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Résumé

La présente étude a été effectuée dans le but d’évaluer ’activité antimicrobienne, et
enzymatique des champignons endophytes isolés a partir des racines, rameaux, feuilles et
fruits de la plantes médicinale Pistacia lentiscus, ou les pourcentages de colonisation étaient
de 62,5%, 51,25%, 42 ,5%, 70% respectivement. Le pouvoir antimicrobien de 69
champignons endophytes isolés a été testé contre six bactéries pathogenes, dont trois a Gram
négatif; Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli et trois a
Gram positif; Bacillus cereus, Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus et celui de 79
isolats contre trois champignons phytopathogenes Fusarium oxysporum f.sp. albedinis,
Phytophthora infestans et Fusarium solani var. coeruleum par la méthode de la double
culture, tous les champignons endophytes ont démontré une activité sur au minimum un
microorganisme pathogéne, ou les zones d’inhibition allaient de 0 & 27,5 mm, cette derniere a
été obtenu par I’isolat Fusarium sp.2 contre Bacillus cereus. Ainsi que des pourcentages
d’inhibition variant de 0 a 81,48% et atteignant les 81,48% avec 1’isolat Penicillium (sp.5 et
sp.6) et Aspergillus sp.3 contre Fusarium solani var. coeruleum.

Les tests qualitatifs de la production d’enzymes extracellulaires par ces endophytes ont
démontré que 51% d’entre eux produisaient de I’amylase, 50,63% de la protéase, 43% de la
cellulase, 38% de la lipase et 20% produisaient de 1’estérase. Ces résultats nous ont permis de
sélectionné les isolats actifs afin de les identifiés au niveau du genre, et les genres dominant
étaient Penicillium sp., Fusarium sp., Alternaria sp., Aspergillus sp., tous ceci nous permet
de dire que ces champignons pourraient étre une source prometteuse de composeés bioactifs.

Mots clés: Champignon endophyte, plante médicinale, Pistacia lentiscus, taux de

colonisation, activité antimicrobienne, activité enzymatique.
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Introduction

L'ensemble des atteintes des pesticides a I'environnement et la santé a conduit les
autorités a interdire un nombre grandissant de produits phytosanitaires, a tel point que le
recours a un autre moyen de lutte devient parfois une obligation. La lutte biologique peut
alors offrir des outils alternatifs. A cet égard, plusieurs groupes de recherche utilisent les
champignons endophytes pour lutter contre les maladies des plantes. Plus récemment, des
champignons endophytes et des bactéries sont appliquées pour le contrble des maladies des
plantes comme la maladie du balai de sorcieres et celle de la rouille du café (Rubini et al.,
2005; Shiomi et al., 2006). Grace a leur capacité a protéger leur hodte contre des
microorganismes pathogenes et dans certains cas induire des résistances systémiques dans les
plantes hotes, ils sont maintenant utilisés comme une nouvelle approche pour lutter contre les

maladies des plantes (Waller et al., 2005).

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. Une des composantes de ce
mutualisme serait la production de molécules bénéfiques a la plante, ces molécules auraient
des propriétés antibiotiques contre les agents phytopathogénes, insecticides ou anti-appétantes
contre les insectes, neurotoxiques contre les herbivores, ou encore hormonales pour stimuler

la croissance de la plante (Combes et al., 2012)

L’objectif de notre présent travail consiste en I’étude des champignons endophytes
isolés de Pistacia lentiscus, une plante médicinale de la famille des Anacardiaceae ainsi que
leurs différentes activités antibactérienne, antifongique et enzymatique.

Les objectifs a réaliser dans cette étude sont les suivants :

e L’isolement et la purification des champignons endophytes.

e La determination de leurs activités antibactérienne et antifongique par le teste
de I’antagonisme.

e La détermination de la production de certaines enzymes extracellulaires par les
champignons endophytes.

e ldentification des champignons ayant des résultats  positifs.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Anacardiaceae

Chapitre |.
Synthese bibliographique



I.1. Généralité sur les endophytes

1.1.1. Définition des endophytes

Le terme «endophytes», initialement introduit par De Bary en 1866, concerne tous les
organismes qui se reproduisent dans les tissus végétaux, distincts des épiphytes qui vivent a la
surface des plantes, («endo-» signifie a l'intérieur; «phyte» est dérivé du mot grec phyto, qui
signifie plante) (Rodrigues, 1996). Depuis la découverte des champignons endophytes dans
I’ivraie (Lolium temulentum) en Allemagne, en 1904, plusieurs chercheurs ont défini les

endophytes de différentes maniéres (Tan et Zou, 2001) :

Carroll (1986) a défini les endophytes comme suit «les endophytes mutualistes, sont
des champignons qui colonisent les parties aériennes des tissus vegétaux vivants et ne
provoquent pas de symptomes de maladie”. Petrini (1991) a proposé une extension de la
définition pour inclure «tous les organismes vivant dans les organes végétaux qui a un certain
moment de leur vie, peuvent coloniser les tissus végétaux internes sans causer de dommage

apparent a I'hote".

Wilson (1995) a souligné que les «endophytes sont des champignons ou des bactéries
qui, pendant tout ou une partie de leur cycle de vie, envahissent les tissus des plantes vivantes
et provoquent des infections inapparentes et entierement asymptomatiques dans les tissus

végétaux, mais ne provoquent aucun symptome de maladie".

Bacon et White (2000) donnent une définition inclusive et largement acceptée des
endophytes, « microbes qui colonisent, les tissus internes vivants des plantes sans causer des
effets négatifs qui se manifestes immédiatement», ce qui inclut pratiquement tout organisme

résidant a l'intérieur d'une plante héte (Zhang et al., 2006)
1.1.2. Diversité des endophytes

la plupart des Champignons endophytes appartiennent a l’embranchement des
Ascomycetes et plusieurs d’autres espéces peuvent également Etre incluses dans
I’embranchement des Basidiomycetes, Zygomycetes, et Oomycétes (Guo, 1999; Frohlich et
al., 2000; Huang, 2004). Plusieurs microorganismes existent comme des endophytes dans les
plantes, mais les champignons endophytes représentent un élément trés important et trés
diversifié (Zhang et al., 2006).



La présence des champignons endophytes dans le régne végétale a été bien établi, ils
ont été trouvés dans toutes les espéces végétales étudiées, y compris les algues marines, les
fougeres, les lichens, les mousses et les plantes vasculaires (Arnold et al., 2001; Tan and Zou,
2001; Li et al., 2007). Les champignons endophytes sont également detectés dans des plantes

des régions tropicales, subtropicales, tempérées et les foréts boréales (Zhang et al., 2006).

Les études sur les endophytes des arbres et arbustes montrent que les champignons
endophytes possedent de nombreuses espéces et une taxonomie diversifié, et que les
champignons endophytes des plantes tropicales difféerent nettement de celle de la zone
tempérée (Rodrigues et Petrini, 1997; Guo, 1999; Osono, 2006), par exemple : Cladosporium
herbarum, Aureobasidum pullulans et Alternaria alternata sont des champignons endophytes
communs dans les régions tempérées, mais rarement dans les tropiques. En revanche,
Colletotrichum, Phoma, Phomopsis et Phyllosticta sont fréquemment isolés a partir de plantes
tropicales mais rarement dans les régions tempérées (Rodrigues et Petrini, 1997; Guo, 1999;
Frohlich et al., 2000; Unterseher et al., 2007).

1.1.3. La relation plante-endophyte

Les endophytes sont caractérises par différents modes de vie, selon les especes des
champignons et les plantes hotes. L’interaction plante-endophyte peut aller de I'antagonisme
au mutualisme, c'est pourquoi la gamme d’interactions a été désigné comme un continuum

(Zabalgogeazcoa, 2008).

Des études ont montré que les endophytes sont plus susceptibles d'étre mutualistes lors
de la reproduction verticale (systémique) via les semences, et hostile a I'n6te lors de la
transmission horizontale (non systémique) par l'intermédiaire des spores (Schardl et al.,
1991; Saikkonen et al., 1998).

Certains endophytes peuvent étre isolés a partir des plantes et sont considérés comme
des agents pathogenes latents (Mostert et al., 2000; Photita et al., 2004). Toutefois, ces
derniers ne constituent pas une fraction importante des endophytes, la plupart des endophytes

de ce type ne causent pas de symptomes sur les plantes hotes (Zabalgogeazcoa, 2008).

Certains champignons saprophytes trouvés couramment dans les parties sénescentes
des plantes ont été isolés comme endophytes a partir des tissus sains. Ces espéces endophytes
se comportent comme des saprophytes latents, et colonisent de facon asymptomatique des
espaces restreintes tend que leurs hotes se développes, lorsque les tissus de 1’hote sont infectés

ou décedent les endophytes se développent et se reproduisent (Zabalgogeazcoa, 2008).
3



A l'autre extrémité du continuum, il y a les endophytes qui sont bénéfiques pour leurs
hotes, les plus connus dans ce groupe sont les especes des genres Neotyphodium et Epichloé
qui peuvent fournir une défense contre les herbivores, ainsi que la tolérance a la sécheresse et
une meilleure utilisation des éléments nutritifs a leurs hotes (Schardl et al., 2004). En plus il
existe d'autres especes mutualistes qui protégent leurs plantes hétes contre les agents

pathogenes et d’autres améliorent la croissance de ces dernieres. (Zabalgogeazcoa, 2008).
1.1.4. Spécificité de I’hote

Les relations des endophytes avec des plantes hotes uniques ou multiples peuvent étre
décrites en termes de spécificité, récurrence, sélectivité, ou de préférence de 1’hdte (Cohen,
2006).

La premiére est la relation dans laquelle un champignon est limité a un seul héte ou un
groupe d'especes apparentées, mais ne se trouve pas dans d'autres plantes non apparentées se
trouvant dans le méme habitat (Huang, 2005). En général, les communautés fongiques
endophytes démontrent une spécificité de I'néte seulement au niveau de l'espece (Cohen,
2004).

La deuxiéme c'est la fréquence ou la predominance d'un champignon endophyte sur un
hote particulier ou une gamme de plantes hotes, et peut également se trouvé mais rarement sur

d'autres plantes hotes du méme habitat (Zhou et Hyde, 2001).

Quand une seule espéece fongique endophyte peut former des relations avec deux
espéces de plantes apparentées mais montrer une préférence pour 1’une d’elle, le phénomeéne
est dit sélectivité de I'h6te (Cohen, 2004, 2006).

La derniére relation c’est la préférence de 1’hote, elle est souvent utilisée pour indiquer
la dominance ou la survenance unique d’un champignon sur un hote particulier; elle est aussi
utilisée pour indiquer les différences dans les compositions des communautés fongiques et les
fréquences d’isolement des différentes plantes hotes (Bettucci et al., 2004; Suryanarayanan et
Kumaresan, 2000). La préférence de I'néte pourrait étre associée a l'interaction hote-

endophyte au cours de l'infection et les processus de colonisation (Guo, 1999).



1.1.5. Spécificité tissulaire

Les endophytes sont trouvés dans une grande variété de type de tissus végetaux,
comme I'écorce, les bourgeons, les fleurs, les fruits, les feuilles, les ovules, les racines, les
graines, les tiges, les tubercules, et le xyleme (Huang, 2005; Zhang et al., 2006). Beaucoup
d’endophytes infectent localement des parties de la plante, c'est a dire se limitent a une petite
zone du tissus (Zabalgogeazcoa, 2008). La différence dans les assemblages des endophytes
dans divers tissus indique que les endophytes sont spécifiques des tissus (Huang, 2005).

De nombreuses enquétes sur les communautés endophytes confirment que de
nombreux champignons endophytes présentent un certain degré de spécificité tissulaire
(Collado et al., 2001; Taylor et al., 2001; Kumar et Hyde, 2004; Santamaria et Diez, 2005;
Ganley et Newcombe, 2006), souvent, plusieurs especes endophytes sont récupérés a partir de
différents fragments de la méme plante par exemple Neotyphodium et Epichloé sont des
especes systémiques infectant I'espace intercellulaire des feuilles, des tiges reproductives et
des graines de leurs hotes, Ces endophytes systémiques peuvent étre isolés a partir de

plusieurs fragments de la méme plante (Zabalgogeazcoa, 2008).

Parfois, la chimie de certains tissus peut altérer la colonisation de différents
champignons endophytes, cependant certains de ces endophytes peuvent tolérer certaines
toxines produites par I’hote, ce qui influe sur I’abondance, la diversité et la composition en
especes des communautés fongiques. Il y a aussi 1’age de 1’hote ; avec le temps, les tissus agés
des plantes accumulent de plus en plus d’endophytes contrairement aux tissus jeunes

(Zerroug, 2011).
1.1.6. Mode de reproduction et de transmission

Il existe deux principaux modes de reproduction chez les champignons endophytes:

Le premier mode de reproduction se fait via la croissance végétative du champignon,
ou son développement est complétement interne (Selosse et scardl, 2007). La transmission
de ce champignon est appelé transmission verticale par ce que les hyphes de ce dernier sont

transmis de la plante infectée vers la descendance via les graines (Saikkonen et al., 2004).

Le second se fait via les spores qui peuvent étre disséminées par le vent et / ou des
insectes vecteurs, ces champignons endophytes se transmettent horizontalement par

reproduction sexuée. lls se propagent d'une maniere similaire a des agents pathogenes, les



endophytes transmis horizontalement sont souvent étroitement liées a des champignons

pathogénes, méme s’ils ne sont pas pathogéenes eux-mémes (Saikkonen et al., 2004).
1.1.7. Le rdle physiologique et écologique des champignons endophytes

Il est généralement admis que les communautés des champignons endophytes jouent
un réle important, et bénéfique dans la physiologie et la capacité d'adaptation écologique des
plantes hotes (Tan et Zou, 2001). Les plantes infectées par des champignons endophytes
résistent mieux a I'environnement hostile, et ont donc souvent un avantage distinct contre le
stress biotiques et abiotiques par rapport aux plantes qui ne sont pas infectés par les

endophytes.

Les endophytes symbiotiques conférent plusieurs avantages, y compris la promotion
de la croissance, la résistance a la sécheresse, une meilleure résistance aux ravageurs, les
insectes et les herbivores, I’augmentation de la compétitivité¢, I’amélioration des taux de
photosynthése et la tolérance aux facteurs stressants comme la présence de métaux lourds, le
faible pH, la salinité élevée, et les infections microbiennes (Lewis, 2004; Mandyam et
Jumpponen, 2005; Waller et al., 2005; Zhang et al., 2006).

1.1.7.1. Promotion de la croissance

Les plantes infectées par des endophytes poussent souvent plus vite que celles non-
infectées (Tan et Zou, 2001). Par exemple, Nassar et al., (2005) et Sirrenberg et al., (2007)
ont constaté que les endophytes (Williopsis saturnus et Piriformospora indica) peuvent
améliorer la croissance de nombreuses especes végétales. L'effet de la promotion de la
croissance de I'héte est en partie due a la production de phytohormones tels que I'acide indole-
3-acétique (IAA), l'acide indole-3-pyruvique (IPYA), les cytokines et d'autres substances qui
permettent la promotion de la croissance de la plante (les vitamines), et en partie en raison du
fait que les endophytes peuvent améliorer I'absorption des éléments nutritifs en fixant de

I'azote et du phosphore pour les plantes hotes.

Les endophytes peuvent aussi ajuster la gestion du carbone par I'association de ces
derniers avec des cellules photosynthétiques des plantes hétes, et aussi augmenter I'absorption
d'azote (Guo, 1999; Barrow et al., 2007).



1.1.7.2. Protection contre les herbivores, les insectes et les agents pathogenes

Les champignons endophytes sont connus pour étre une source riche de substances
antimicrobiennes. Il a été démontré que ces derniers peuvent augmenter la capacité des
plantes hotes a résister a I’invasion des herbivores, des insectes et des agents pathogénes
(Richmond et al., 2004; Valkama et al., 2005; Lambert et Casagrande, 2006; Goggin, 2007).
Les endophytes induisent également ou activent chez les plantes hétes des mécanismes de
défense (Arnold, 2003). Il a été observé que les plantes symbiotiques activeraient leur systéme
de défense plus rapidement que les plantes non symbiotiques (Rodiguez et al., 2004).

Les mécanismes de défenses activées par des endophytes sont principalement portés
sur le métabolisme oxydatif, une mort cellulaire rapide et localisé (réponses hytpersensitive),
accumulation de phytoalexines, et la synthése de protéines liées a la pathogenése. Par
exemple, Arnold (2003) a demontré une corrélation significative entre la présence
d'endophytes et la réduction de l'incidence de la maladie causée par Phytophthora sp. Un
agent pathogene commun qui cause la maladie de la pourriture brune sur Theobroma Cacao
(Khana, 2007).

Par ailleurs, la plante infectée par des endophytes produit certains métabolites qui
induisent la résistance systémique par l'intermédiaire de la réaction d'hypersensibilité, y
compris une réaction de mort cellulaire de 1’hote, ainsi qu'une défense de la paroi cellulaire
associe (Arnold, 2003). Piriformospora indica, un champignon endophyte induit une
résistance chez ’orge et réduit l'infection par le mildiou une maladie systémique causé par le
champignon pathogéne de 1’orge Blumeria graminis f.sp. Hordei. L'orge dépourvus
d’endophytes a montré une augmentation de chlorose des feuilles et une croissance réduite par
rapport a celle des plants d'orge infectés (Waller et al., 2005).

Dans les graminées et d'autres plantes herbacées, les endophytes dominants sont
connus pour produire des substances toxiques, tels que les alcaloides, diterpénes indole,
lolitrems, paxilline, peramine, et stéroides tetraenone, qui peuvent inhiber les substances
toxiques d’herbivores (par exemple, les cerfs, les chévres, les chevaux, et beeufs) et les
insectes nuisibles (par exemple, les nématodes et les pucerons) (Richmond et al., 2004;
Goggin, 2007).

Chez les plantes ligneuses, les endophytes peuvent également fonctionner dans des
roles de défense spécifiques, et dagir de facon plus générale a diminuer ou éviter les

dommages causés par des agents pathogenes par des métabolites secondaires bioactifs



biosynthétisés par des endophytes in vivo (Tan et Zou, 2001; Zhang et al., 2006). Ces
métabolites sont également des produits chimiques antifongiques (Wang et al., 2006;
Firakova et al., 2007; Lin et al., 2008).

1.1.7.3. Le réle des endophytes dans la tolérance aux stress abiotique

De nombreux facteurs environnementaux influencent la croissance et la survie des
plantes. Il a été observé que les plantes infectées par les champignons endophytes ont une
plus grande tolérance a la sécheresse, la chaleur, la toxicité des métaux et a la salinité élevée
(Waller et al., 2005; Rodriguez et al., 2004; Lewis, 2004).

Il a été rapporté que certains champignons endophytes protegent leur héte de la
sécheresse (Clay et Schardl, 2002). Par exemple, l'infection de la fétuque élevée par les
endophytes développerait un potentiel osmotique faible.

Une tolérance au sel a aussi été observée chez les plantes infectées par des endophytes.
Redman et ces collaborateurs (2002) ont démontré que les endophytes augmentent également
la tolérance a la chaleur de leur hote. La tolérance thermique a été observée chez la plante
Lanuginosum dichanthelium infectée par 1’endophyte Curvularia sp, et exposée a une forte
température de 65°C pendant 10 jours, alors que les plantes non infectées ne résistaient méme

pas a une température de 40°C.

Alternativement, il est suggéré que les endophytes fonctionnent comme un
«déclencheur biologique» pour les plantes pour activer leur réponse au stress plus rapidement

et plus fortement que les plantes non symbiotiques ou non infectées (Redman et al., 2002).

1.1.8. Champignons endophytes comme source de produits naturels

bioactifs

La prolongation et la persistance de l'utilisation des pesticides, des fongicides et des
herbicides provoquant un développement de résistance a ces produits chimiques, et
augmentant également la pollution de I'environnement, poussent les scientifiques a chercher
des substances bioactives produites par des champignons endophytes pouvant non seulement
étre impliqué dans la relation héte-endophytes, mais ils peuvent avoir une application dans la

médecine, l'agriculture et I'industrie (Strobel, 2002).

le nombre de métabolites secondaires produits par des champignons endophytes est
plus grand que celui de n'importe quelle autre classe de microorganismes endophytes (Zhang

et al., 2006).Une récente étude approfondie a indiqué que 51% des substances biologiquement
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actives ont été isolés a partir des champignons endophytes (Stierle et al., 1999; Strobel, 2002;
Weber et al., 2004; Shen et al., 2006).

En effet, les champignons endophytes sont une source trés prometteuse de nouveaux
composes biologiquement actifs (Schulz et al., 2002), comprenant des composés
antibiotiques, antifongiques, antioxydants, insecticides et autres substances biologiquement
actives (Strobel et al., 2004; Strobel et Daisy, 2003).

1.1.8.1. Champignons endophytes comme source de substances antibactériennes

L’apparition croissante des souches pathogénes multirésistantes a limité I'effet du
traitement antimicrobien traditionnel, par conséquent, il ya un besoin urgent de nouveaux
agents thérapeutiques alternatifs pour le contréle des maladies infectieuses (Strobel et Daisy,
2003; Larsen et al., 2005).

Les Guanacastepenes, illustrée par Guanacastepene A (Fig.1), représentent une
grande diversité de diterpénoides produits par un champignon endophyte non identifié isolé
de Daphnopsis americana. lls présentent une activité antibactérienne prononcée contre les

souches résistantes de Staphylococcus aureus et Enterococcus faecium (Brady et al., 2001).

Il y a aussi Chaetoglobosin A et l'acide Rhizotonique (Fig. 1), produites par
Chaetomium globosum et Rhizoctonia sp. endophytes de Maytenus Hookeri et de Cynodon
dactylon, respectivement, qui ont été signalés comme actifs contre la bactérie impliqué dans
I'ulcere gastrique Helicobacter pylori (Tikoo et al., 2000; Ma et al., 2004).

En outre, altersetin (Fig. 1) purifié a partir de I’endophyte Alternaria sp. affichant une

activité puissante contre des bactéries pathogenes a Gram positif (Hellwig et al., 2002).
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Figure 1. Quelgues substances antibactériennes produites par les champignons endophytes
(Zerroug, 2011).



1.1.8.2. Champignons endophytes comme source de substances antifongiques

Les infections fongiques dans le domaine de 1’agriculture deviennent un probleme de
plus en plus difficile en raison de I’augmentation des épidémies et du nombre des maladies
dans les cultures, donc il est nécessaire de trouver des nouvelles substances antifongiques

pour lutter contre ces problemes (Strobel, 2002).

Plusieurs métabolites fongiques inhibiteurs de la croissance de certains champignons
phytopathogénes des cultures, Un exemple est l'acide tétramique, connue sous le nom
cryptocin, produit par 1’endophyte Cryptosporiopsis quercina dans la plante médicinale
Tripterigeum wilfordii, montre une puissante activité contre Pyricularia oryzae, champignon

pathogéne causant la pyriculariose du riz (Li et al., 2000).
1.2. Généralités sur Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est nommé en arabe: tharou, en Francais: lentisque, en anglais:

mastic tree, lentisc.
1.2.1. Classification

Pistacia lentiscus est une espece appartenant au regne des Plantae, embranchement
des Spermatophyta (Angiospermae), la classe des Dicotyledones, famille des Anacardiaceae

(Pistaciaceae), ordre des Sapindales.
1.2.2. Aire de répartition

L’aire du lentisque s’étend sur tout le bassin méditerranéen et se rencontre dans les
Canaries et au Portugal. En Algérie, il occupe 1’étage thermo-méditerranéen. Sa limite
méridionale se situe aux environs de Saida, sa présence au sud de I’Atlas saharien n’est pas

signalée (Ait Said, 2011)
1.2.3. Caractéres botaniques et écologiques

Le lentisque est un arbuste sclérophylle a feuilles persistantes, a odeur de résine
fortement acre et a croissance trés lente. D une hauteur de 2 m, il peut cependant atteindre la
taille d’un arbre lorsqu’il est dans des sites humides et protégés. Les feuilles ont une durée de
vie de deux ans a rachis ailé, paripennées, composées de deux a trois paires de folioles
coriaces, vert sombre qui sont largement lancéolées, obtuses au sommet, brillantes au dessus
et de taille allant de 1,5 a 3 cm (Ait Said, 2011).
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Les fleurs sont sessiles, composées de trois a cing sépales. Les fleurs males étant
pourvues de cing étamines. Elles sont regroupées en inflorescences de huit a dix fleurs. Les
fleurs femelles possedent un ovaire a trois carpelles uniloculaires, avec un ovule anatrope
uniovulé, surmonté d’un style court a trois stigmates. Elles sont regroupées en inflorescence
de 4 a 21 fleurs. (Ait Said, 2011).

Le fruit est une drupe de 3 a 4 mm de diametre, de forme ovoide globuleuse et peu
compressé |l est de couleur rouge au début puis devient noiratre a maturité a la fin de la saison
hivernale. Les images de certains caractéres botaniques de cette espéce sont rapportées dans la

Figure 2.

Figure 2. Certains caractéres botaniques chez Pistacia lentiscus.
A : inflorescence male, B : arbuste en stade de fructification, C : fruits en stade de développement
(Ait Said, 2011).

1.2.4. Intéréts pharmacologiques, nutritionnels et industriels

L’espéce de Pistacia lentiscus sont utilisées en traitement de I'eczéma, la paralysie,
diarrhée, les infections de gorge, la jaunisse, I'asthme et les douleurs d'estomac et des calculs
rénales (Belfadel, 2009). Elles ont diverses activités biologiques, antiathérogénique,

hypoglycémique, antioxydant, anti-inflammatoire et insecticide (Belfadel, 2009).

La résine de I’espéce de Pistacia lentiscus est traditionnellement utilisée comme une
gomme & macher et protége les lévres contre la seécheresse, contre certaines maladies

d'estomac et comme antiseptique pour le systéme respiratoire (Belfadel, 2009).

Les Pistacia lentiscus ont une large utilisation dans l'industrie alimentaire (Belfadel,
2009). La résine est utilisée comme un rafraichissant dans les bois sons alcoolisées et non
alcoolisées, dans certains mélanges de cosmétiques et de parfumerie, et dans la production de
dentifrice (Belfadel, 2009).
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Chapitre I1.
Materiels et methodes



11.1. Matériels

11.1.1. Matériels Végétales

Il consiste en les racines, les rameaux, les feuilles et les fruits de la plante médicinale
<<Pistacia lentiscus>> rassemblés en février 2013 du foret d’Oueled Hannache de Bordj El
Ghadir, Bordj Bou Arreridj.

11.1.2. Matériels microbiens

Il comprend six bactéries pathogenes a Gram négatif Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli. et a Gram positif Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis et Staphylococcus aureus provenant de 1’hopital de Sétif et trois champignons
phytopathogénes Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, Phytophthora infestans et Fusarium

solani var. coeruleum provenant du laboratoire de microbiologie appliquée de Sétif.
11.1.3. Produits chimiques

Les produits et les réactifs utilisés sont: Ethanol, tween20, tween80, hydroxyde de
sodium (NaOH), Glucose (CsH120¢), Agar, Chlorure de sodium (NaCl), Chlorure de calcium
dihydrate (CaCl, 2H,0), Peptone, Extrait de levure, Sulfate d’ammonium ((NH4)2SO,),

Rouges congo, Gélatine, Amidon soluble,

Les milieux de cultures utilisés sont: Gélose nutritive(GN), glucose yeast extract
peptone(GYP), yeast extract peptone agar, peptone agar, Czapek yeast extract agar,
(CYA), Malt extract agar (MEA) et Sabouraud(SDA).

11.2. Méthodes

11.2.1.Echantillonnage

Les échantillons de rameaux, feuilles, fruits et tiges de la plante Pistacia lentiscus ont
été collectés a partir de plantes saines et de facon aléatoire, et ramene au laboratoire dans des
sacs en plastiques stériles pour étre utilisé dans un délai ne dépassant pas les 24 heures (Khan,
2007).
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11.2.2. Isolement des champignons endophytes

Les échantillons rassemblés de la plante médicinale ont été nettoyés a I'eau douce du
robinet afin d'enlever les saletés et les débris. Les rameaux, feuilles, fruits et racines de la
plante ont été coupés en fragments de lcm approximativement ensuite ils ont été immergeés
dans de I’éthanol 70% pendant 1 minute, puis dans I’hypochlorite de sodium 2% pendant 3
minutes, puis dans 1’éthanol 70% pendant 30 secondes et finalement ils ont été rinces trois
fois avec de I’eau distillée stérile pendant une minute chaque fois et séchés sur du papier filtre

stérile (Selvanathan et al., 2011).

Les extrémités des segments ont été coupés a I’aide d’un ciseau stérilisé par la flamme
avant d’étre placés dans des boites de Pétri contenant le potato dextrose agar (PDA) et
supplémenté avec de la gentamicine 80mg/l, a raison de 8 segments par boite. Apres
scellement des boites avec du parafilm, elles ont été mises a incuber a 26+1°C et a l'obscurité.
Les boites ont été contrdlées chaque jour pendant 20 a 30 jours, chaque champignon poussant
sur les fragments (rameaux, racines, feuilles et fruit) a été isolé et purifié sur une nouvelle
boite contenant du PDA, et finalement conservé dans des tubes de PDA inclinés a 4°C (Khan,
2007).

Pour chaque type de tissus de plante un pourcentage de colonisation a été calculé selon
la formule suivante (Khan, 2007) :
Nombre de segments infectés

Pourcentage de colonisation (%) = Nombre total des segments examings x 100
m egments examiné

I1.2.3. Dépistage de I’activité antibactérienne

Les champignons endophytes isolés ont été testés contre six bactéries pathogénes dont
trois a Gram positif : Bacillus cereus, Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus et trois

a Gram négatif : Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.

A partir d’une culture de 6 jours des disques de 6mm de diametre ont été mis dans des
boite de Pétri contenant de la gélose nutritive préalablement ensemencé avec les bactéries
pathogenes, a raison de 7 disques fongiques par boite, les boites ont ensuite été mises a
incuber pendant 24 heures a 37°C (Sriubolmas et al., 2001)

Le diamétre des zones claires autours des disques fongiques ont été mesurés en

millimeétre.
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I1.2.4. Dépistage de I’activité antifongique

L’activit¢ antifongique des champignons endophytes a été testé contre trois
champignons phytopathogénes : Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, Phytophthora infestans
et Fusarium solani var. coeruleum. Deux disques de 6 mm de diameétre des champignons
endophytes et phytopathogénes préalablement cultivés sur du PDA a 28°C pendant 5 jours
ont été prélevés et mis aux extrémités des boites de Pétri contenant du PDA a une distance de
50 mm l'un de Dl'autre. Ces boites ainsi que les boites témoins ne contenant que les
champignons phytopathogenes ont été mises ensuite a incuber a 1’obscurité et a 28°C pendant

5 jours.
Un pourcentage d’inhibition a été calculé suivant la formule :

R, —
Pourcentage d'inhibition = % %X 100
1

R, représente la croissance radiale de la colonie du champignon pathogéne dans la boite

controle.

R, est la croissance radiale de la colonie du champignon pathogene dans la boite qui contient
les deux champignons.

Le pourcentage d'inhibition a été classé en quatre catégories selon le niveau de

I’inhibition de la croissance fongique en activité basse, modérée, haute et trés haute.

- Un pourcentage d’inhibition<30 correspond a une activité antifongique basse

- 30% > un pourcentage d’inhibition<50% correspond a une activité antifongique modérée
- 50% > un pourcentage d’inhibition<70% correspond a une activité antifongique haute,

- Un pourcentage d’inhibition >70% correspond a une activité antifongique trés haute.

(Rahman et al., 2009).
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11.2.5. Dépistage de la production des enzymes extracellulaires

Dans ce test, les champignons endophytes ont été évalués qualitativement pour leur
production de cinq enzymes extracellulaires différentes ; la cellulase, I’amylase, la protéase,
la lipase (Maria et al., 2005), et I’estérase (Carrim et al., 2006), en se basant sur la digestion
du substrat approprié dissous dans les milieux de bases par I'enzyme extracellulaire produite
par les champignons endophytes qui ont été incubée pendant 3-5 jours a la température
ambiante, et les zones claires formée autour de la colonie fongique démontrant la digestion
du substrat et donc la production de I’enzyme testée ont été mesurées, a partir desquelles un

index enzymatique a été calculé comme suit (Taskin et al., 2008) :

Dy

Index enzymatique R =
Dc

Dy = le diameétre de halo claire (mm)

D, = le diametre de colonie d’endophyte. (mm)

11.2.5.1. Amylase

L'activité de I'amylase a été déterminée en inoculant le milieu glucose yeast extract
peptone (GYP) auquel a ¢ét€¢ ajouté 2% d’amidon soluble avec des disques myceéliens de
champignons endophytes. Aprés 3 a 5 jours d'incubation, les boites ont été inondées avec une
solution de lugole (1% de l'iode et 2% d’iodure de potassium). Les halos clairs autours des
colonies fongiques démontrent la digestion du substrat et donc la production de 1’amylase

(Amirita et al., 2012).
11.2.5.2. Cellulase

Pour l'activité cellulolytique, des disques mycéliens ont été inoculés sur le milieu yeast
extract peptone agar additionné avec 0,5% de celluloses Na-carboxyméthyliques, aprés 3 a 5
jours d'incubation, les boites ont été inondés avec le rouge Congo (0,1%) et décoloré avec le
chlorure de sodium 1M pendant 15 minutes. Des halos clairs autour des colonies indiquent
I'activité cellulolytique (Amirita et al., 2012).

11.2.5.3. Lipase

L'activité lipolytique a été testé par la mise en croissance des disques de champignons

endophytes sur le milieu peptone agar supplémenté avec le Tween 20 stérilisé séparément est
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ajouté pour avoir une concentration finale de 1% (v/v). Aprés incubation 3 a 5 des jours. Des
halos sont observés autour des colonies indiquent que les endophytes ont 1’activité lipolytique
(Amirita et al., 2012).

11.2.5.4. Protéase

L'activité protéolytique a été déterminée en faisant croitre les isolats sur le milieu
gélosé, le GYP supplémenté avec 0,4% de gélatine (8g de gélatine dissous dans 100ml d’eau
distillée) stérilisée séparement du milieu de culture stérile. Apres incubation les boites ont été
inondées avec le sulfate d'ammonium aqueux saturé. L’apparition de zones claires autour des
colonies indique que I'nydrolyse de la gélatine dans les milieux. La gélatine non hydrolysee a

été précipitée par le sulfate d'ammonium et apparais en plus opagque (Amirita et al., 2012).
11.2.5.5. Estérase

Pour I’activité estérasique on a utilisé le milieu peptone agar dont le pH a été ajusté a
6,5). Le Tween 80 précédemment stériles est ajouté pour avoir une concentration final de 1%
(v/v). Les milieux ont été inoculés avec les isolats apres 3 a 5 jours d’incubation, des halos

sont observés autour de la colonie (Ishida et al., 2012).
11.2.6. Identification

Les isolats fongiques ayant démontré une activité antimicrobienne et enzymatique
élevées ont été identifié au niveau du genre, en utilisant quatre milieux, PDA, Czapek yeast
extract agar (CYA), Malt extract agar (MEA) et Sabouraud. Et en se basant sur :

11.2.6.1. L’observation des critéres morphologiques
L’observation des critéres morphologiques se fais en se basant sur :

- Le diamétre des colonies qui a été mesuré sur le fond de la boite.

- La texture du thalle (velouté, laineux poudreux, etc.).

- La détermination de la couleur de la colonie, du revers de la culture ainsi que celle du milieu
a la lumiere du jour.

- La vitesse de croissance.

- L’exsudat (gouttelettes transpirées par le mycélium aérien) (Zerroug, 2011).
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11.2.6.2. L’observation microscopique des champignons

Elle consiste en la préparation des frottis au bleu de méthyléne sur une lame et

observer les critéres suivant :

- La morphologie du thalle (cloisoné ou non), sa couleur ainsi que la production des
fructifications, les pycnides, asques, zygospores, sclérotes, chlamydospores et basides sont
identifiés.
- Les spores, s’ils existent, (internes ou externes, thalliques ou blastiques, isolées ou en
Chainette: phialospores, alieuspores, blastospores), leurs dispositions (solitaires, chaine,
bouquet) ainsi que leurs formes et leurs couleurs sont observees,

Ces critéeres macroscopiques et microscopiques ont été comparés a des clés
d’identification tels que pitt et hoking, (1985) ; Bedossa, (2002); Dufresne, (2013), afin

d’arriver a identifier les isolats fongiques au niveau du genre.
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Chapitre I11.
Reésultats et discussion



I11.1. Isolement des champignons endophytes

Apres quelques jours d’incubation, les champignons endophytes commengaient a
pousser a partir des segments de plantes, chaque champignon a été repiqué en prélevant avec
une anse stéerile un fragment mycélien ou quelques spores sur du PDA, certains champignons
ont été repiqué plusieurs fois afin de les purifier. A partir d’un total de 270 segments de
racines, rameaux, feuilles et fruits provenant de notre plante (80 segments pour tous les tissus
sauf pour les fruits ou seulement 30 segments on été utilisé) ,100 isolats fongiques différents
ont été isolés, ce qui nous a permis d’obtenir les pourcentages de colonisations figurant dans

le tableau .

Tableau 1. Les pourcentages de colonisations des différents tissus de Pistacia lentiscus.

Types de tissus
Racines Rameaux Feuilles Fruits
Nombre
50 41 34 21

d’isolats

Pourcentage de

o 62,5% 51,25% 42 5% 70%

colonisation

On observe des différences de colonisation et d’isolement des champignons
endophytes entre les différents types tissulaires ou au niveau des fruits le pourcentage de
colonisation atteignait les 70%, pour les racines, il était de 62.5% alors que pour les rameaux

et les feuilles on observait des pourcentages de 51.25% et 42.5% respectivement.

Des différences dans des taux de colonisation et d'isolement ont été montrées dans
plusieurs autres études et sont en accord avec nos résultats, une différence entre racines et
rameaux observée par (Bayman laminaires et al., 1997; Naik et al., 2006), entre la veine et le
pseudosteme observée par Photita et ses collaborateurs (2001), et entre I'écorce et les
brindilles par Tejesvi et ses collaborateurs (2007). Ces différences d’assemblages des
endophytes avec des tissus différents pourrait étre liée a leur capacité d’utilisé certains
substrats (Rodrigues, 1994), ainsi qu’a des facteurs comme les physiologies et la nature
chimique des tissus (Petrini et Carroll, 1981; Photitaet et al., 2001). La différence entre ces
pourcentages peut &tre aussi expliquée par la différence entre 1’espece de 1’hote, le nombre

d’échantillon ainsi qu’aux milieux de cultures utilisés (Gong et Guo, 2009).

18



111.2. Evaluation de Pactivité antimicrobienne

Apres I’isolement et la purification, les isolats fongiques on été dépistés sur leur

pouvoir antimicrobien et antifongique en utilisant la technique de la double culture.

111.2.1. Activité antibactérienne

Les zones d’inhibitions autour des blocs fongiques ont été mesurées aprés 24 heures

d’incubation. A partir des 69 champignons endophytes testés; 17,4 % ont montrés une forte

activité antimicrobienne contre Bacillus cereus comme Fusarium sp.2 et Alternaria sp.6 avec

des diametres de 27.5 et 21 mm respectivement, ainsi que Fusarium sp.3 et Scopulariopsis

sp.1 avec des zones de 20 mm de diameétre. 30,4% des champignons ont montrés une faible

activité contre cette bactérie et 52,2% n’avaient aucun effet (Fig. 3).
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Figure 3. L’effet des champignons endophytes actifs contre Bacillus cereus.

NI : Non Identifier

Contre Enterococcus faecalis ; 4% des champignons endophytes ont montrés une

activité, les plus actifs étant Epicoccum sp. (25 mm) et Scopulariopsis sp.1 (20 mm), les 96%

isolats fongiques restants n’ont démontrés aucun effet (Fig. 4).
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Figure 4. L’effet des champignons endophytes actifs contre Enterococcus faecalis.
NI : Non Identifier

Une forte activité contre la bactérie a Gram positif Staphylococcus aureus a été
démontrée par 4% des champignons tels que Epicoccum sp. Avec un diamétre de la zone
d’inhibition atteignant les 25 mm ainsi que Fusaripum (sp.1 et sp.4) et Alternaria sp.1, avec
des diametres des zones d’inhibitions de 20 mm. 39% ont démontré une activité modérée tels

que Alternaria sp.1 et Fusarium sp.2. Les 57% restant ont une activité nulle (Fig. 5).
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Figure 5. L effet des champignons endophytes actifs contre Staphylococcus aureus.
NI : Non Identifier
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10% des champignons endophytes ont démontrés une grande activité antibactérienne
contre Salmonella typhimurium, tels que Alternaria sp.5 (20 mm), Epicoccum sp. (17.5 mm).

25% ont une activité modérée et les 65% n’ont démontrés aucune activité (Fig.6).
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Figure 6. L effet des champignons endophytes actifs contre Salmonella typhimurium.
NI : Non Identifier

Pour Pseudomonas aeruginosa ; 46% des champignons ont démontré une activité
antibactérienne comme Alternaria sp.4 (25.5 mm), Fusarium sp.4, Scopulariopsis sp.1 et un
champignon non identifier démontraient des diamétres des zones d’inhibition de 20 mm, ainsi
qu’un diamétre de 19 mm observé avec Epicoccum sp. 19. Et les 54% restant ont une activité
nulle (Fig.7).
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Figure 7. L’effet des champignons endophytes actifs contre Pseudomonas aeruginosa.
NI : Non Identifier
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22% des champignons ont démontré une activité contre la bactérie a Gram négatif
Escherichia coli ; le champignon les plus actif est Epicoccum sp., avec un diameétre de la zone
d’inhibition de 20 mm. Et 78% ne démontrent aucune activité (Fig. 8).
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Figure 8. L effet des champignons endophytes actifs contre Escherichia coli.
NI : Non Identifier

De facon général, 40% des isolats ont démontré une activité contre les bactéries a
Gram négatif et a Gram positif, dont 15% de ces endophytes ont été les plus actifs, parmi eux
on peut citer les isolats de Alternaria sp., de Fusarium sp., de Epicoccum sp., et de
Penicillium sp. Cependant les bactéries a Gram positif étaient plus sensibles aux composés
inhibiteurs des champignons endophytes que les bactéries a Gram négatif, ou 55% d’entre eux
ont démontré une activité sur les bactéries a Gram positif alors que contre les bactéries a

Gram négatif 50% seulement des endophytes isolés ont démontré une activiteé.

Plusieurs études ont démontré que les champignons endophytes, peuvent avoir une
activité antimicrobienne grace a la production des métabolites secondaires bioactifs, selon
Dreyfuss et Chapela (1994), environ 4000 meétabolites secondaires d'origine fongique ont été
décrits comme biologiquement actifs. lls peuvent aussi inhiber les microorganismes
potentiellement pathogenes en induisant des réponses chimiques de leurs hotes ou en
empéchant directement la colonisation par I'intermédiaire de la concurrence (Schu-Ithess et
Faeth, 1998).

Sadrati et ses collaborateurs (2013), ont trouve que les champignons endophytes
montraient des activités antibactériennes, dont Penicillium sp. Ou il était actifs contre des

bactéries a Gram positif comme Bacillus sp., Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,

22



ainsi que contre des bactéries a Gram negatifs comme Salmonella typhimurium, Escherichia
coli.

La différence de sensibilité entre les bactéries a Gram positif et & Gram négatif a pu
étre attribuée aux différences morphologiques entre ces micro-organismes. Les bactéries a
Gram négatif ont une membrane externe de polysaccharide qui porte les composants
structuraux de lipopolysaccharide. Ce qui rend la cellule imperméable aux corps dissous
lipophiles (Sadrati et al., 2013). Les bactéries a Gram positif devrait étre plus sensibles ayant
seulement une couche de peptidoglycane externe qui n'est pas une barriere efficace de
perméabilité (Pandey et al., 2004; Ogundare et al., 2006).

Quelques zones d’inhibition obtenues par certains champignons endophytes contre

certaines bactéries pathogenes sont illustrées dans la figure 9.

Figure 9. Les zones d’inhibitions obtenues par quelques champignons endophytes contre
certaines bactéries pathogenes.

A: Pseudomonas aeruginosa, B: Staphylococcus aureus, C: Bacillus cereus, D: Salmonella

typhimurium, E: Escherichia coli.
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111.2.2. Activité antifongique

Dans cette activité 79 champignons parmi les 100 isolats ont été testé contre trois
champignons phytopathogénes ; Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, Phytophthora
infestans, Fusarium solani var. coeruleum. Un pourcentage d’inhibition a été calculé en
utilisant les rayons des champignons phytopathogénes dans les boites contréles et en double

culture aprés 5 jours d’incubation.

6,32% d’endophytes avaient une activité antifongique trés haute contre Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis, ou les pourcentages d’inhibition de 70.55% et 71.42% ont été
atteints avec les isolats de Aspergillus sp.1 et Penicillium sp.3 respectivement. 76,32% des
isolats ont une haute activité, 16,45% ont démontré une activité modérée et 57% des

champignons ont une activité antifongique basse.

Pour le deuxiéme champignon Phytophthora infestans; 1,3% d’endophytes
démontraient une tres haute activité antifongique, 15% d’entre eux avaient une activité haute,
14% ont une activité antifongique modérée et les 56% d’endophytes restants ont une activité
trés basse.le pourcentage le plus haut contre Phytophtora infestans est de 75,55% chez

Penicillium sp.5.

En ce qui concerne Fusarium solani var. coeruleum; 6,3% des champignons
endophytes ont une activité¢ antifongique treés haute, le pourcentage d’inhibition le plus haut
(81,48%) a été observé avec les isolats de Penicillium (sp.5 et sp.6) et Aspergillus sp.3, le
méme pourcentage de 6.3% de champignons ont une activité haute, 16,5% démontré une

activité modérée, et le restes des champignons (58%) ont une activité basse.

Les différents pourcentages d’inhibition des trois champignons phytopathogenes par
les champignons endophytes sont représentés dans le tableau Il, et quelques images

représentant I’activité antagoniste sont résumées dans la figure 9.

Plusieurs études ont montré que les champignons endophyte ont une activité
antifongique (Khrueayu, Pilantanapak, 2012). Sadrati et ces collaborateurs (2013), ont
démontré que 54,07% des champignons endophytes montraient une activité contre

Phytophtora infestans, et 63,89% contre Fusrium oxysporum f. sp. albedinis,

L'antagonisme pourrait étre di a la production des composés biologiquement actifs
dans les milieux qui sont capables d’inhiber les champignons phytopathogénes (Castillo et
al., 2002).
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La différence entre les résultats obtenus par des méme especes de champignons

endophytes contre les différentes espéces de champignons phytopathogénes du méme genre,

peut étre expliqué par la spécificité des champignons endophytes vis-a-vis des champignons

phytopathogenes (Arnold et al., 2000), c’est a dire les métabolites secondaires produites par

I’endophyte sont spécifiques au niveau de I’espece.

Tableau Il. Les pourcentages d’inhibition des trois champignons phytopathogénes par les

champignons endophytes.

Pourcentage Pourcentage
d’inhibition (%) d’inhibition (%)

. ;z%li?qtj e Foa Pi Fso f O'S;:gi e Foa Pi Fso
Alternaria sp.1 14,28 | 7,14 7,4 | Aureobasidiumsp.l | 3142 | 31,11 | 37,03
Alternaria sp.2 857 60 o5 | Aureobasidium sp.2 0 6,66 20
Alternaria sp.3 571 | 13,33 | 11,11 | Scopulariopsis sp.1 2,85 2 8
Alternaria sp.4 14,28 | 26,66 | 44,44 | Scopulariopsis sp.2 0 24,44 | 40,74
Alternaria sp.5 8 2 11,11 | Epicoccum sp. 28,57 0 22,22
Alternaria sp.6 2,85 | 24,44 | 40,74 | Onychocola sp. 857 | 2222 | 74
Penicillium sp.1 60 08 62,96 | Scytalidium sp. 54,28 | 46,66 | 44,44
Penicillium sp.2 2,85 20 4,41 | Pseudallescheriasp. | 42,85 | 8,88 | 44,44
Penicillium sp.3 71,42 | 68,88 | 62,96 | Acremonium sp. 20 60 11,11
penicillium sp.4 11,42 20 22,22 | Mycélium stérilel 48,57 | 26,66 | 59,25
Penicillium sp.5 57,14 | 75,55 | 81,48 | Mycélium stérile 2 42,8 60 33,33
Penicillium sp.6 60 22,22 | 81,48 | Mycélium stérile 3 | 14,28 | 42,22 | 55,55
Penicillium sp.7 70,57 | 66,66 | 70,45 | Mycélium stérile4 | 37,14 | 33,33 | 40,74
Aspergillus sp.1 70,57 | 66,66 | 70,45 | Mycélium stérile 5 40 46,66 | 22,22
Aspergillus sp.2 7,4 4 11,42 | Mycelium stérile6 | 34,28 | 53,33 | 33,33
Aspergillus sp.3 47,14 40 81,48 | Mycélium stérile 7 | 37,14 | 48,88 | 29,62
Fusarium sp.1 17,14 | 46,66 | 29,62 | Mycélium stérile 8 | 42,85 24 25,92
Fusarium sp.2 25,71 | 46,66 | 18,51 | Mycéliumstérile9 | 4285 | 53,33 | 40,74

Fusarium sp.3 0 2,22 7,4 | Mycélium stérile 10 | 14,28 | 33,33 | 37,03
Fusarium sp.4 0 0 0 NI 2,85 20 25,92
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Fusarium sp.5 34,28 | 3555 | 29,62 | NI 48,57 | 50,66 | 60
Fusarium sp.6 28,57 | 33,33 | 44,44 | NI 4285 | 12 | 37,03
Fusarium sp.7 14,28 | 28,88 7,4 | NI 40 20 29,62
Paecilomyces sp.1 0 20 25,92 | NI 2,85 | 24,44 | 18,51
Paecilomycessp.2 | 80,4 | 60,66 70 | NI 2 20 8
Paecilomyces sp.3 | 42,57 | 30,13 | 28,57 | NI 14,28 | 31,11 | 37,03
Ulocladium sp.1 0 16 20 | NI 22,85 | 44,44 | 11,11
Ulocladium sp.2 2,85 4,44 | 29,62 | NI 31,42 | 35,55 | 29,62
NI 28,57 | 28,88 | 37,03 | NI 28,57 8 3,7
NI 37,14 28 74 | NI 14,28 | 11,11 | 25,92
NI 42,85 20 40,74 | NI 0 11,11 | 44,44
NI 37,14 40 25,92 | NI 8,57 | 28,88 | 37,03
NI 28,57 4 5 NI 8,57 0 11,11
NI 37,14 8 29,62 | NI 57,14 | 66,66 | 37,03
NI 42,58 | 26,66 | 44,44 | NI 0 37 8.8
NI 28,57 16 7,4 | NI 33.33 | 28.88 | 42.44
NI 5,71 40 74 | NI 2.2 0 4
NI 42,85 | 20 | 40,74 | NI 40 | 35.55 | 25.92
NI 37,14 28 74 | NI

28,57 | 28,88 | 37,03
NI 8.57 | 33.33 3.7

- Foa: Fusarium oxysporum f.sp. albedinis. - Pi: Phytophthora infestans. - Fso: Fusarium solani

var. coeruleum, NI: non identifier

Figure 10. Les zones d’inhibitions obtenues par quelques champignons endophytes contre

trois champignons phytopatogeénes.

Foa : Fusarium oxysporum f.sp. albedinis. - Pi : Phytophthora infestans. - Fso : Fusarium solani

var. coeruleum.
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111.3. Détermination de ’activité enzymatique

L’activit¢ enzymatique de 79 champignons parmi les 100 isolats a été testé,
permettant de démontrer la production de cinq enzymes extracellulaires ; 1’amylase, la

protéase, la cellulase, la lipase et 1’estérase.
Apres cing jours d’incubation les résultats étaient comme suit :

Pour I’amylase 51% des champignons endophytes produisaient cette enzyme, la
dégradation de I’amidon a été déterminée par une grande zone obtenus avec le mycélium
stérile.4, et les Penicillium (sp.5, sp.1, sp.6), Aspergillus sp.1, Aureobasidium sp., avec des

index amylolitytiques de 4, 2,4, 2,15, 2, 2 respectivement (Fig. 11).

50,63% des champignons endophytes produisaient la protéase ou des grandes zones de
dégradation du substrat ont été observées avec les isolats de mycélium stérile 4, Penicillium
sp.1, Epicoccum sp., Fusarium sp.4, mycélium stérile 10, Paoecilomyces (sp.3, sp.2) avec des
index protéolytiques de 5,7, 3,12, 3,1, 3, 2,6, 2,28 respectivement (Fig. 12).

Le pourcentage des champignons qui produisaient la cellulase était de 43%. Les plus
grandes zones de dégradation de la cellulose ont été observées avec Penicillium (sp.5, sp.7,
sp.6, sp.3), Aspergillus (sp.1, sp.3), qui ont presque dégradé I’intégralité de la cellulose
présente dans les boites de Pétri avec des index cellulosique de 7,5, 7, 5,5, 3,3, 7, 5,4
respectivement, ainsi que Fusarium (sp.4, sp.5) et Aureobasidium sp.2, et un champignon
non identifier avec des index de 4,8, 2,5, 3,75, 4 respectivement (Fig. 13).

Pour la lipase 38% des champignons endophytes démontraient une activité
enzymatique par la dégradation des lipides et 1’apparition des zones claires autour des
colonies. Les plus grandes activités ont été observées avec le Mycélium stérile.7 et
Scopulariopsis sp.1 avec des index enzymatique de 4, 3 respectivement la figure 14 ci-

dessous résume cette activité.

Pour 1’estérase 20% des champignons endophytes produisaient cette enzyme,
Scopulariopsis sp.1 et Alternaria sp.4, et présentaient des index estérasique les plus grands de
2,8 et 2,27 respectivement (Fig. 15).
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Figure 11. La production de I’amylase par les champignons endophytes actifs.

L'activité protéolytique
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Figure 12. La production de la protéase par les champignons endophytes actifs.
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Figure 14. La production de la lipase par les champignons endophytes actifs.

29




37 L'activité éstérasique
2,5 -

1,5 -

0,5 -
0 -

oA D K 5% N Y e Q

"Qt\, ((\(’Q' ((\{'" S c.,"Q‘ .OSQ. .Q’{\\Q’ ,_)‘oQ‘ (_)sQ'} C)‘aQ' ,5‘:9' ,C,SQ' R £ T ¥
N N RO R R AR R N
SN O N

O) 6\* ((\ﬁ ((\* (\0 '\OQ O
C ; ¢
Q?f\\ Qeo Q@o\ W @ce o \©

Index de I'activité éstérasique
H

3 \
< .

IR g
QO Q() QO (_)(10 (_)(JO ‘-)Q’Q

Les isoltiats fongiques actifs

Figurel5. La production de 1’estérase par les champignons endophytes actifs.

D’aprés ces résultats ont peut dire que la plupart des champignons endophytes
produisent au minimum une enzyme extracellulaire. Aspergillus (sp.1, sp.3), Penicillium
(sp.5, sp.6, sp.7, sp.6), le mycélium stérile et Aureobasdium sp.2 produisent presque la

majorité des cing enzymes testées.

Il 'y certains champignons endophytes tels que 1’Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Alternaria sp., mycélium stérile, Fusarium sp. démontraient une production de presque toutes
les enzymes testées c’est résultats sont similaires & ceux obtenus par Tan et ses collaborateurs
(2001), (Fig.16)

A

Figure 16. Les halos obtenus pour certaines activités enzymatiques.

A: Amylase, B: Lipase, C: Estérase

Les enzymes fongiques sont plus stables que les enzymes obtenues a partir des plantes
et des animaux. Elles sont employées dans la transformation des produits alimentaires, des
industries de boissons, de textile et de cuir (Maria et al, 2005). Ces champignons menent a

I'amélioration biotechnologique.
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Approximativement 4000 métabolites secondaires dont des enzymes obtenus a partir
d’especes fongiques sont des composés biologiquement actifs produites principalement par
Penicillium, Aspergillus et Acremonium (Dreyfuss et Chapela, 1994). La cellulase produite
par beaucoup de champignons terrestres est employé dans I'industrie du papier (Eriksson,
1993). L’activité lipasique indique que le cholestérol peut étre employé comme source
d’énergie (Maria et al., 2005). Certains endophytes sont incapable de produire quelques

enzymes pour certaines raisons comme empécher des dommages a I’hote (Maria et al., 2005).

L’avantage de cette activité est apprendre si ces endophytes peuvent offrir des

possibilités intéressantes et de servir de nouveaux agents pharmacologiques.
I11. 4. Identification des champignons isolés

La comparaison des caractéristiques culturelles et microscopiques aux clés

d’identifications nous a permis d'identifier les champignons actifs au niveau du genre

Sur 79 isolats de champignons endophytes testés, 64 isolats ont été actifs, dont 50 ont
été identifiés, comme appartenant a 16 genres différents. Huit isolats appartiennent au genre
Penicillium, sept au genre Fusarium, six a Alternaria, trois au genre Aspergillus et trois autres
a Paecilomyces, deux a Scopulariopsis, ainsi qu’a Ulocladium et Eureobasidium. Le reste des
isolats identifies appartiennent aux genres Pseudollescheria, Epicoccum, Epidermophyton,

Scytolidium, Onychocola, Chrysosporium et Acremonium. Les autres

appartiennent a des genres divers qui n’ont pas pu encore étre déterminés (Tab. I11).

Tableau I11. Les différents isolats fongiques identifiés et leur source.

isolats (14)

Genre des isolats Source Genre des isolats | Source Genre des isolats | Source
Alternaria sp.1 Fruits Mécylium sterile 1 | Racines Penicillium sp.7 Racines
Alternaria sp.2 Fruits Mécylium sterile 2 | Feuilles Scopulariopsis sp.1 Racines
Alternaria sp.3 Rameaux | Mécylium sterile 3 | Racines Scopulariopsis sp.2 | Racines
Alternaria sp.4 Fruits Mécylium sterile 4 | Racines Ulocladium sp.1 Feuilles
Alternaria sp.5 Fruits Mécylium sterile 5 | Racines Ulocladium sp.2 Fruits
Alternaria sp.6 Fruits Mécylium sterile 6 | Racines Aureobasidium sp.1 | Feuilles
Fusarium sp.1 Racines Mécylium sterile 7 | Racines Aureobasidium sp.2 | Feuilles
Fusarium sp.2 Racines Mécylium sterile 8 | Rameaux Paecilomyces sp.1 | Racines
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Fusarium sp.3 Racines Mécylium sterile 9 Racines Paecilomyces sp.2 Racines
Fusarium sp.4 Racines | Mécylium sterile 10 Racines | Paecilomyces sp.3 Racines
Fusarium sp.5 Racines Penicillium sp.1 Feuilles | Pseudallescheriasp. | Feuilles
Fusarium sp.6 Racines Penicillium sp.2 Racines Chrysosporium sp . Racines
Fusarium sp.7 Racines Penicillium sp.3 Racines Epicoccum sp. Rameau
Aspergillus sp.1 Racines Penicillium sp.4 Rameaux | Epidermophyton sp. Fruits
Aspergillus sp.2 Racines Penicillium sp.5 Racines Onychocola sp. Racines
Aspergillus sp.3 Racines Penicillium sp.6 Rameaux Acremonium sp. Fruits

Parmi les champignons actifs identifies on site les cing champignons les plus

dominants (Figure 17) :
Aspergillus

Les conidiophores de quelques especes sont courts, lisses et incolores, les phialides
portées directement par des vésicules hémisphériques, les conidies globuleuses, vertes et
petites avec une téte aspergillaire uniséries, en colonnes impactes, assez grande.et d’autres
espéces ont des conidiophres lisses, hyalines et trés long et des conidies de petites taille,
lisses, globuleuses a légerement elliptiques, le téte aspergillaire bisériée, en colonne évasée (

aspect d’éventail).

Les couleurs des colonies des especes sur les différents milieux PDA, CYA et MEA
varient de brun cannelle a vert foncé et noire, il y a des espéces dont la croissance est trés

rapide (2 a 3 jours), et d’autres rapides (3 a 5 jours).
Fusarium

Les conidiophores de quelques espéces sont simples ou disposés en verticilles
courts, ils portent de longes monophialides d’aspect cylindrique. Pour les caracteres
macroscopiques sur milieu Sabouraud, les colonies sont duveteuses ou cotonneuses blanches
a créme, avec un verso pale. Pour d’autres especes, les conidiophores sont courts et ramifiés,
les phialides sont courtes et solitaires, les colonies sur Sabouraud sont duveteuses a
floconneuses, avec une couleur blanche au départ, puis devenant rosées a pourpres, et le

revers est foncé.

Penicillium
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Les hyphes septés, hyalins, portent des conidiophores simples ou ramifiés. Les
phialides sont disposées en verticilles a I’extrémité des conidiophres, elles sont insérées
directement ou par I’intermédiaire d’une rangée de métules. Les phialides sont serrées les

unes contre les autres, I’ensemble donne une image de pinceau (pénicille).

Pour I’aspect macroscopique, la croissance de ces especes est rapide, la colonie est
habituellement duveteuse, poudreuse, de couleur variable, le plus souvent verte, et parfois
grise ou jaune, le revers est foncé. lls diffusent comme des pigments dans les milieux utilisés
(Sabouraud, CYA, MEA).

Alternaria

Les hyphes septés, sont ramifiés et tardivement certains filaments sont pigmentés en
brun, les conidiophores sont cloisonnés, septés et simples, plus ou moins droits. Les conidies
sont bruns, pluricellulaire, d’aspect piriforme ou ovoide avec une partie basale arrondie et une
extrémité apicale allongée. Les colonies sont de croissance rapide sur milieu Sabouraud, sont

de couleur blanc-gris au départ, et deviennent rapidement foncé (vert foncé a noire).
Ulocladium

Les hyphes septés, bruns, donne naissance a de courts conidiophres septés, non
ramifiés. Les conidies sont brunes, ovoides, a paroi lisse ou rugueuse, produites isolément et

sont cloisonnées a la fois longitudinalement et transversalement.

La croissance de ces espéces est modérément rapide dans les milieux (Sabouraud,
PDA, CYA, MEA). Les colonies présentent une texture laineuse, duveteuse a poudreuse, leur

couleur est brune vert olive & noire et le revers est noir.

La plupart de nos isolats qu’on a identifiés et décrits ci-dessus appartient de la classe

de Deutéromycetes et aussi les classes des Ascomycetes et des Basidiomycetes

Le premier genre décrit ci-dessus Aspergillus est un genre de champignons imparfaits
(Deutéromycetes) qui comprend environ 180 especes (Gam et al., 1986), certaines d'entre
elles sont pathogeénes, et/ou produisent des métabolites toxiques (Bedossa, 2002). Le genre
Aspergillus a déja été isolé comme champignon endophyte a partir des plantes médicinales,
dont Retama raetam une plante de la famille des Fabaceae par Zerroug, (2011), ainsi qu’a
partir de différentes autres plantes medicinales par (Hassan, 2007 ; Hundley, 2005 ; Huang,
2008).
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D’autres souches ont été isolées appartenant au genre Penicillium, un genre faisant
partie des champignons imparfaits (Deutéromyceétes) et qui comprend environ 300 especes.
Ces especes sont trés répandues dans I'environnement, ce sont des contaminants alimentaires
fréquents, mais certaines especes sont utilisées par I’industrie (affinage des fromages) comme
P. roqueforti, P. camemberti, P. nalgiovense. Ils entrent dans la dégradation des produits et
certaines espéces produisent des métabolites d'intérét médical ; Fleming en 1928, a été a
I’origine de la découverte de la pénicilline a partir d’une souche de P. notatum (Samson et al.,
2004). Certaines de ces especes peuvent étre isolés comme des endophytes a partir des plantes
médicinales comme il a été le cas avec (Abdel-Motaal et al., 2010; Khan et al., 2010 ;
Zerroug, 2011).

Il y a aussi des isolats appartenant au genre de Fusarium, un autre genre de
champignons imparfaits, qui comprend plus de 100 espéces. La plupart des especes de
Fusarium sont capables de se développer comme saprophytes dans le sol, les especes de
Fusarium peuvent persister pendant plusieurs années grace a la formation de chlamydospores
ou par le développement d'hyphes sur des résidus organiques. (Burgess et al., 1994). Des
especes de Fusarium ont été isolé a partir de la plante médicinale Pistacia lentiscus comme
I’ont fais d’autre chercheures (Huang, 2008 ; Khan, 2007).

Les especes d’Alternaria sont des saprophytes ou des parasites des plantes tres
répandus dans la nature. Leurs spores sont dispersées par les courants d’air (Develoux et
Feuilhade, 2012). Ils ont été déja isolés comme endophytes a partir de plusieurs plantes

médicinales par Huang (2008).

Le dernier genre est Ulocladium dont les especes ressemblent étroitement a certaines
espéces d’Alternaria. Le genre Ulocladium comprend des mycétes saprophytes omniprésents;
ils sont largement distribués dans le sol, sur le bois et sur des végétaux en décomposition.
Quelques espéces sont des pathogeénes s’attaquant aux plantes et des agents détériorant les
aliments (Runa et al., 2009). Dans notre étude on a isolés les espéces d’Ulocladium comme
des champignons endophytes.
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Figurel?7. Caractérisation macroscopique et microscopique de cingq champignons endophytes

les plus dominants.
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Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

Les champignons endophytes, ont été décrits comme une source d'un large éventail de
métabolites secondaires d’importance industrielle, agricole et médicale, ces métabolites
peuvent avoir un pouvoir antibactérien, antifongique, antivirale, insecticide et anticancéreux
(Qinetal., 2011; Tejesvi et al., 2007 ; Sadrati et al., 2013).

Cest ce qui rend la recherche de nouveaux composés produits par des
microorganismes endophytes offre des perspectives prometteuses pour résoudre certains
problémes de santé, comme I’émergence des bactéries résistantes a certains médicaments
d'usage courant, ces composés sont plus efficaces, moins toxiques et moins dangereux pour

I'environnement (Yu et al., 2009).

Dans ce travail, Les champignons endophytes ont été isolés a partir de différents tissus
de la plante médicinale Pistacia lentiscus, un dépistage de leur pouvoir antagoniste contre les
bactéries pathogenes ainsi que les champignons phytopathogenes a démontré leur pouvoir
antibactérien. Cette efficacité laisse entrevoir la possibilité d’utiliser ces microorganismes
dans la lutte contre les maladies humaines, ainsi que dans la lutte biologique contre les

microorganismes phytopathogénes surtout les champignons.

D’un autre coté la production de cinq enzymes extracellulaires a été testé, et presque
tous les endophytes ont démontré leur capacité de produire ces enzymes, qui peuvent avoir

une importance au niveau industriel.

En perspective,

Nos travaux sont une étape préliminaire pour des études plus larges, plus approfondies

et plus accomplies incluant :

v Une identification moléculaire des espéces fongiques isolées.
v" Une étude quantitative et plus approfondie des activités antimicrobiennes et

enzymatiques de ces isolats.
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Annexe

Glucose Yeast extract Peptone (GYP)

GlUCOS . .ttt e lg
EXtrait de IeVUIC. ....o.oit i 0.1g
oY 01 1) 0.5¢
N . l6 g
Eau distillée. ..o 1000 ml
pH 6

Pomme de terre épluchées et Coupees.........ovvviniiiiiiiiiiiiiii e 200 g
GIUCOS . .ottt e e, 20¢g
N 15¢g
Eau distillée. ......ooneii i 1000 ml
pH 5.6

Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

DX 08 . . ..ttt ettt e 40 ¢
POPtONE. .. e e 10g
N 2 ) 15¢g
Bau distillée. ..o 1000 ml
pH 5.6

Malt Extract Agar (MEA)

Poudre d’extrait de malt......... ..o 20g
PePIONE. ..o e lg
GIUCOSE. . .ttt et e e 20g
N 20g
BaU distillée. ... ..o 1000ml

K2HP O ..t 19
Czapek CONCENLIE. ... ..ut ittt et ee e 10ml
Extrait de levure en poudre. ..........ooiiiiiii i 5¢g
0163 40 1] 30g
AT . 15¢
Eau distill€e. ... ..o 1000ml

NN O3, e 30g
KL 5¢g
MOSOATH20 . ... e 5g
FESOA.TH20 . .. e, 0.1g
Eau distillée. . .....ooeiii e 100ml

Lugol’s iodine



lodure de POtaSSTUML. .......ueitt it 10g
Eau distillée. ......vointiii it 100ml



