pour séparer
la phase organique de celle aqueuse. Les phases organiques sont ensuite récupérées pour étre
concentré en utilisant un évaporateur rotatif afin d’obtenir 1’extrait brut et sec contenant les

métabolites secondaires (Marcellano et al., 2017).
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11.5. Identification des molécules

Avant D’identification des molécules bioactives présentes dans I’extrait brut, une
séparation de ces derniéres doit étre réalisé, plusieurs méthodes peuvent étre utilisées, parmi
les plus utilisées on citera la chromatographie sur couche mince (CCM) et High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), Gaschromatography-mass spectrometry (GC-MS).

Pour la CCM, une feuille d’aluminium avec du gel de silice (1cm x10cm) est préparée,
ensuite, I’extrait brut est deposé a 1 cm du bas de la plaqgue CCM, cette derniere est placée
dans une cuve en verre préalablement saturée par un systéme d’élution composé d’un ou de
plusieurs solvants, la cuve doit étre ensuite hermétiquement fermé. Le systeme de solvant va
migrer du bas de la plaque CCM jusqu’a ce qu’il atteigne le front de migration. Pour la
détection de des différentes fractions, le chromatogramme doit étre examiné visuellement et
également observé sous une lumiére ultraviolette (252 -366 nm). Les valeur Rf des taches
séparées sont également déterminées (Atallah et al., 2008).

Pour ’HPLC, Les extraits fongiques (2mg) sont reconstitués avec 2 ml de méthanol de
qualité HPLC. Le mélange est sonique pendant 10 min puis centrifugé a 3000 tr/min pendant
5 min. Ensuite, 100 pL de I’échantillon sont transférés dans un flacon contenant 500 pL de
méthanol de qualité HPLC. Le flacon est ensuite placé dans la Machine HPLC pour analyse
est la détection se fait a 235 nm. La colonne de séparation (125x4 mm ; Longueur x diamétre
interne) est pré remplie avec Eurospher-10 C18 et un gradient linéaire d’un ou de plusieurs
solvants est utilis¢é comme ¢€luant. Les pics d’absorption de 1’extrait fongique sont ensuite
analysés par comparaison avec ceux de la base de données HPLC-UV/Vis (Eze et al., 2018).

Les différentes fractions actives peuvent étre soumis & un systéme de chromatographie
en phase gazeuse equipé de spectrophotometre de masse a detecteur sélectif inerte afin de
détecter la nature chimique du composé présent dans chaque fraction. Un cycle de
température est suivi : 70°C pendant 2 minutes puis a 250°C pendant 30 min et maintenue a
250°C pendant 20 min. Le gaz porteur (hélium) est ensuite fourni a un débit constant de 1,2
ml/min. Les composés chimiques de chaque fraction sont identifiés par comparaison avec la
base de données (Yin et al., 2016).

11.6.Activité antimicrobienne

L’évaluation de D’activité antimicrobienne des extraits ou des molécules bioactives
fongiques peut étre réalisé en utilisant la méthode de diffusion sur disque, des puits,
I’autobiographie et la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et

bactéricides (CMB).

10
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11.6.1. Méthode de diffusion sur disque

Les extraits bruts secs ou les molécules pures doivent étre dissous dans 0.1% de
diméthylsulfoxyde (DMSO) afin d’obtenir la concentration voulue, par la suite20 a 30ul des
solutions dissoutes sont deposé sur des disques stériles de papier Whatman (6 mm de
diametre) ces derniers sont laissés sécher pendant une heure a I’intéricur de I’incubateur a
35°C.

Cinqg disques imbibés sont déposes sur les geloses MHA ou Potato Dextrose Agar
(PDA)préalablement ensemencées par des bactéries (108 UFC/mL) ou des champignons (0.4-
5x10°UFC/mL) pathogénes respectivement. Des disques imbibés avec le méme volume
de0.1% de DMSO et d’antibiotique ou d’antifongique (10mg/ml) sont utilisés comme
contrbles négatif et positif, respectivement. Toutes les boites sont ensuite incubées a 37°C
pendant 24 heures pour les bactéries et 72 heures pour les champignons et les zones

d’inhibition résultantes sont mesurées (Marecellano et al.,2017).

11.6.2. Méthode des puits

La méthode des puits peut également étre utilisée pour 1’évaluation de [D’activité
antimicrobienne, pour cela, des puits de 6mm de diametre sont formés dans la gélose (MHA /
PDA), ces derniers sont remplis par 20l des extraits bruts ou des molécules pures. Des puits
remplis d’antibiotique et d’antifongiques sont utilisés comme témoins positifs et de DMSO
comme témoin negatif (Nighat et al., 2016).

Les boites sont incubées a 35°C pendant 24 heures pour les bactéries, et 30°C pendant 72
heures pour les champignons. Les diametres des zones d’inhibition formées autour des puits

sont mesurés (Ananda et al., 2012).

11.6.3. Autobiographie de contact

L’autobiographie de contact est une méthode utilisée pour tester D’activité
antimicrobienne des différentes molécules présentes dans un extrait. Dans cette méthode, les
plaques de CCM développées sont placees sur les géloses préalablement inoculées avec les
microorganismes pathogénes testés. Aprés une nuit au réfrigerateur pour permettre la
diffusion des composés bioactifs, les plaqgues CCM sont retirées et les boites incubées a 37°C
pendant une nuit. Les zones d’inhibition observées sur les géloses sont comparées avec la
plague CCM précédemment retirée afin de déterminer quelle molécule est active (Yin et
al.,2017).

11
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11.6.4. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB)

Les CMI et les CMB sont généralement déterminées en utilisant la méthode de micro-
dilution en milieu liquide, le protocole a été décrit par CLSI 2012, 2002a et 2002b pour les
bactéries, les levures et les champignons respectivement. Différentes concentrations des
extraits bruts ou des molécules pures sont préparées en utilisant du DMSO a 0,1%. Les
suspensions bactériennes, de levures et fongiques sont préparées et leurs turbidités ajustées de
facon que les charges finales dans chaque puits soient de 2x10° UFC/mL pour les bactéries,
de 2.5x10° cellule/mL pour les levures et de 0.4-5x10* UFC/mL pour les champignons. Les
puits des microplaques contenant les différentes concentrations des extraits, sont inoculé avec
les différentes suspensions microbiennes, le DMSO ainsi qu’un antibactérien et un
antifongique sont utilisés comme témoins négatif et positifs respectivement. Les microplaques
sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 et 48 heures pour les bactéries et les levures
respectivement et a 35°C pendant 46 a 50 heures pour les champignons. La concentration la
plus faible de I’extrait qui inhibe la croissance visible du microorganisme est considérée
comme la CMI (Marcellano et al., 2017).

Pour les CMB, tous les puits ne présentant pas de croissance microbienne sont inoculés
sur du MHA pour les bactéries et de Sabouraud dextrose Agar (SDA) pour les champignons.
Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, la plus faible concentration ne présentant aucune

croissance visible était considérée comme étant la CMB.

11.7. Activité antioxydante

Le stress oxydatif résulte d’un état de déséquilibre conduisant a des dommages
cellulaires. Les agents antioxydant sont tres important pour pieger les radicaux libres et pour
inhiber les mécanismes d’oxydation qui conduisent a des maladies dégénératives, et ils
pourraient réduire le risque de maladies chroniques (Selim et et al., 2016). Certains composés
antioxydants ont été isolés a partir des champignons endophytes tels que isopestacine,
pestacine, curaphislacton A et etcorynether A.

OH
HalC 1 1
Cry Cr
] 3 OH HaC 3 on
O HO
HCr
COOH
pestacin (1) isopestacin (2) cryphonectric acid (3)
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Figure (03): Structure des composés antioxydants isolés a partir des champignons
endophytes (Barthélemy, 2019).

11.7.1. Activité de piégeage du radicall, 1- diphenyl-2-picryl-hydrazyl
(DPPH)

Le test du pouvoir de piégeage du radical libre DPPH des extraits fongiques est
déterminé en mélangeant ’extrait (0,1 ml) avec 3 ml d’une solution méthanolique a 0,004%
de DPPH. Aprés agitation et incubation a 1’obscurité pendant 30 minutes, 1’absorbance est
mesurée a 517 nm, et le pourcentage de ’activité d’inhibition est calculé a partir de 1’équation
suivante :

[(Ao-A1)/Ao] X100

Ao : L’absorbance du témoin.

A1 L’absorbance de I’extrait fongique (Braca et al., 2001)

+ Antioxvdant-OH . "

DPPH (viocket) DPPHH {(jaunc)

Figure (04) : Réaction du test DPPH (Prior, 2005).

11.7.2. Test du pouvoir réducteur (FRAP, Ferric Reducing Antioxydant
Power)

L’activité antioxydant des extraits peut étre mesurée en utilisant le pouvoir réducteur
du fer (Fe®*"). La méthode de la réduction du fer est basée sur la réduction du fer ferrique en
sel de fer par les antioxydants qui donnent la couleur bleue, pour cela, un millilitre de I'extrait
a différentes concentrations est mélangé avec 2,5ml d'une solution tampon phosphate 0,2 M
(pH 6,6) et 2,5ml d'une solution de ferricyanure de potassium KsFe (CN)s a 1%. L'ensemble
est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 minutes ensuite, 2.5ml d'acide trichloracétique a
10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant
10minutes. Un aliquote (2,5ml) du surnageant est combiné avec 2,5ml d'eau distillée et 0,5ml
d'une solution aqueuse de FeCls a 0,1%. La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel se
fait @ 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en remplacant I'extrait par de I'eau
distillée qui permet de calibrer I'appareil (spectrophotomeétre UV-VIS). Le contrdle positif est
représenté par un standard d'un antioxydant ; I'acide ascorbique dont I'absorbance est mesuréee

dans les mémes conditions que les échantillons. Une augmentation de I'absorbance correspond

13
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a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testes (Singleton et Rossi, 1965).
Le pourcentage du pouvoir réducteur du fer est calculé par la formule suivante :
Pouvoir réducteur du fer (%) = [{Ao - A1/ Ao}] X 100.

A0 : Absorbance de FeCls.

Al : Absorbance de FeClz en présence de I'extrait (Ghaisas et al., 2008).
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Figure (05) : Schéma de la réaction du test FRAP (Ben Moussa et al., 2020).

11.8. Activité antivirale

Bien des recherches ont démontré DI’importance des endophytes dans la
production d’agents antiviraux, mais peu d’études ont été faites sur ce sujet car la découverte
des molécules antivirales produites par les champignons endophytes n’est qu’a son début.
Parmi ces études, on peut citer celle de Zhang et al. ou ils ont isolé et purifié deux
nouvelles molécules, I’emerimidine A et B a partir de Emericellasp. Ainsi d’autres molécules
inhibitrices de cytomégalovirus ; 1’acide cétonique A et B (Figure 06), ont été isolés apres
fermentation solide du champignon endophyte Cytonaema sp. isolé de la plante Quercus sp.,
il y a aussi xanthoviridicatins E et F qui inhibent la réaction de clivage de I’intégrase du VIH
(Virus de I’'immunodéficience humaine), produite par I’endophyte Penicilium chrysogenum
(Wagas et al.,2015).
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Figure (06) : Structure de I’acide cétonique A et B (Ahrawel, 2016)

L’activité antiviral est déterminée par colorimétrie. Le virus ciblé doit étre maintenu
dans une lignée cellulaire, qui est cultivée dans du milieu essential minimum d’Eagle avec
addition de 10%de sérum de veau fcetal inactivé par la chaleur et de pyruvate de sodium 1
mM. Différentes concentrations de 1’extrait fongique sont placés dans les puits d’une plaque
de microtitration et le virus est ensuite ajouté dans chaque puit, suivi de I’ajout des cellules
(10° cellules/mL). Aprés incubation & 37°C pendant 72 heures dans un incubateur & 5% de
COo, la viabilité des cellules utilisées est déterminée par le dosage de la sulforhodamine
B(SRB). L’acycloviret le DMSO sont utilises comme témoin positif et négatif respectivement
(Souwalak et al., 2007).

11.9. Activité antiparasitaire

Les infections parasitaires sont les principales causes de maladies chroniques .Les
champignons endophytes sont a I’origine de plusieurs molécules antiparasitaires (figure 07).
On citera par exemple les molécules produites par Aspergillus terreus-F7, un champignon
endophyte associé a Hyptis suaveolens (L.) Poit, qui ont montré une activité contre
Leishmania amazonensis et Trypanosoma cruzi ainsi que sur I’enzyme adénine
phosphoribosyl transférase (APRT) de Leishmania tarentolae (Romos et Said, 2011).

L’activité antiparasite des champignons endophytes peut étre testé par leur capacité a
inhiber les enzymes gGAPDH (Glycerid 3 phosphate déshydrogénase) de Trypanosoma cruzi
et APRT de Leishmania tarentolae. Pour cela, et pour la premiére enzyme, un mélange
réactionnel contenant, 1’extrait fongique, 50 mmol/l Tris-HCI pH 8,6, tampon avec 1 mmol/Il
EDTA et 1 mmol/l B-mercapto-éthanol, 30 mmol/l NazHAsOa4, 2,5 mmol/l NAD+, 0,3 mmol/I
glycéraldéhyde-3-phosphate et 1,5 pg de I’enzyme, dans un volume total de 1 ml est prépare.
La réaction est initiée par l'ajout de I’enzyme et le NADH formé est évalué a 340 nm a 30
secondes d'intervalle. Un autre mélange est préparé pour 1’activité APRT, il doit contenir ;
I’extrait fongique, 100 mmol/l de Tris-HCI, pH 7,4, 5 mmol/l de MgClz, 100 mmol/l
d'adénine, 560 mmol/l de pyrophosphate de phosphoribosyle et 7,5 pg d'APRT, dans un
volume total de 1 ml. L'activité APRT est également déterminée par spectrophotométrie par la
mesure de I'AMP résultant a 259 nm apres 60 secondes (Romos et Said, 2011).

L’activité antiparasitaire peut également étre évaluer en utilisant directement le parasite,
pour cela, deux protocoles peuvent étre utilisés :

Pour Trypanosoma cruzi, les puits d’une plaque de 96 puits sont ensemencés avec 4000

cellules, par exemple celles du tissu conjonctif de souris, dans 80 pL de milieu Roswell Park
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Memorial Institute (RPMI) avec du rouge phénol. Apres incubation de la plaque pendant une
nuit a 37 °C sous 5 % de COy, les cellules sont infectées par 40000 trypomastigotes dans 20
uLde RPMI additionné de rouge phénol. L’absorbance est ensuite mesurée a 570 nm. Le
benznidazole est utilisé comme témoin positif. Les résultats sont exprimeés en pourcentage de
réduction induite par I'extrait dans le développement de l'infection par rapport a la culture de
cellules infectées avec un parasite non traité (Brissow et al., 2017).

Concernant Leishmania amazonensis, la densité d'amastigotes est tout d’abord ajustée a
1x108 parasites/ ml, 90 ul sont ensuite ajoutés a chaque puits d’une plaque de 96 puits. Un
certain volume des extraits fongiques et de solutions témoins sont ajoutés pour atteindre les
concentrations souhaitées. Aprés incubation a 32 °C pendant 72 heures, la viabilité cellulaire
est déterminée a l'aide du test MTT. Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition
par rapport aux témoins sans extraits. L'amphotéricine B est utilisée comme contréle positif
(Santiago et al., 2011).
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Figure (07) : Structure de certaines molécules antiparasitaires produites par les champignons

endophytes (Zerroug, 2021).

11.10. Activité anticancéreuse

Récemment les endophytes et leurs métabolites sont étudiés pour leurs propriétés

anticancéreuses, ou plus de 100 composés anticancéreux ont été isolés et identifiés. Ces
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composés bioactifs semblent étre une nouvelle alternative prometteuse pour la découverte de
nouveaux médicaments anticancéreux (Strobel et al., 2004).

L’effet des extraits fongiques sur la survie et la croissance des lignées cellulaires
cancéreuses humaines est généralement déterminé a I’aide d’un colorimétre. En bref, les
cellules sont inoculées dans une plaque a 96 puits et laisser se stabiliser pendant 24 heures
dans un incubateur & COet & 37°C. Différentes concentrations des extraits fongiques sont
ajoutées et les plaques incubées pendant 48 heures sous les mémes conditions. De 1’acide
trichloracétique est ajouté a chaque puits pour précipiter les protéines, qui sont quantifiées
dans un dosage colorimétrique a 1’aide du colorant sulforodamine B. Tous les dosages.
L’étoposide (16ug/ml) et la lignée cellulaire cancéreuse sans extrait sont utilisés en paralléle
comme controles positif et négatif respectivement. Les résultats sont exprimés en pourcentage

d’inhibition de la croissance par rapport au témoin sans extrait (Carvalho et al., 2012).

Tableau (I) : Quelques molécules d’origine endophytes a activité anticancéreuse (Strobl,
2021).

Champignons/ Propriété pharmacologique

Structure
La molécule S
Plante hote et type de cancer chimique
La Fusarium -Inhibiteur de la Topoisomérase I
camptothécine | solani/
Nothapodytes -Ces dérivés sont utilisés en

Nimmoniana chimiothérapi¢

-L’irinotécan

(cancer colorectal) -
-Letopotécan

(cancer bronchique, ovaire)

La Lovastatine | Aspergillus -Effet sur la prolifération cellulaire
niger

Souche PN2/

et le cancer : inhiber la progression
du cycle cellulaire en phase

Taxus baccata Gl

-Elle est commercialisée sous le

nom de Mevacor®

L’ergostérol Guignardia sp. | -Ces dérivés ont une activité contre H
peroxide Untaria la lignée cellulaire KB (Ubiquitous AL w T
pinnatifida KERATIN-forming tumor cell line /\[/O\H/\ )
HeLa) de la tumeur épidermoide Ho” 0 "
nasopharyngée humaine
Le paclitaxel Taxomyces -Taxol(paclitaxel®) est un ¥ oy
andreanae médicament trés utilisé contre le k|
/Taxus cancer de ’ovaire, du sein et o1 '— }\

brevifolia

le cancer bronchique
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Conclusion

Les champignons endophytes sont d’excellentes source de nouveaux métabolites
secondaires bioactifs ayant un potentiel d’exploitation dans une grande variét¢ de domaines
aussi bien médical, industriel qu’agricole. Il a été rapporté que toutes les plantes étudiées
jusqu’a maintenant abritaient divers taxon fongiques endophytes plus intéressant les uns que
les autres par leurs activités antibactérienne, antifongiques, antivirales, antioxydante,
antiparasitaire, anticancéreuse, etc. ces champignons ainsi que leurs molécules bioactives
doivent étre étudi¢ et exploré afin de les valoriser et les utiliser dans divers domaines. C’est
dans ce sens que s’inscrit notre synthése , ou différentes techniques utilisées dans 1’étude des
champignons endophytes ont été abordés.

Afin d’étudier les champignons endophytes, un bon isolement doit étre réalisé afin
d’extraire que les champignons endophytes et non les épiphytes, pour cela une bonne
stérilisation de la surface de la plante doit étre réalisée. Parmi tous ces champignons
endophytes isolés, ceux qui sont actifs doivent étre sélectionné apres un dépistage
préliminaire en utilisant les techniques de la double culture et des cylindres d’agar. Selon la
bibliographie, une identification morphologique des champignons endophytes actifs, seraient
insuffisante pour arriver jusqu’a I’espece exact pour cela, une identification moléculaire et le
plus souvent réalisé en ciblant différentes régions de I’ADN fongiques, tels que I'ITS, -
tubuline, calmoduline, LSU, SSU, etc.

Apres I’extraction des métabolites secondaires et avant leur identification, une
séparation doit étre réaliseée par différentes méthodes on en a cité deux ; la chromatographie
sur couche mince, qui permettra la détermination du systeme de séparation optimum, et la
chromatographie en phase liquide a haute performance. Pour finir et afin de déterminer les
différentes activités biologiques des molécules bioactives, divers tests sont effectués, on en a
cité, la methode de diffusion sur disque, celle des puits, I’autobiographie, et la détermination
des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides pour ’activité antimicrobienne,
I’activit¢ de piégeage du radical 1, 1- diphenyl-2-picryl-hydrazyl et le test du pouvoir
réducteur pour I’activité antioxydante, 1’activité antiviral et anticancéreuses sont généralement
déterminées par colorimétrie, alors que l’activité antiparasitaire est déterminée soit par la
capacité des molécules actives a inhiber les gGAPDH et APRT soit en utilisant des cultures
cellulaires infectées par le parasite et en mesurant le taux de viabilité de ces dernieres apres

traitement par les molécules fongiques.
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Résumé

L’objectif de ce travail est de connaitre les méthodes utilisées pour I’étude des champignons endophytes
impliquant leur isolement, leur identification, 1’extraction et I’identification de leurs métabolites secondaire
bioactifs ainsi que I’évaluation des activités biologiques de ces derniéres. Avant tout isolement des
champignons endophytes, une stérilisation de la surface des différentes parties de plantes est nécessaire,
une sélection des champignons les plus actifs, est ensuite le plus souvent réalisée en utilisant les méthodes
de la double culture et des cylindres d’agar. Les endophytes les plus actifs sont identifié premiérement
morphologiquement ensuite moléculairement pour plus de précision. Aprés I’extraction des métabolites
secondaires bioactifs produits par ces champignons, leurs séparations et identification, sont réalisées par
différentes méthodes, telles que la chromatographie surcouche mince et en phase liquide a haute
performance. Enfin la détermination des différentes activités biologiques des molécules bioactives est
estimée, pour I’activité antimicrobienne parla méthode de diffusion sur disque, des puits, I’autobiographie
et la détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides. Concernant 1’activité
antioxydante, les méthodes les plus utilisées est 1’activité de piégeage du radical 1, 1- diphenyl-2-picryl-
hydrazyl et le test du pouvoir réducteur. Pour les activités antivirale et anticancéreuse on utilise la
colorimétrie, alors que ’activité antiparasitaire est déterminée soit par la capacité des molécules actives a
inhiber les gGAPDH et APRT soit en utilisant des cultures cellulaires infectées par le parasite et en
mesurant le taux de viabilité de ces derniéres apres leur traitement par les molécules fongiques.

Mots Clés : Champignons endophytes, activité antimicrobienne, activité antioxydante, activité antivirale, activité
antiparasitaire, activité anticancéreuse.

Abstract

The objective of this work is to know the methods used for the study of fungi endophytic involving their
isolation, identification, extraction and identification of their secondary bioactive metabolites as well as the
evaluation of the biological activities of these latest. Before any isolation of endophytic fungi, sterilization
of the surface of the different parts of plants is necessary, a selection of the most active fungi, is then most
often carried out using the methods of double culture and cylinders of agar. The most active endophytic are
identified first morphologically then molecularly for more precision. After extraction of bioactive
secondary metabolites produced by these fungi, their separation and identification, are carried out by
different methods, such as thin-layer and liquid chromatography at high performance. Finally, the
determination of the different biological activities of the bioactive molecules is estimated, for the
antimicrobial activity the diffusion on disk method, wells, autobiography and determination of minimum
inhibitory concentrations and bactericides. With regard to antioxidant activity, among the most widely used
methods, we find: “1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl” radical scavenging activity and “reducing ability” test.
For antiviral and anticancer activity, colorimetry is the determinant, while antiparasitic is determined in two
ways, either by exploiting the ability of the active molecules to inhibit gGAPDH And APRT either using
cell cultures infected with the parasite and then measuring the level of effectiveness of the latter after
treatment with the fungal agents.

Keywords: Endophytic fungi, antimicrobial activity, antioxidant activity, antiviral activity, Antiparasitic activity, anticancer
activity.



