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Résumé

La présente étude a été effectuée dans le but d’évaluer I’activité antimicrobienne et
enzymatique du champignon endophyte Penicillium sp. isolé a partir d’une plante
médicinale.Un choix du milieu de fermentation et du solvant d’extraction des métabolites
secondaire du champignon endophyte nous a permis de sélectionner le milieu liqguide MEB
qui était le plus actif contre les bactéries avec une moyenne des zones d’inhibition de 8 mm et
le seul parmi les autres milieux qui était actif contre les champignons phytopathogenes. Pour
le solvant d’extraction, 1’acétate d’éthyle était le solvant qui a extrait le maximum de
molécules bioactives par rapport aux autres solvants utilisés avec une moyenne des zones
d’inhibition de 12.83mm contre les bactéries. L’activité antimicrobienne de 1’extrait d’acétate
d’éthyle contre une large gamme de bactéries, de levure pathogene et de moisissures
phytopathogénes a confirmé ’activité de cet extrait, qui a présenté une forte inhibition des
bactéries, ou la bactérie la plus sensible était Escherichia coli (34.5mm) et la plus résistante
Pseudomonas aeruginosa (9 mm). Une bonne activité contre la levure a été également
observée avec une moyenne des zones d’inhibition de 12 mm.Pour I’activité antifongiquele
plus grand effet a été observé contre Fusarium oxysporiumavec une zone d'inhibition
maximale de 70 mm.Les tests de I’activité enzymatique ont démontré que Penicillum sp.est
doté des activités enzymatiques extracellulaires comprenant : les lipases(IE=1,14), cellulases
(IE=1,96), les protéases (IE=1,13) et les estérases (IE=2,01).

Mot clés : Champignons endophytes, activité antimicrobienne, activité enzymatique, plante
médicinale.



Abstract

The present study was conducted to evaluate the antimicrobial and enzymatic activity
of the endophytic fungus Penicillium sp. isolated from a medicinal plant. A choice of the
fermentation medium and the solvent for secondary metabolite extraction from endophytic
fungus allowed us to select the liquid medium MEB,which was the most active against
bacteria with a mean of inhibition zones of the 8 mm, and the only one among other media
that was active against phytopathogenic fungi. For the solvent of extraction, ethyl acetate was
found the solvent that extracted the maximum of bioactive molecules compared to other
solvents that used with an average of 12.83 mm inhibition zones against bacteria. The
antimicrobial activity of the ethyl acetate extract against a wide range of pathogenic bacteria,
yeast and phytopathogenic molds confirmed the activity of this extract, which exhibited a
strong inhibition of bacteria, where the bacterium most sensitive was Escherichia coli
(34.5mm) and the most resistant Pseudomonas aeruginosa (9mm). A good activity against
pathogenic yeast was also observed with an average of inhibition zones 12 mm. For antifungal
activity the greatest effect was observed against Fusarium oxysporium with a maximum
inhibition zone of 70 mm. Enzymatic activity tests demonstrated that Penicillum sp. is able to
produce some enzymes extracellular comprising: lipases (IE = 1.14), cellulases (IE = 1.96),
proteases (IE = 1.13) and esterase (IE = 2.01).

Key words: Endophytic fungi, antimicrobial activity, enzymatic activity, medicinal plant.
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Introduction

Introduction

Compte tenu de la croissance démographique et de la necessité de mettre en place des
économies viables, il est devenu urgent d'améliorer considérablement la productivité des
cultures et des autres sources de nourriture. En outre, la demande du marché en énergie, en

médicaments et en autres aspects liés aux bioproduits augmente a un rythme accelére.

Depuis la découverte de la pénicilline, les champignons sont connus pour étre une
bonne source de composés médicaux. Des rapports ultérieurs concernant des endophytes
producteurs de taxol ont fait naitre I'espoir que la biotechnologie fongique a base d'endophytes
pourrait constituer un autre moyen prometteur pour produire des molécules biologiques de
valeur (Lu et al., 2018).

Les champignons endophytes sont les microorganismes présents dans les tissus
vivants de diverses plantes, établissant des relations mutuelles sans causer aucun symptomes
de maladie. Ils protégeraient la plante hote contre des aléas de 1’environnement et de leurs

ennemis naturels tel que les herbivores et les microorganismes pathogénes (Santara, 2004).

Certaines especes endophytes produisent de nouveaux agents antimicrobiens
(cryptocandine a partir de Cryptosporiopsis quercina), des composés anticancéreux puissants
(taxol a partir de Taxomyces andreanae), des antioxydants et des composés utilisables

industriellement, telles que les enzymes et les solvants (Park et al., 2003).

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail dont I’objectif consiste en I’étude
d’un champignon endophyte isolé a partir d’une plante médicinale ainsi que ses activités
antimicrobienne et enzymatique.

Notre étude est repartie en trois chapitres :

e Le premier est une recherche bibliographique qui présente des généralités sur
les champignons endophytes ainsi que leurs intéréts biologiques.
e Le second chapitre présentera les méthodes et les techniques utilisées a savoir:
- Dépistage préliminaire de I’activité antimicrobienne et choix du milieu de culture.
- Fermentation et extraction par 3 solvants, I’acétate d’éthyle, le chloroforme et n-hexane.
- Evaluation de I’activité antimicrobienne des extraits fongiques par la méthode des puits.
- Evaluation de I’activité enzymatique de 1’isolat fongique
e Le troisieme chapitre abordera les différents résultats et leurs discussions.

Enfin, une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats obtenus.



CHAPITRE I. Synthese bibliographique

1.1 Définition des champignons endophytes

Les endophytes sont des micro-organismes vivant dans les tissus internes des plantes
sans causer de symptomes évidents (Lu et al., 2018). Le terme «Endophyte» a été introduit
par De Bary (1866) et a éeté initialement appliqué a tout organisme trouvé dans une plante

causant des infections asymptomatiques (Meenatchi et al., 2016).

Les champignons endophytes ont été decrits comme étant des champignons colonisant
de maniere asymptomatique des tissus végetaux sains, méme s'ils peuvent, aprés une
incubation ou une période de latence, provoquer des maladies. Diverses associations avec des
plantes hétes ont été signalées, allant des relations mutualistes, commensales et peuvent
également étre des agents pathogenes latents et au repos. La stabilité ou la variabilité de
I'interaction asymptomatique dépend de nombreux facteurs tels que le stress environnemental,
la sénescence de I’hdte, la virulence des endophytes et la réponse de défense de 1'hote
(Rakotoniriana et al., 2007). La plupart des endophytes isolés a ce jour sont des ascomycetes.
Cependant, Rungjindamai et al., 2008 ont montré que plusieurs endophytes peuvent
également étre des basidiomycetes.

Bien que la premiére découverte des endophytes remonte a 1904, ce groupe de micro-
organismes n’avait au début pas regu d’attention particuliére. Cela a radicalement changé
apres la détection du paclitaxel produit par le champignon endophyte Taxomyces andreanae
isolé a partir de Taxus brevifolia, ce dernier constitue la source originale de cet important
médicament anticancéreux (Meenatchi et al.,2016) .

1.2 Mode de transmission

Le mode de transmission est le moyen par lequel le champignon endophyte peut
coloniser un autre individu végétal a partir de I’hdte initial. Les champignons endophytes
possedent deux modes de transmission différents : verticale et horizontale. Ces modes de
transmission peuvent dépendre des conditions environnementales, par exemple, I’humidité et

de la bonne hydratation du sol (Tintjer et al., 2008).
1.2.1 Transmission verticale

Tout d’abord, la transmission verticale se produit lorsque 1’organisme regoit du
matériel génétique provenant de son ancétre (figure 1). Elle se caractérise par la colonisation

d’un nouvel hote descendant de 1’hdte primaire lui-méme déja infecté. Un hyphe d’un



CHAPITRE I. Synthese bibliographique

endophyte fongique pénétre alors dans une graine de pollen ou dans une propagule de la
plante hote. Elle permet ainsi la contamination de la descendance de 1’hote primaire et

I’endophyte fongique reste donc génétiquement identique (dissémination par reproduction
asexuée) (Miral, 2018).

La transmission verticale de Neotyphodium peut procurer a la plante héte plusieurs
bénéfices : une résistance accrue aux herbivores, aux agents pathogénes, a la sécheresse et au
stress provoqué par les inondations, et d’une capacité de compétition accrue (Saikkonen et al.,
2004a).

1.2.2 Transmission horizontale

Ce second mode s’effectue via les spores (Clay et Schardl, 2002). Les champignons
peuvent €tre transmis soit par des spores sexuées ou des spores asexuées pour infecter d’autres
plantes de la méme espéce ou d’espéces différentes (figure 1) (Saikkonen et al., 2004a ).Ces
spores peuvent étre disséminées par le vent, des éclaboussures d’eau ou par un vecteur, en

général des insectes.

La plupart des espéces d’endophytes, colonisant la plus grande partie des végétaux
présentent ce mode de transmission. Les spores peuvent étre issues de la reproduction sexuée

ou asexuée du champignon (Senequier et Canard, 2016 ).

Transmission
horizontale
P Transmission S
verticale via les spores
par les semences soxudes
L]
Y
»
)
| ! \ JB I g Zemel oo .
: —— —T— via les spores
asexuées

Figurel : Cycle de vie des endophytes (Saikkonen et al., 2004a).
1.3 Interaction endophyte-plante hote

Des etudes récentes suggeérent que les interactions endophyte-plante héte sont

variables et vont d’antagonistes a mutualistes.
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Cette relation varie d’un hote a I’autre et d’un endophyte a I’autre, elle dépend des

facteurs abiotiques, des interactions avec d’autres especes, de la géographie, de la phylogénie

mais aussi de la facon de transmission des champignons endophytes (Saikkonen et al., 1998b)

Les champignons endophytes englobent des saprophytes latents, des espéces

mutualistes et des pathogenes latents

Les pathogenes latents : ce sont de véritables phytopathogénes mais qui ne
s’expriment que si la plante se trouve dans des conditions défavorables. Les
symptdmes de la maladie se manifestent des I'apparition des stress environnementaux
tels que le gel, les vents chauds ou la sécheresse, ce qui peut étre considéré comme le
déclencheur du stade pathogene. La phase latente de Cydaneusma minus, s'étend sur
plus de 15 mois, ce qui pourrait expliquer sa nature «endophyte» et sa fréquence de
colonisation élevée dans les aiguilles du pin. Cenangium ferruginosum est un agent
pathogéne responsable du dépérissement des pins, mais il semble également vivre
comme un endophyte dans les aiguilles de Pinus sylvestris (Touseef, 2006).

Les endophytes saprophytes : Ces champignons agissent comme des saprophytes
latents, se développent d’une facon asymptomatique a I’intérieur des tissus de leurs
plantes hotes mais dans le cas de la sénescence ou la mort des tissus de 1’hote, le

développement et la sporulation de ces derniers débutent (Zabalgogeazcoa, 2008).

Les endophytes mutualiste : L’association mutualiste des champignons endophytes
avec leurs plantes hotes est asymptomatique (Ting, 2014). Les endophytes recoivent
une nutrition et une protection de la part de la plante héte, tandis que celle-ci peut
bénéficier d’une amélioration des capacités de compétition et d'une résistance accrue
aux herbivores, aux agents pathogénes et a divers stress abiotiques (Saikkonen et al.,
1998b).Par exemple, les endophytes Epichloe et Neotyphodium présents dans certaines
graminées sont toxiques pour le bétail en paturage et augmentent la résistance aux

herbivores invertébrés et aux micro-organismes pathogenes (Touseef, 2006).

1.4 Spécificité de L hote

Les endophytes ont souvent une composition en espeéces diverses et leur composition

differe généralement en fonction de l'espece héte, de sa répartition géographique, ainsi que

des tissus ou des organes (Khondoker et al., 2017). Les relations des endophytes avec une ou

plusieurs plantes peuvent étre décrites en 4 termes (Cohen, 2006) :
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e La spécificité de I’hote: Elle décrit la relation spécifique a un héte unique ou a un
groupe d'especes apparentées qui ne se rencontre pas sur des plantes non apparentées
situees dans le méme habitat.

e La récurrence de I’héte: La fréquence d'apparition d'un endophyte sur un hoéte
particulier ou une gamme d'hotes. Ce terme prend en compte le fait que I'endophyte
peut également se trouver sur d'autres plantes hotes dans le méme habitat.

e La sélectivité de I’hote (La préférence de I’hdte): Une seule espéce d'endophyte
fongique peut également former des relations avec deux especes de plantes
apparentées, en démontrant une préférence pour lI'une des especes.

e L'exclusivité d'hote: La présence exclusive d'un champignon strictement
saprophyte sur un hoéte particulier ou sur un nombre restreint de plantes hotes
apparentées (Zhou et Hyde, 2001).

1.5 Spécificité des tissus

De nombreux endophytes infectent localement des parties de la plante en se limitant a
une petite zone tissulaire, certains endophytes peuvent se trouver dans des parties spécifiques
de la plante telles que les racines, les feuilles ou les brindilles, tandis que d'autres peuvent
infecter plusieurs de ces parties, comme c’est le cas des especes Neotyphodium et Epichloé
qui infectent systémiquement ’espace intercellulaire des feuilles, des tiges reproductrices et
des graines de leurs hotes. Ces endophytes systémiques peuvent étre isolés de plusieurs
fragments de la méme plante (Zabalgogeazcoa, 2008).

1.6 Importance des endophytes

Les champignons endophytes conférent a la plante la capacité de résister aux stress
biotiques et abiotiques et 1’amélioration de 1’assimilation des nutriments nécessaires a la
croissance de cette derniére (Miral, 2018). Ces endophytes produisent des substances a
utilisation potentielle en médecine, en agriculture ou encore en industrie (Vijeshwar et al.,
2008). Les endophytes quant a eux trouvent en leurs hbdtes une protection et un

développement certains (Miral, 2018).
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1.7 Réle des champignons endophytes
1.7.1 Role des endophytes dans la tolérance des plantes aux stress biotiques

Les Champignons endophytes améliorent la croissance des plantes tout en leur
conférant une certaine protection contre toute une gamme de stress biotiques tels que les

champignons, les bactéries et les virus phytopathogeénes, les herbivores et les insectes.
1.7.1.1 Protection contre les microorganismes pathogénes et les herbivores

Le champignon Aspergillus oryzae agit non seulement comme un endophyte chez
Raphanus sativus (radis), mais également comme un activateur de croissance des plantes et
offre une certaine protection contre I’herbivore Plutella xylostella, qui affecte ses parameétres
d’alimentation, de mortalité et de condition physique, contribuant ainsi a la suppression de la

population de ravageurs (Sun et al., 2018).

Piriformospora indica contribue a stimuler les défenses naturelles des plantes contre
les agents phytopathogenes du sol. Ce champignon augmente la résistance de I’orge contre la

pourriture des racines causée par Rhizoctonia solani (Gill et al., 2016).

Des endophytes ont également été utilisés contre le virus Bunchy Top pour renforcer
la résistance des variétés cultivées et ont également été étudiés pour réduire l'incidence de la
maladie de Sigatoka (Andreea et al., 2016).

L'endophyte Colletotrichum sp. isolé a partir de Artemisia annua possede une activité
antimicrobienne contre les bactéries Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas

sp. Ainsi que contre le champignons Aspergillus niger (Hong et al., 1999).

L’endophyte fongique Penicillium chez le bananier est capable de protéger la culture
contre la maladie du Panama provoquée par 1’espéce Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Andreea et al., 2016).

1.7.1.2 Protection contre les insectes

Les champignons endophytes sont consideérés actuellement comme un des groupes
biologiques le plus prometteur en matiére de protection des plantes contre un bon nombre
d’insectes ravageurs et pathogeénes (Laib et al., 2015a). Ainsi, dans le domaine agricole,
certains isolats fongiques endophytes ont été utilisés comme agents de contréle biologique,
comme par exemple Fusarium sp. isolé a partir des tiges de Nerium oleander (laurier-rose)

utilisé pour lutter contre ’insecte Sitophilus zeamais (Laib et al., 2015a).
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Webber (1981), a démonté la protection conférée par le champignon endophyte
Phomopsis oblonga, qui protége les ormes contre le dendroctone Physocnemum brevilineu,
vecteur d’un champignon pathogéne qui provoque la maladie hollandaise de I’orme. Cet
endophyte produit des composés toxiques qui auraient un effet répulsif contre ce vecteur. Cela
a eté confirmé quatre ans plus tard par Claydon et al. (1985), qui ont démontré que les
champignons endophytes appartenant a la famille des Xylariacea synthétisaient des
métabolites secondaires chez les hdtes du genre Fagus, ces derniers affectaient les larves des
coléoptéres (Rabiaa, 2019). Deux autres champignons endophytes Cladosporium sp. isolés a
partir du laurier rose Nerium oleander possedent une activité insecticide vis-a-vis de la bruche
du haricot Acanthoscelides obtectus qui est le probleme principal affectant I'haricot

(Phaseolus vulgaris) a la fois aux champs et au stock (Laib, 2014b).

Le champignon Aspergillus oryzae produit de fortes concentrations de caféine, ce qui
rend la plante Theobroma cacao L. plus tolérante aux insectes et aux agents pathogénes (Sun
et al., 2018).

1.7.1.3 Protection contre les nématodes

L'inoculation des bananes par des endophytes, en particulier des isolats inoffensifs de
Fusarium oxysporum, a montré que ces souches réduisent considérablement les populations
de nématodes ce qui pourrait représenter une alternative efficace a nématicides chimiques
(Andreea et al., 2016).

Les champignons endophytes sont reconnus en tant qu’agents trés efficaces en culture
maraicheres pour le contrdle des nématodes (Ogou et al., 2018). Le champignon endophyte de
la tomate Fusarium oxysporum162 induit la résistance systémique contre le nématode
Meloidogyne incognita (Laib, 2016) et Radopholus similis dans la banane par application
combinée avec le champignon Paecilomyces lilacinus 251 et la bactérie Bacillus firmus
(Mendoza et Sikora, 2008).

1.7.2 Roles des endophytes dans la toléerance des plantes aux stress abiotiques

Les stress environnementaux, tels que la sécheresse, la salinité, la toxicité des métaux,
la chaleur, ont des effets néfastes sur la croissance des plantes et la productivité des cultures.
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Les facteurs abiotiques sont les principales causes de perte de récolte dans le monde,
réduisant les rendements moyens de la plupart des grandes cultures de plus de 50% (Mayra et
al., 2005).

Plusieurs études ont démontré que les plantes associées a des champignons endophytes
ont été plus tolérantes a la sécheresse, la chaleur, la toxicité des métaux et a une salinité
élevée (Waller et al., 2005).

1.7.2.1 La sécheresse

La présence du champignon endophyte Acremonium coenophialum dans la fétugque
élevée (Festuca arundinacea Schreb.) accroit la persistance de I'héte dans les environnements

exposeés a la secheresse (EImi et West, 1995).

Elmi et West, (1995) ont rapporté que le taux de transpiration des graminées infectées
par des endophytes et stressées par la sécheresse a réduit en raison d'une fermeture stomatique

plus rapide que celle des plantes non infectées (Dariusz et Belesky, 2000).
1.7.2.2 Les métaux lourds

De nombreux types de champignons endophytes ont la capacité de réduire le stress
imposé aux plantes par la présence de métaux lourds, Les endophytes auraient un impact sur
I'absorption des métaux par la plante héte et favoriseraient la croissance de la plante sous
stress de métaux lourds (An et al., 2015).

La colonisation des racines d'Arrhenatherum elatius par les champignons endophytes
joue un réle significatif dans I'atténuation des stress subis par la plante hdte dans les sites
pollués par les métaux lourds (cadmium, plomb et zinc). Ces champignons contribuent au
contrfle des teneurs en métaux lourds des parties aériennes de leur plante hdte par
I'intermédiaire des hyphes et des structures de réserves telles que les vésicules et les

microsclérotes (Florence, 2002).

Il en est de méme pour les champignons Fusarium sp. qui réduit la teneur en cadmium
dans le sol entourant les racines de Salix variegata et améliore sa croissance (An et al., 2015)

1.7.2.3 La chaleur

Duchanthelium lanuginsum est une plante géothermique qui est colonisée par
Curvularia protuberrate, un champignon endophyte qui lui confére une tolérance a la chaleur.

Toutefois, ni le champignon ni la plante ne peuvent survivre seuls a des températures
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supérieures a 38°C. En outre, seulement des souches du C. protuberata isolés des plantes.

géothermiques peuvent conférer aux plantes la tolérance a la chaleur (Rodriguez et al., 2008).
1.7.2.4 La salinité

Le milieu salin provogue de nombreux effets négatifs sur le comportement
physiologique de la plante, ce qui est di au faible potentiel osmotique du sol (stress
osmotique) (Kausar et al., 2014). Le champignon endophyte Penicillium minioluteum atténue
les effets néfastes du stress di a la salinité et améliore la croissance du soja en influencant la

biosynthése des hormones et des flavonoides par la plante (Khan et al., 2011).
1.8 Champignons endophytes source des métabolites bioactifs

Les champignons endophytes sont capables de produire des molécules d’intérét
thérapeutique tres diverses tant sur le plan chimique que sur le plan de leurs activités. Nous
retrouvons des alcaloides, des polycétides, des terpenes. Ces molécules possédent un spectre
d’activit¢ pharmacologique tres large. Nous retrouvons: des anticancéreux, des
antimigraineux, des antibiotiques, des antidépresseurs, des antidiabétiques, des anti-

inflammatoires, des immunosuppresseurs, etc.
1.8.1 Les substances anticancéreuses

Le cancer est un groupe de maladies qui peuvent toucher divers organes du corps et se
caractérise par la croissance incontrélée de cellules anormales et I’invasion de tisSus normaux.
Les cellules cancéreuses peuvent également se propager a d’autres parties du corps et produire
de nouvelles tumeurs. Si la propagation des cellules devient incontrélée, cela peut entrainer la
mort (Kharwar et al., 2011).

Les champignons endophytes jouent un rdle important dans le développement de
plusieurs agents anticancéreux utiles sur le plan clinique. Ceux-ci incluent la vinblastine, la

vincristine, la camptothécine, la podophyllotoxine et le taxol (Chandra, 2012).

e Le taxol: C’est un médicament diterpénoide (figure 2), qui est largement utilisé en
pratique clinique pour cibler diverses tumeurs, notamment celle du sein et 1’ovaire
(Lu et al., 2018). Mais également utilisé pour le traitement des cancers du poumon, de
la tete, du cou, de la prostate et du colon (Chandra, 2012). Le taxol est produit par un

certain nombre de genres de champignons endophytes différents on cite :
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Cladosporium cladosporioides, Paraconiothyrium SSMO001 (Lu et al., 2018)

Pestalotiopsis microspora et Periconia sp.(Chandra, 2012).

La camptothécine: C’est un alcaloide indole monoterpénoide (figure 2) doté de la
capacité d'inhiber I'ADN topoisomérase 1. Il est appliqué en tant qu'agent
anticancéreux ciblant les cancers du poumon et de l'ovaire réfractaire. La
camptothecin est produite par le champignon endophyte Fusarium solani isolé a partir

de Camptotheca acuminate .

La vincristine et la vinblastine : Ce sont deux alcaloides (figure 2) naturels produits
par Fusarium oxysporum et Alternaria sp. des champignons endophytes isolés a partir
de Catharanthus roseus, lls sont utilisés comme médicaments principaux dans le
traitement du lymphome et de la leucémie (Chandra, 2012).
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Figure 2. Structures de certains métabolites secondaires utilisés comme composés

anticancéreux (Chandra, 2012).

1.8.2 Les substances antibactériennes

La nécessité de nouvelles molécules antibactériennes pour lutter contre la variété

croissante d'infections devient une tache prioritaire. Les champignons endophytes peuvent

constituer une source importante de molécules biothérapeutiques (Deshmukh et al., 2015). Par

exemple la Flavipucine (figure3) a été isolée a partir de Phoma sp. Un champignon endophyte

associé a Salsola oppositifolia posséde une activité contre Staphylococcus aureus,

Escherichia coli et Bacillus subtilis. La pestalotiopen A (figure3) produite par Pestalotiopsis

sp. un endophyte isolé a partir de la mangrove chinoise, Rhizophora mucronataa présenté une

activité antimicrobienne modérée contre Enterococcus faecalis. D'autres endophytes

appartenant aux ascomycetes sont également connus pour produire des molécules

10
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antibactériennes, par exemple l'acide collétotrique (figure 3) produit par Colletotrichum
gloeosporioides endophyte d'Artemisia mongolica, inhibe Bacillus subtilis, Staphylococcus

aureus et Sarcina lutea.

Il ya aussi la cytoskyrine A (figure 3) produite par Cytospora sp. isolé a partir des
branches de Conocarpus erectus possede une bonne activité antibactérienne in vitro contre
Staphylococcus aureus ATCC 29923, S. aureus ATCC6538P, S. aureus résistant a la
méticilline), Enterococcus faecium, E. faecium résistant a la vancomycine, Bacillus subtilis et
Escherichia coli (Deshmukh et al., 2015).

= ome //\I <
P~ —~ T
> = O < -
- o >e

Flavipucine
Cytoskyrine A

Figure 3. Structures de certains métabolites secondaires utilisés comme composés
antibactériens (Deshmukh et al., 2015).

1.8.3 Les substances antivirales

Il existe un besoin mondial de nouveaux composés antiviraux pour résoudre les
problemes de résistance aux médicaments. Les champignons endophytes sont considérés
comme une importante source de nouveaux métabolites antiviraux naturels destinés a étre

utilisés en médecine et dans 1’agriculture.

Deux composés antivirales 1’alternariol et alternariol- (9) —méthyléther (figure 4) ont
été isolés a partir de la culture du champignon endophyte Pleospora tarda, associé a la plante
médicinale Ephedra aphylla. Ils inhibent le virus de I’herpés simplexe et le virus de la

stomatite vésiculaire.

11
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D'autres endophytes tels que Aspergillus sp. isolé a partir de Galium sinaicum sont
également connus pour produire des substances antivirales actives qui arrétent la reproduction

du virus d’immunodéficience simienne (Selim et al., 2018).

Figure 4. Structure de l'alternariol (R = H) et de I'alternariol- (9) -méthyléther (R
= CHa3). (Selim et al., 2018).

1.8.4 Les substances antifongiques

Aspergillus clavatonanicus, une souche fongique endophyte de Taxusmairei produit le
Clavatol et la Patuline, ces derniéres possédent une activité inhibitrice contre plusieurs
champignons phytopathogenes, a savoir Botrytis cinerea, Didymella bryoniae, Fusarium

oxysporum, Rhizoctone solani et Pythium ultimum (Permajanu et al., 2016).

Un autre champignon endophyte Colletotrichum gloeosporioides associé a Michelia
champaca était a l'origine d'un nouveau compose, le 2-phényléthyle 1H-indol-3-yl-acétate
(figure5). Ce composé analogue a la nystatine présentait une bonne activité contre

Cladosporium cladosporioides et C. sphaerospermum (Deshmukh et al., 2018).

12
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Figure 5. Structure du 2-phényléthyle 1H-indol-3-yl-acétate. (Deshmukh et al., 2018).

Le composé cytochalasine H (figure 6) produit par le champignon endophyte
Phomopsis sp. isolé a partir de Senna spectabilis (Fabaceae) a montré une activité contre
Cladosporium cladosporioides et C. sphaerosphermum (Deshmukh et al., 2018).
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Figure 6. Structure de la cytochalasine H (Deshmukh et al., 2018).

L'extrait brut d’Aspergillus flavus, endophyte de Melia azedarach, a montré une
grande activité fongicide contre Penicillium chrysogenum et Fusarium oxysporum (Jaynthy et
Diviya, 2016).

1.8.5 Les substances antioxydantes

L’utilisation des molécules antioxydantes de synthése est actuellement remise en cause
en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels sont recherchées. Ces molécules antioxydantes suscitent de plus en
plus d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires. Elle sont également utilisées comme additifs en industrie agroalimentaire,

pharmaceutique et cosmétique (Talbil et al., 2015).

13
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Les champignons endophytes représentent une source abondante et fiable de nouveaux
composés antioxydants naturels par exemple, le champignon endophyte Phyllosticta sp.isolé
a partir de la plante médicinale Guazuma tomentosa peut étre une source potentielle
d'antioxydant naturel,les phénol totaux et le flavonoides présents dans L'extrait éthanolique de
Phyllosticta sp., se sont révélés étre de puissants antioxydants et piégeurs de radicaux libres
tels que l'acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique (ABTS) et 2,2-diphényl-
1-picrylhydrazyle (DPPH) (Srinivasan et al., 2010).

Deux composés, la pestacine et I'isopestacine (figure 7), ont été obtenus a partir de la
culture de Pestalotiopsis microspora, un endophyte isolé a partir de Terminalia
morobensis.Les deux molécules possedent une activité antimicrobienne et antioxydante.
L’activité antioxydante de 1'isopestacine était suspectée en raison de sa similarité structurelle

avec les flavonoides, (Touseef, 2006).

Figure 7. Structure de I’isopestacin (A), et de la Pestacin (B) (Touseef, 2006).

14
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Le présent travail consiste a étudier ’activité antimicrobienne du champignon
endophyte Penicillium sp. isolé a partir d’une plante médicinale de la région de Sétif
(Algérie).

1.1 Matériel
11.1.1 Matériel biologique
e Champignon endophyte

Les spores du champignon endophyte Penicillium sp. isolé d’une plante médicinale par
M™® ZERROUG, Elles ont été conservées a -4°C dans des tubes contenant le bouillon

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) contenant 30% de glycérol (volume/volume).
e Les souches microbiennes

L’activité antimicrobienne du champignon endophyte Penicillium sp. a été évalué contre

v
douze souches bactériennes, six a Gram négatif: Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa Salmonella  typhimurium, Citrobacter  freundii,
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumonia et six a Gram positif : Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus Résistant a la méticilline (SARM),
Micrococcus luteus, Microbacterium yannicii, Enterococcus faecalis et une levure :
Candida albicans provenant toutes de laboratoire de microbiologie de 1’université
Ferhat Abbas de Sétif.

Trois moisissures isolées et identifiées au niveau du laboratoire de microbiologie de
I'universit¢ de Bordj Bou Arreridj : Alternaria alternata, Fusaruim oxysporuim et
Aspergillus niger.

11.1.2 Milieux de culture et produits chimiques

e [’ensemencement du champignon a été fait sur le milieu PDA préparé (voir
I’annexel).

e La culture des bactéries a nécessité 1’utilisation de la gélose nutritive (GN) (voir
I’annexel).

e Le choix du meilleur milieu de culture pour le champignon a nécessité 1’utilisation de
la gélose Sabouraud Dextrose Agar, Potato Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar
(MEA), Yeast Extract Sucrose(YES), Malt Yeast Extract Agar (MYEA).

15



CHAPITRE Il Matériel et méthodes

e La fermentation fongique a été effectuée sur trois milieux: le milieu liquide Malt
Extract Broth (MEB) (Voir ’annexe 1) et les milieux solides a base de son de riz et de
son de blé.

e L’étude de ’activité enzymatique a nécessité I’utilisation du milieu Glucose Yeast

Extract Peptone (GYP) et le milieu Peptone Agar. (Voir ’annexel)

e 3 solvants ont été utilisés pour I’extraction des métabolites secondaires, 1’acétate

d’éthyle, le chloroforme et le n-hexane
I1.2 Méthodes
11.2.1 Echantillonnage et isolement

La collecte des échantillons de plante de la région de Sétif (Algérie), I’isolement du
champignon ainsi que son identification au niveau du genre (Penicillium sp.) ont été réalises

par MM® ZERROUG.
11.2.2 Repiquage de la souche fongique

A partir du tube de conservation, les spores du champignon sont mises en culture dans
des boites contenant le milieu PDA. Les boites ont ensuite été incubées a 28°C pendant 2

semaines (Selim et al., 2018).
11.2.3 Dépistage préliminaire de I’activité antimicrobienne

Un dépistage préliminaire de I’activité antimicrobienne du champignon endophyte
Penicillium sp. a été réalisé en utilisant quatre bactéries pathogenes Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa (a Gram Négatif), Staphylococcus aureus et Bacillus cereus (a
Gram positif) et trois champignons phytopathogénes Alternaria alternata, Aspergillus niger,

Fusarium oxysporium.
11.2.3.1 Préparation des bactéries pathogenes

Les souches sélectionnées ont été revivifiées dans des tubes contenant 9 ml du bouillon
nutritif a ’aide d’une pipette Pasteur stérile et incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures. A
partir de chaque tube montrant un trouble et afin de confirmer la pureté des souches; on a
ensemencé par la technique des stries serrées une boite de Pétri contenant de la gélose
nutritive. Apres une incubation a 37°C pendant 18 heures et a I’aide d’une anse de platine
stérile, des colonies bien isolées et parfaitement identiques ont été prélevées et déchargées

dans 5 ml d’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne doit étre bien homogénéisée
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et la turbidité a ensuite été ajustée a 0.5 McFarland par spectrophotométre (Devaraju et
Satish, 2011).

11.2.3.2 Technique des cylindres d'agar (activité antibactérienne)

Des disques cylindriques (6 mm de diamétre) ont été découpés a partir d’une culture
du champignon endophyte sur PDA &gée 14 jours. Les disques ont ensuite été placés sur des
boftes de Pétri inoculées préalablement avec les bactéries pathogenes. Les boites ont été
conservées pendant 2 heures a 4°C pour permettre la diffusion des substances antibactériennes
existantes dans les cylindres d’agar, puis incubées pendant 24 heures a une température de 37
°C. Les zones d'inhibition claires autour des cylindres d’agar représentant l'activité

antibactérienne ont été mesurées (Ramesha et Srinivas, 2014).
11.2.3.3 Technique de la double culture (activité antifongique)

Cette méthode a été utilisée pour tester l'effet inhibiteur de I'isolat de Penicillium sp.
sur la croissance radiale de 3 champignons phytopathogénes (Alternerai alternata, Aspergillus

niger, Fusarium oxysporium)(Nuangmek et al., 2008).

Deux disques de 6 mm de diametre ont été découpés I’'un a partir d’une culture de
I'endophyte agée de 10 jours; et I’autre de I'agent pathogéne. lls ont été déposés de part et
d’autre de chaque boite contenant du PDA, avec une distance d'environ 5 cm. entre les deux
disques. Les boites contrbles ont été inoculées seulement avec les champignons

phytopathogenes.

Toutes les boites ont ensuite été incubées a une température ambiante (25-30 °C). Au
bout de 7 jours, les rayons de la colonie du champignon phytopathogéne dans les boites
contréles et en double culture ont été mesurés. Le pourcentage d'inhibition a été calculé en

utilisant I'équation suivante:

Pourcentage d'inhibition (%) = (A-B/ A) x 100

Ou:
A = Rayon de l'agent pathogéne dans la boite contrdle

B = Rayon de I'agent pathogéne en double culture.
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11.2.4 Choix du milieu de culture optimum

Pour choisir le meilleur milieu de culture sur lequel le champignon endophyte présente
une production maximale des substances antimicrobiennes et donc une grande inhibition des
microorganismes pathogenes, le champignon endophyte Penicillium sp. a été cultivé a la
surface de différents milieux de culture, PDA, SDA, YEA, MEA et YMEA. Aprés une
incubation a 28°C pendant 14 jours, la méthode des cylindres d'agar a été réalisée contre 2
bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) et 2 bactéries a Gram
négatif (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) (Zerroug et al ., 2018). Les zones
d’inhibitions obtenues sont ensuite analysées statistiquement pour déterminer le meilleur

milieu de culture.
11.2.5 Fermentation et extraction
11.2.5.1 Fermentation fongique
e La fermentation fongique en milieu liquide

Le champignon a été cultive dans le milieu liquide MEB dont la composition est
mentionnée dans I’annexel, en inoculant des disques d’agar de la culture fongique pure en
croissance active (6mm de diamétre) dans des flacons de 250 ml, contenant 50 ml du milieu
préalablement autoclavé a 121°C pendant 20 minutes. L’incubation a été faite a 28 + 2°C

pendant 21 jours avec une agitation périodique (Park et al., 2003).

e Fermentation en milieu solide

La fermentation en milieu solide a été réalisée selon la technique utilisé par
Nwakanma et al., (2016) avec certaines modifications. En bref, 7 g du son riz ou son de blé
mélangé a 10 ml d'eau ont été versés dans des flacons de 250 ml, puis autoclavé a 121°C
pendant 30 minutes. Des disques de 6 mm de diametre contenant les spores de I’endophyte
cultivé précédemment sur du PDA pendant 10 jours a 28°C ont été ensemencés dans les
flacons contenant le son de riz ou de blé. Tous les flacons ont ensuite été incubés & une

température de 25 a 27 °C pendant 21 jours avec une agitation périodique.
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I1.2.5.2 Procédure de I’extraction
e Extractions des métabolites secondaires a partir du milieu liquide

Apres 21 jours d’incubation, I’extraction a été faite par trois solvants de polarité
différente: I’acétate d’éthyle, le chloroforme et 1’n-hexane. Le contenu de chaque flacon de
fermentation est filtré a travers une gaze stérile, afin de séparer le mycélium du milieu de
culture. Ce dernier est mélangé au méme volume de 1’acétate d’éthyle (1v :1v), Une agitation
de 30 min a été réalisée. La solution est ensuite mise au repos dans des ampoules a décanter
pour séparer les deux phases. La phase organique a été récupérée et séchée a I’air, les résidus
sont ensuite dilués dans du DMF et stocké a 4°C jusqu’a leur utilisation. La phase inorganique
est re-extraite par la méme méthode avec les deux autres solvants pour obtenir a la fin 3
extraits bruts (Ouzid et al., 2018).

| Incubation de I'isolat fongique a 28°C dans du PDA pendant 13 jours |
N
| Fermentation en milieu iquide de l'isolat fongique a 28°C pendant 21 jours |
-
Filtration

. N

Le mycélium | | Le filtrat I

I Extractionparl’acétate d’éthyle (V/V) I

!

I Agitation pendant 30 min I

'

La séparation des phases al'aide d'une ampoule de
décantation
v v

I La phase orgarmique | I La phase aqueuse |
L .

Evaporation | Extraction par chloroforrme

. v K

| DMF |

| La phase orgarmque | I La phase aqueuse
-
' |

| Evaporation I Extraction par
N-hexane

v

Evaporation

l

Figure 8 : Fermentation et extraction des métabolites secondaires en milieu liquide.
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e Extraction des métabolites secondaires a partir du milieu solide

La méthode décrite par Nwakanma, et al., (2016) a été utilisé avec quelques
modifications. A la fin de la période de la fermentation en milieu solide, les métabolites
secondaires ont été extraits par 3 solvants de polarité différente : I’acétate d’éthyle, le

chloroforme et I’n-hexane.

Initialement, 80 ml d'acétate d'éthyle ont été versés dans les flacons contenants le son
de riz ou le son de blé fermentés. Une tige de verre a été utilisée pour casser les amas formés
pendant l'incubation. Au bout d’une agitation de 24 heures, le solvant a ét¢ filtré a travers du
papier wattman dans un bécher. La phase solide a ensuite été ré-extraite par la suite par les
deux autres solvants avec la méme maniere. En fin, toutes les phases organiques ont été

laisses séchées a l'air, pesées et dissoutes dans le DMF, puis stockées a 4°C.

Fermentation en milieu solide del'isolat fongique a 28°C pendant 15 jowrs

¥

| Extractionparl’acétate d éthyle |

!

I Agitation pendant 24 heures I

I Filtration |
I D,

Lemycéhum I Le filtrat |

i v
Extractionparle chloroforme I [ Evaporation I
v '
Aglt:tlon | DMFE
| Filtration +

™\

I Lemycélium | Le filtrat
v .

Extraction par N-haxsans E\' ap oraﬁon

Figure 9 : Fermentation et extraction des métabolites secondaires en milieu solide.
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11.2.6 Dépistage secondaire

L’activité antimicrobienne des extraits de 1’acétate d’éthyle, le chloroforme et I'n-
hexane a été testé contre 4 bactéries, 2 @ Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium) et 2 a Gram positif (Bacillus cereus et Staphylococcus aureus) et 3
champignons phytopathogénes (Alternaria alternata, Fusaruim oxysporuim et Aspergillus
niger) afin de confirmer I’activité antimicrobienne du champignon, choisir le meilleur milieu
de fermentation et le meilleur solvant d’extraction. L’extrait donnant la meilleur activité a été
testé par la suite contre une gamme élargie comprenant douze bactéries pathogénes
Escherichia coli, Citrobacter freundii, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumonia,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, SARM, Micrococcus Luteus,
Microbacterium yannici , Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et

une levure Candida albicans.

Les extraits de champignons séchés ont éte dissous dans le DMF jusqu'a obtenir une

concentration finale de 1 mg / ml. Des suspensions bactériennes (108 UFC / ml), leverienne

(106 UFC / ml) et fongiques (104 spores / ml) ont été préparés et écouvillonnés sur les

surfaces de GN, SDA et PDA respectivement. 20 ul de chaque extrait ont été déposés dans
des puits (6 mm de diamétre) a la surface des géloses. Le DMF a été utilise comme contrdle
négatif (Tolulope et al. 2015). Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 37 °C pendant 24 h
pour les bactéries et a 28°C pendant 48 h pour la levure et a 28°C pendant 72 h pour les
champignons filamenteux. L’activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant les diametres

des zones d'inhibition en millimeétre (Yamag et Bilgili, 2006).
11.2.7 Activité enzymatique

La production de 4 enzymes extracellulaires par le champignon endophyte a été
évaluée par la digestion des substrats dissouts dans des boites de gélose aprés une inoculation
du champignon endophyte et une incubation pendant 3-5 jours. Les zones dactivité

enzymatique entourant la colonie fongique ont été mesurées (Maria et al., 2005).

L’activité protéolytique a été évaluée par I’inoculation du champignon sur le milieu
gélosé GYP additionné de 5% de la solution de lait écrémé. Apres 5 jours d'incubation,
I'apparition d'une zone claire entourant la colonie était considérée comme positive (Sunitha et
al., 2013).
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Pour I’activité lipolytique, le champignon a été cultivé  sur le milieu Peptone Agar,

supplémenté avec 1% du Tween 20, aprés 5 jours d'incubation, une zone claire formée autour

de la colonie active indique la présence de I’activité lipolytique (Mohini et al., 2015) .

Pour I’activité cellulosique, le champignon a été cultivé sur un milieu gélosé a la peptone
et I’extrait de levure additionné de 0,5% de carboxyméthylcellulose (CMC). Apreés
incubation, les boites ont été inondées avec du lugol’s iodine. La zone claire entourant la

colonie indique l'activité de la cellulase (Sunithaet al., 2013).

L’activité estérasique a été déterminée en cultivant le champignon sur le milieu peptone
Agar contenant du tween 80 (1%). L’apparition de la zone claire entourant la colonie a été

considérée comme positive pour I’estérase (Jalgaonwala et Mahajan, 2011).
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IIL.1. Dépistage de ’activité antimicrobienne (Dépistage primaire)
111.1.1. Activité antibactérienne

L’endophyte fongique a été¢ dépisté pour son pouvoir antibactérien en utilisant la
technique des cylindres d’agar. Le champignon a montré une activité antibactérienne plus ou

moins importante, les zones d’inhibitions autour des disques fongiques ont été mesurées apres

24 heures d’incubation et les moyennes de celles-ci figurent dans le tableau I.

Tableau I : L’inhibition de la croissance des bactéries pathogénes par le Penicillium sp.

Bactéries Zones d’inhibition (mm)
Pseudomonas aeruginosa 0
Escherichia coli 18
Staphylococcus aureus 15
Bacillus cereus 13

Les résultats obtenus dans le tableau ont révélés que le champignon endophyte a
montré une activité antibactérienne maximale contre Escherichia coli (18 mm) suivie de
Staphylococcus aureus (15 mm) et de Bacillus cereus (13 mm). Par contre, il ne présentait
aucune activité contre Pseudomonas aeruginosa (figure 10).

Figure 10 : Zones d’inhibition contre les bactéries pathogénes.

1 : Escherichia coli, 2 : Bacillus cereus, 3 : Pseudomonas aeruginosa, 4: Staphylococcus aureus.

Cette activité antibactérienne peut été due a la production et a la sécrétion de
molécules antibactériennes diffusibles dans la gélose (Sadrati et al., 2013).
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111.1.2. Activité antifongique

Pour évaluer le potentielle antagoniste du champignon endophyte, la méthode de la
double culture a été utilisée contre les champignons phytopathogénes Alternaria alternata,
Fusaruim oxysporuim et Aspergillus niger (Jinxiu et al., 2018). Les pourcentages d'inhibition

ont été calculés et sont présentés dans le tableau 1.

Tableau II: Les pourcentages d'inhibition des champignons phytopathogenes.

Endophyte Pourcentages d’inhibition (%)

Aspergillus niger | Fusarium oxysporium Alternaria alternata

Penicillium sp.
24,82 12,5 71,5

Contrdle : Alternaria alternata Activité antifongique de Penicillium
sp. contre Alternaria alternata

Contrdle : Aspergillus niger Activité antifongique de Penicillium
sp. contre Aspergillus niger

Contrdle : Fusarium oxysporium Activité antifongique de Penicillium
sp. contre Fusarium oxysporium

Figure 11:Activité antifongique de Penicillium sp. contre trois champignons phytopathogénes.
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Les résultats obtenus montrent que la croissance des champignons phytopathogenes
dans les boites contr6les est plus importante par rapport a celle obtenue dans les boites de
double culture dans la figure 11 présenté ci-dessus. Cette étude a montré que le champignon
endophyte a une activité antifongique contre les trois champignons testés avec un pourcentage
d’inhibition maximal obtenu contre Alternaria alternata (77,5 %) suivi par Aspergillus niger
(24,82 %) et Fusarium oxysporium (12,5 %). L'inhibition de la croissance des
phytopathogenes en particulier Alternaria alternata par 1’endophyte est trés probablement
attribuée aux composés antifongiques produits dans le milieu ou a la sécrétion des enzymes
Iytiques qui dégradent la paroi cellulaire des phytopathogenes (Ting et al., 2009).

111.2 Choix du milieu de culture optimum

Dans un second temps, I’effet du milieu de culture sur la production des métabolites
secondaires a été étudié en testant cing differents milieux, PDA, MEA, MYEA, SDA et YES.
Les conditions de culture des micro-organismes sont cruciales, cette étude permet d’optimiser
les conditions de fermentation de I’endophyte afin d’augmenter le rendement en substances
actives synthetisees par ce dernier et afin de réduire les colts de la fermentation et les travaux

laborieux.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 12, ou le MEA était le milieu de
culture donnant la meilleure activité antibactérienne avec une moyenne des zones d’inhibition
de 23. 92 mm suivi du PDA et MYEA avec des moyennes des zones d’inhibition de 11.67 et

8.83 mm respectivement. En ce qui concerne SDA et YES, aucune inhibition n’a été

A
25
20
= 15
. 10
5

MEA

observée.

Moyennes des zones d'inhibition

B

B

I C C
> A

PDA MYEA SDA YES

Milieux de culture

Figure 12:Activité antibactérienne de Penicillium sp. aprés croissance sur les

différents milieux de culture.
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Milieu YES
Figure 13 : Zones d’inhibition de Penicillium sp. aprés croissance sur les différents milieux

de culture.

1 : Escherichia coli, 2 : Bacillus cereus , 3: Staphylococcus aureus, 4 : Pseudomonas aeruginosa .
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Un milieu approprié pour la production des composés bioactifs est trés important, car il
répond aux exigences du champignon endophyte pour la production des métabolites
secondaires et permet la production d’une quantité importante de ces derniers (Anwar et
Igbal, 2017).

Dans cette étude, la zone d'inhibition maximale a été observée avec le milieu MEA
suivi par le PDA. Il est clair que d’aprés ces résultats, ce champignon peut produire des
composeés bioactifs uniquement sur les milieux contenant du dextrose comme source de
carbone, du peptone comme source d'azote et de I'extrait de malt et de pomme de terre riches
en amidon et en vitamines. Ces composés nutritifs sont nécessaires a la production des

molécules bioactives (Anwar et Igbal, 2017).

Merlin et al., (2013) ont montré que les champignons endophytes cultivés en milieu
modifié au dextrose et a I'extrait de levure, présentaient une activité antibactérienne accrue.
Ramos et Said (2011) ont montré que la composition en nutriments pouvait augmenter et
améliorer l'activité antibactérienne. Vijaykumar et ses collaborateurs (2013) suggéraient
également que certains milieux de croissance pouvaient entrainer la production d'une
concentration élevée de composés bioactifs. Nos résultats sont en accord avec les résultats des
chercheurs cités ci-dessus ayant démontré que le milieu de croissance était un facteur

important pour la production des composés bioactifs fongiques.
111.3 Dépistage secondaire

Apres fermentation sur un milieu liquide et deux milieux solides, I’extraction a été
faite en utilisant ’acétate d’éthyle, le chloroforme et le n-hexane. Les extraits fongiques ont
ensuite été examinés pour leur activité antibactérienne et antifongique pour déterminer le
meilleur milieu de culture ainsi que le meilleur solvant d’extraction. Les résultats obtenus

sont représentés dans la figure 14 et le tableau I11.

En ce qui concerne les milieux de culture, une différence significative a été observée
entre les trois milieux contre les bactéries, la moyenne des zones d’inhibition était de § mm
pour le MEB et de 4.83 mm pour le riz. Aucune zone d’inhibition n’a été observée avec le
milieu a base de son de blé. Pour I’activité antifongique, le milieu MEB est le seul qui a

donné une activité contre les champignons phytopathogénes.

Ces résultats indiquent que le milieu liquide MEB est le meilleur milieu de culture

permettant une meilleure production des métabolites secondaires bioactifs.
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Figure 14 : Activité antibactérienne des extraits de Penicillium sp.

Tableau Il1 : Activité antifongique des extraits de Penicillium sp.
Zones d’inhibition (mm)
Milieux ) .
Alternaria Fusaruim _ _
De Solvants _ Aspergillus niger
alternata oxysporuim
Culture
Aceétate d’éthyle 25 70 20
MEB Chloroforme 0 0 0
N-hexane 0 0 0
Acétate d’éthyle 0 0 0
Son de Chloroforme 0 0 0
Riz N-hexane 0 0 0
Acétate d’éthyle 0 0 0
Son de Chloroforme 0 0 0
Blé N-hexane 0 0 0

Les bactéries pathogénes testées n’ont pas ¢été affectées ni par les extraits
chloroformiques ni par les extraits du n-hexane, par contre les extraits bruts de 1’acétate

d’éthyle ont montré une moyenne des zones d’inhibition de 12.83 mm.

Le méme résultat a été montré dans I'activité antifongique, ou l'acétate d'éthyle était le
seul solvant ayant montré une activité contre les champignons phytopathogénes, avec une
zone d'inhibition maximale obtenue contre Fusarium oxysporium (70 mm) suivie par

Alternaria alternata (25mm) et d’Aspergillus niger (20mm) (figure 15).
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Figure 15 : Activité antifongique des extraits de Penicillium sp.

1: Alternaria alternata, 2: Fusarium oxysporium, 3: Aspergillus niger, AE: Acétate d’éthyle, Ch:

Chloroforme, n-H: N-Hexane

Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Premjanu et al., (2016) et

Pavithra et al., (2012), ou l'acétate d'éthyle était le meilleur solvant d’extraction ce qui permet

de conclure que les composeés bioactifs sont facilement extraits par le solvant le plus polaire et

que la natures de ces molécules est polaire,

Pour mieux confirmer I’activité antimicrobienne, I’extrait de l'acétate d'éthyle a été

testé sur une large gamme de bactéries pathogenes et une levure. Les résultats obtenus sont

représentés dans la figure 16.
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Figure 16 : Activité antimicrobienne de I’extrait d’acétate d’éthyle de Penicillium sp.
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L’extrait de 1’acétate d’éthyle était actif contre toutes les bactéries testées. Le plus
grand effet a été observé contre les bactéries & Gram positif plus précisément contre B. cereus
avec une zone d’inhibition de 30.5 mm, suivi de M. luteus et M. yannicii avec une moyenne
de 29.5 mm. S. aureus, SARM, E. faecalis viennent ensuite avec des zones d’inhibition de
28.5, 25.5 et 23 mm.

Pour le groupe des bactéries a Gram négatif, I’extrait a inhibé fortement E. coli avec
une moyenne d’inhibition atteignant les 34.5mm. Une moyenne d’inhibition de 31.5 mm a été
observee contre C. freundii, 27 mm contre S. typhimurium suivie de K. pneumoniae et A.
baumannii avec des moyennes de 23, 19 mm respectivement. Une faible moyenne
d’inhibition de 9 mm a été observée contre P. aeruginosa. L’extrait a montre également une

activité contre la levure C. albicans avec une zone d’inhibition de 12 mm.

A partir de ces résultats on conclut que I’extrait d’acétate d’éthyle inhibe de maniére
significative les bactéries a Gram positif, a Gram négatif et les levures. Ceci s’accorde avec

les résultats obtenus par Pavithra et al.,(2012).

La comparaison de l’effet de I’extrait d’acétate d’éthyle sur les deux groupes de
bactéries pathogenes est représentée dans la figure 17. Il a été observé que I’extrait a une
activité plus forte sur les bactéries a Gram positif (27,75 mm) par rapport aux bactéries a
Gram négatif (24mm). Ces résultat concordes avec les résultats obtenus par Sadrati et al.,
(2013).
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Figure 17 : Comparaison de I’effet de I’extrait d’acétate d’éthyle sur les bactéries a Gram

négatif et a Gram positif
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La raison de la différence de sensibilité entre les bactéries a Gram positif et les
bactéries a Gram négatif pourrait étre attribuée aux différences morphologiques entre ces deux
groupes de bactéries. Les bactéries a Gram négatif possédent une membrane supplémentaire a
I'extérieur de leur paroi, ce qui rend la barriére externe plus épaisse et difficile & pénétrer
(Tong et al., 2014), par contre les bactéries a Gram positif possedent uniqguement une couche
externe de peptidoglycane qui ne constitue pas une barriere de permeéabilité efficace (Sadrati
et al., 2013).

Plusieurs études ont montré que des champignons endophytes isolés de différentes
plantes peuvent avoir une activité antimicrobienne, ils résisteraient a I’invasion et inhiberaient
une grande variété de microorganismes nocifs pour I’homme, animaux et plantes par la

production de métabolites secondaires (Strobel et al., 2004)

Certains des métabolites les plus connus sont produits par des especes de Penicillium,
les plus importantes étant les pénicillines produites par Penicillium chrysogenum, 1’acide
mycophénolique produit par Penicillium brevicompactum et les compactines produites par
Penicillium solitum ( Gharaei-Fathabad et al.,2014)

Dans notre étude I’inhibition des bactéries a Gram positif peut-étre due a la présence
de la pénicilline dans I’extrait qui agie principalement contre les bactéries a Gram positif.
Cependant, il est important de souligner Il'inhibition de la bactérie a Gram négatif (P.
aeruginosa) qui est naturellement résistantes aux penicillines naturelles, cela suggere la
présence d’un autre métabolite a activité antibactérienne dans I’extrait. Ces résultats sont en

accord avec ceux obtenus par Lopes et al., (2012).

Le genre Penicillium est la source de peptides et de phénols qui ont permis d’inhiber
Staphylococcus aureus et Candida albicans (Zerroug, 2011). Il est également bien connu par
sa production de composés antifongiques, parmi ceux-ci, la griséofulvine est l'un des
antifongiques représentatifs. Elle a été largement utilisée contre les dermatophytes et affecte

les caractéristiques de croissance de divers champignons (Mayavan et Sangeetha, 2016).

Le peptide antifongique (PAF) produit par P. chrysogenum est utilisé comme un
antifongique pour réduire l'incidence de certaines maladies de plantes, tels que la pourriture
des racines chez de nombreuses plantes provoquées par Fusarium sp. (Lopes et al., 2012).
Pohl et al., (2011) ont rapporté que les acides gras produits par les espéces de Penicillium sont

trés importants en tant qu'agents antifongiques et antibactériens. Ils ont conclu que la
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membrane cellulaire constituait la cible la plus importante des acides gras antifongiques et ont
indiqué que l'augmentation de la fluidité de la membrane était due en partie a la présence
d'acides gras, ce qui entrainait une decharge des composants intracellulaires et la mort
cellulaire. Les acides gras rapportés par Pohl et al. (2011), comprenent notamment I'acide

hexadécanoique (palmitique), I'acide octadécanoique (stéarique) et I'acide décanedioique.
I11.4 Activité enzymatique

Apres incubation de 3 a 5 jours, L’activité enzymatique de Penicillium sp. se traduit
par la présence d’un halo clair autour de la colonie. Les résultats sont présenté dans le tableau

IV el la figure 18

Tableau IV: Les moyennes de I’activité enzymatique de Penicillium sp.

Activité Index enzymatique
Estérase 2,01
Protéase 1,13
Cellulase 1,96

Lipase 1,14

D’aprés les résultats obtenus sur milieux gélosés, la souche Penicillium sp. s’est
avérée performante dans la production des 4 enzymes recherchées, Avec une activité
estérasique la plus élevée (IE=2.01) suivie par 1’activité cellulosique (IE=1.96), lipolytique
(IE=1,14) et protéolytique (IE=1,13). Cela indique l'aptitude de I’endophyte de dégrader une

variété de sources de carbone.

La dégradation de la caséine et de la cellulose suggere que le champignon est capable
de produire des protéases et de la cellulase. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par
Compaore et al., (2017) qui ont prouvé que les souches de Penicillium sp. étaient capables de

se développer et de produire des enzymes extracellulaires sur un milieu solide.

Le Peinicilluim sp. a dégradé le tween 80 et le tween 20 par synthese des lipases et des
estérases extracellulaires. Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par Zerroug (2011) qui
a remarqué que les champignons endophytes pouvaient produire une panoplie d’enzymes
comme les estérases, les protéases, les lipases et 'amylase. En effet plusieurs auteurs ont
montré que les espéces appartenant au genre Penicillium sont capables de produire plusieurs

enzymes extracellulaires (Compaore et al., 2017 )
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Les enzymes fongiques gagnent en importance dans l'agriculture, l'industrie et la santé
humaine, car ils sont souvent plus stables (a haute température et a un pH extréme) que les
enzymes deérivées de plantes et d'animaux. Les enzymes fongiques sont utilisées dans la
fabrication d'aliments, de boissons, de confiseries, de textiles et de cuirs et contribuent a la
simplification du traitement des matieres premiéres (Maria et al., 2005).

Figure 18: Activités enzymatiques de Penicillium sp.

1 : Activité estérasique, 2 : Activité cellulosique, 3 : Activité lipolytique, 4 : Activité protéolytique.
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Conclusion générale

Les endophytes sont des micro-organismes relativement peu étudiés et qui ont
récemment pris de I'importance en raison de leurs différentes activités biologiques et de leurs
composés bioactifs présentant un niveau élevé de diversité structurelle. Ils sont considérés
comme une source riche de nouveaux métabolites naturels destinés a étre exploités en

médecine, dans I’industrie et en agriculture.

Dans ce travail, un choix du milieu de fermentation et du solvant d’extraction des
métabolites secondaire d’un champignon endophyte Penicillium sp. a été réalis¢é pour
permettre une meilleure production des molécules antimicrobiennes avec une activité
maximale. Ceci nous a permis de sélectionner le milieu liquide MEB comme meilleure milieu
de fermentation. Pour le solvant, I’acétate d’éthyle était le solvant qui a extrait le maximum

de molécules bioactives par rapport aux autres solvants utilises.

L’évaluation de I’activité de I’extrait d’acétate d’éthyle contre une large gamme de
bactéries pathogénes aussi bien a Gram positif que a Gram négatif testées (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Citrobacter freundii, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumonia, SARM ,Micrococcus
Luteus, Microbacterium yannicii , Enterococcus faecalis ) a montré que ce dérnier possede un
pouvoir antibactérien contre toutes les bactéries avec une activité plus prononcé contre les
bactéries a Gram positif que contre celle a Gram négatif, due a leurs différences
morphologiques. Une activité antifongique et antilevurienne a également été observee contre

Alternaria alternata, Fusaruim oxysporum, Aspergillus niger et Candida albicans.

I1 apparait aussi que ’endophyte testé présente des activités enzymatiques différentes.
Son aptitude a dégrader la cellulose, la caséine et les lipides indique qu’il est doté d’un
bagage enzymatique d’importance biotechnologique comprenant les lipases, les cellulases, les

protéases et les estérases extracellulaires.

D’apres ces résultats préliminaires, ce champignon endophyte a une grande
importance médicale et biotechnologique et mérite d’autres études plus approfondie

comprenant :

e Une identification moléculaire pour identifier ce champignon au niveau de I’espéce
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Conclusion génerale

La cinétique et ’optimisation des parameétres physicochimiques pour une meilleure

production des molécules actives

Tester d’autres activités biologiques telles que I’activité antioxydante, anticancéreuse,

etc.
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Annexes

Annexel

Composition des milieux de culture

Potato Dextrose Agar (PDA)

Pomme de terre épluchées et COUPEeS.......ovviiiiiiiiiii i 200 g
L 100 T 20¢g
N . | 20g
Eau distill€e. .. .. ..o 1000 ml
pH 5.6

Potato Dextrose Broth (PDB)

Pomme de terre épluchées et COUPEeS. .....o.viriiiii i 200 g
(2101670 ] PR 20g
Eau distill€e. .....oenei 1000 ml
pH 5.6

Malt Extract Agar (MEA)

Poudre d’extrait de malt............ooiiiii i 20g
Peptone. ... lg
GIUCOSE. . ettt ettt 20g
ALAT. . 20g
Eau distill€e. ... 1000ml
PH:5.4

Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

DEXIIOSE. ...ttt 40 ¢g
PO PtONE. .. 10g
N 15¢
Eau distille. ... 1000 ml
pH =5.6

Gélose Nutritive (GN)
=T 0] (0] 10g

EXtrait de LOVUTIe. ... e e 5¢g



Annexes

L 5¢g

N . | P 20g
Eau distill€e. .. ... 1000ml
pH =72

Nutrient broths (NB)

POPIONE. ..o e 10g

Extrait de VIande SEC.........oiuiiiii it e 5¢
L 5¢
Eau distill€e. .. ..o 1000 ml

pH :7,2-7,4

Yeast Extract Sucrose (YES)

EXtrait de IoVUIC. . ..o 3g
015 40 ] P 2g
K2 P O . . lg
MOS O . . e 0,59
N I5¢g
Eau distill€e. .....ouiei i 1000 ml
PH: 7.2

Malt Yeast Extract Agar (MYEA)

Extrait de Malt ... ..o e 20g
EXtrait de IeVUTIe. .. .o e 2g
N . | I5g
Eau diStille. ... ..uoeee e 1000 ml
pH: 6.2

Malt Extract Broth (MEB)

Poudre d’extrait de malt......... ..o e 20g
POPtONE. .. lg
GIUCOSE. ettt e 20g
Eau distille. ... 1000ml

PH: 5.4
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Gélose molle

Glucose Yeast Extract Peptone (GYP)

6 100 T lg
EXtrait de IeVUIe. .. .ot e 0.1g
PeptOne. ... 0.5¢
N l6 g
Eau distill€e. .. .. ..o 1000 ml
pH=6

Peptone Agar Medium

POPtONE. ..o 10g
L 59
CaCl2 ZH20 ..t 0.1g
N 16 g
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Annexe 2

Solutions et réactifs

Eau physiologique

T Pt 9¢
Bau distil€e. ... 1000 ml
Lugol

L0 .o 5¢g
Todure de POtasSTUML. .......ouii e 10g
Eau distill€e. .. ... 100ml

L’eau peptone

PP ONE ..o s 10g
Chlorure de SOQIUML. ......uie e e e e e e e e e aeaas S5g
Phosphate disodique anhydre. ..o 3,5¢g
Dihydrpgenophosphate de potassium...........oouiviiiiiiiiiiiei e 1,5¢

PH: 7.2



oailal

DLa) U e Aula &35 (e Js el Penicillium sp. Dhall dua 3 dalabiall 5 il s jSeall dbiaal) Jalzall andil 2 5l o38 Cy sl
L siay Sl aca Wl Y1 S Al (MEB Jilad) Lo sl Hlials ¢ pladll 138 (e 4 9831 cllliinall (aBaiul cadall s ypeddl Jan
coadaiuy) il dpally Anlall (o) B Agall <l phall aia dlalis ) IS @A) 5 AV Bla Y G (e aa gl ¢ (ale 8) Jani (3hlie
An e 12,83 Japi (shalie Jas giay Alexiosall (5 AN Clydally 45 5l Adadill iy dall e 5o el Galiiu) @A) il Qi il ey
U eall Shadll g 5 dll ¢l Sl Lsaall L il e dad 5 de gana da JiY) il Galiiiad el Kall alaal) Lbiall T L sl
Pseudomonas 4e4is Yy (sl 34.5)Escherichia coligh dalua JSYI LSl culS Gum obpaSill Bl Uanis ellay 4l il
dan 5] el yhadll slmal) JaLsall ally ale 12 Jani (3halio Joms giay dun jeall 5 jadll 2 Jows sia Tl 35a 5 Liaf Jan 1 (ake 9)aeruginosa
kil e 38 Penicillum sp. of e 33y i) e jlas) cidl ale 70 ) Juai Jaydis dikaiay Fusarium oxysporium e 5S84 o
C(IE=2.01) 58y 5 (IE = 1.13) Skisudl ¢ (IE = 1.96) 53%budl ((1E = 1.14) Dlalll e Jails (Al daa Jlad) Gl 53Y) pany

sl i) ¢y 33 Jalall ¢ il s pSaall bl L) ¢ Agdalall ey yladl) sdaliialf cilalsl)
Résumé

La présente étude a été effectuée dans le but d’évaluer I’activité antimicrobienne et enzymatique du
champignon endophyte Penicillium sp. isolé a partir d’une plante médicinale.Un choix du milieu de fermentation
et du solvant d’extraction des métabolites secondaire du champignon endophyte nous a permis de sélectionner le
milieu liquide MEB qui était le plus actif contre les bactéries avec une moyenne des zones d’inhibition de 8 mm
et le seul parmi les autres milieux qui était actif contre les champignons phytopathogénes. Pour le solvant
d’extraction, 1’acétate d’éthyle était le solvant qui a extrait le maximum de molécules bioactives par rapport aux
autres solvants utilisés avec une moyenne des zones d’inhibition de 12.83mm contre les bactéries. L’activité
antimicrobienne de 1’extrait d’acétate d’éthyle contre une large gamme de bactéries, de levure pathogene et de
moisissures phytopathogénes a confirmé Iactivité de cet extrait, qui a présenté une forte inhibition des bactéries,
ou la bactérie la plus sensible était Escherichia coli (34.5mm) et la plus résistante Pseudomonas aeruginosa (9
mm). Une bonne activité contre la levure a été également observée avec une moyenne des zones d’inhibition de
12 mm.Pour I’activité antifongiquele plus grand effet a été observé contre Fusarium oxysporiumavec une zone
d'inhibition maximale de 70 mm.Les tests de 1’activité enzymatique ont démontré que Penicillum sp.est doté des
activités enzymatiques extracellulaires comprenant : les lipases(IE=1,14), cellulases (IE=1,96), les protéases
(IE=1,13) et les estérases (IE=2,01).

Mot clés : Champignons endophytes, activité antimicrobienne, activité enzymatique, plante médicinale.

Abstract

The present study was conducted to evaluate the antimicrobial and enzymatic activity of the endophytic
fungus Penicillium sp. isolated from a medicinal plant. A choice of the fermentation medium and the solvent for
secondary metabolite extraction from endophytic fungus allowed us to select the liquid medium MEB,which was
the most active against bacteria with a mean of inhibition zones of the 8 mm, and the only one among other media
that was active against phytopathogenic fungi. For the solvent of extraction, ethyl acetate was found the solvent
that extracted the maximum of bioactive molecules compared to other solvents that used with an average of 12.83
mm inhibition zones against bacteria. The antimicrobial activity of the ethyl acetate extract against a wide range
of pathogenic bacteria, yeast and phytopathogenic molds confirmed the activity of this extract, which exhibited a
strong inhibition of bacteria, where the bacterium most sensitive was Escherichia coli (34.5mm) and the most
resistant Pseudomonas aeruginosa (9mm). A good activity against pathogenic yeast was also observed with an
average of inhibition zones 12 mm. For antifungal activity the greatest effect was observed against Fusarium
oxysporium with a maximum inhibition zone of 70 mm. Enzymatic activity tests demonstrated that Penicillum sp.
is able to produce some enzymes extracellular comprising: lipases (IE = 1.14), cellulases (IE = 1.96), proteases
(IE = 1.13) and esterase (IE = 2.01).

Key words: Endophytic fungi, antimicrobial activity, enzymatic activity, medicinal plant.






	الجمهورية الجزائرية الديمقراطية الشعبية
	Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre et de l’Univers
	قسم العلوم البيولوجية
	Département des Sciences biologiques
	Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
	Filière : Sciences Biologiques
	Spécialité : Microbiologie Appliquée
	Intitulé
	Andreea C., Elena T. M., Cristina G. M., Matias R., Rhiannon M. F., Raimundo A C. (2016).
	Lopes F. C., Tichota D. M., Sauter I. P., Meira S. M. M., Segalin J., Rott, M. B. Brandelli A.
	Meenatchi A. , Ramesh V. , Bagyalakshmi , Kuralarasi R. , Shanmugaiah V. , Rajendran A. (2016)
	Park J., Park J. H., Choi G. J., Lee S, Kyoung S. J., Yong H. Ch., Kwang Y.Ch., Kim H . (2003).
	Rodriguez R. J., Henson J., Van V. E., Hoy M.,Wright L., Beckwith F., Kim Y., Redman R.S. (2008) .

