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Résumé

Résumé

La présente étude a été effectuée dans le but d’évaluer I’activité enzymatique et antimicrobienne de trois
champignons endophytes ASV3, RV3, 8’ qui ont été isolés a partir de deux plantes médicinales.

La production des enzymes extracellulaires a été déterminée et recherché pour nos isolats fongiques par
la digestion du substrat dissous dans la gélose.

L’évaluation de I’activité enzymatique des champignons endophytes a montré que nos isolats fongiques
sont dotés d’activités enzymatiques extracellulaires comprenant (I’amylase, la protéase, la lipase et
’estérase).

L’activité antimicrobienne a été testée sur cinq bactéries pathogeénes, trois a Gram négatif Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, et deux a Gram positif : Bacillus Cereus,
staphylococcus Aureus et une levure Candida albicans. Par la technique des cylindres d’agar. Parmi les
trois isolats fongiques, seul les deux isolats fongiques ASV3 et 8 ont montré une activité
antimicrobienne contre les deux bactéries Bacillus cereus et Staphylococcus aureus et la souche
fongique Candida albicans. L’isolat fongique RV3 n’a exprimé aucune activité inhibitrice contre les
souches testées.

Mots clés : champignons endophytes, souches bactériennes, souche fongique, activité enzymatique,
activité antimicrobienne.

Abstract

The present study aims to evaluate the enzymatic and antimicrobial activity of three endophytic fungi
ASV3, RV3, 8' that were isolated from two medicinal plants. The production of extracellular enzymes
was determined and investigated for our fungal isolates by digesting the substrate dissolved in agar.
Evaluation of the enzymatic activity of endophytic fungi showed that our fungal isolates are equipped
with extracellular enzymatic activities (amylase, protease, lipase and esterase).

Antimicrobial activity was tested on five pathogenic bacteria, three gram-negative: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae and two gram-negative: Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus and a yeast Candida albicans. using the agar cylinder technique. Among the
three fungal isolates, only the two fungal isolates ASV3 and 8' showed antimicrobial activity against the
two bacteria Bacillus cereus and Staphylococcus aureus and the fungal strain Candida albicans. The
fungal isolate RV3 did not show any inhibitory activity against any of the tested strains.

Keywords: endophytic fungi, bacterial strain, fungal strain, enzymatic activity, antimicrobial activity.
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Listes des abréviations

ATCC American type culture collection.
GYEP Glucose Yeast Extract Peptone.
HE Huiles essentielles

Staph Staphylococcus aureus

8’ Alternaria

ASV3 Aspergillus sp.

Bc Bacillus cereus

C Clavicipitacae

Ca Candida albicans

CFU Colony forming unit

E.c Escherichia coli

Gel Gelatine

GN Gélose nutritive

IBMC institut de biologie moléculaire et cellulaire
Keb Klebsiella pneumoniae

MH Muller Hinton

Na CI Chlorure de sodium

PDA Potato Dextrose Agar

Pseudo Pseudomonas aeruginosa

RV3 Cladosporium
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Introduction

Introduction

Depuis qu’elles ont conquis la surface de la terre il y a environ 475 millions d’années, les plantes
ont développé de nombreuses stratégies pour faire face aux carences en eau et en nutriments et
surtout pour assurer un équilibre a I’environnement. Et I’une de ces stratégies-la plus fascinante
et & plus adoptée est I’association symbiotique (Sirguey et al., 2019). Plus de 80% des plantes
vivent en symbiose avec des microorganismes hétérotrophes appelé les champignons
endophytes. Cette relation symbiotique a créé un lien durable et mutuellement bénéfique. Si on
considere que 1’ensemble de ces échanges en symbiose, on peut également distinguer d’autres
modes d'interaction : parasitisme, saprophytisme, endophytisme (Haddadi et Hamrani.,
2017).

Les champignons endophytes vivent en toute discrétion a I’intérieur de la plante. Elle leurs
fournit le gite et quelques sucreries issus de la photosynthese, en échange ces microorganismes
renforcent la croissance et la résistance de la plante grace a des nutriments, tels que 1’azote et
le phosphore, aussi ils fabriquent des myriades de molécules qui fournissent un arsenal
chimique a la plante pour qu’elle puisse se défendre contre d’éventuels envahisseurs, tels que,
des bactéries nocives et assure une tolérance aux différents types de stress biotique et
abiotiques. De ce fait, ils peuvent interagir plus longtemps avec la plante (Khiralla et al., 2016).
IIs ont également un grand intérét biotechnologique en raison de leur capacité de synthétiser
des composes antibactériens, antiviraux, anticancéreux, antioxydants, antidiabétiques et des
immunosuppresseurs (Pawle et al., 2014).

Par ailleurs, les endophytes sont connus pour étre une ressource importante de diverses classes
de métabolites bioactifs (Abdalla et al., 2020), qui comprennent des composés qui imitent les
métabolites synthétisés par la plante hote. Par conséquent, la production de ces nouveaux
composés est d'une grande importance pharmaceutique, industrielle et agricole, car ces
métabolites peuvent étre uniques dans leur structure et efficaces contre plusieurs maladies.

Les champignons endophytes peuvent aussi synthétiser une large gamme d’enzymes
extracellulaires (pectinases, cellulases, lipases, amylases, laccases et protéinase, etc.), et des
produits naturels qui démontrent une variété d'activités biologiques peuvent étre utilisés

industriellement (Sopalun et al., 2020).
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L’objectif principal de ce travail consiste a 1’¢tude de I’activité enzymatique et
antimicrobienne de quelques champignons endophytes du genre Alternaria, Cladosporium,
Aspergilus sp isolés a partir de deux plantes médicinales Arthrophytum scoparium et
Astragalus armatus. Pour ce faire, ce travail comporte deux parties :

v Une syntheése bibliographique approfondie contenant des informations relatives aux
champignons endophytes et leurs potentialités remarquables a produire des
molécules d’intérét thérapeutique.

v' Une partie expérimentale qui traite le matériel et méthodes mettant en évidence
I’activité enzymatique et antimicrobienne des isolats fongiques choisis et présente
les résultats obtenus et leur discussion

Enfin, notre manuscrit se termine par une conclusion qui ouvre des perspectives de recherche

sur le théme étudié.
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|.Généralités sur les champignons endophytes

1. Définition

Le terme "endophyte” vient du grec étymologiquement signifie « a I’intérieur d’une plante ». Il
a été introduit pour la premiere fois par de Bary en 1866. Ce mot a été utilisé au sens large pour
désigner tous les organismes polyphylétiques (bactéries et champignons), qui durant une
période de leur vie envahissent les tissus vivants internes de leurs hdtes de maniere

asymptomatique (Haddar.,2017).

La définition la plus souvent utilisée pour décrire les champignons endophytes est celle de
Petrini (1991), qui a décrit les endophytes comme étant les microorganismes vivant de fagon
intra /ou intercellulaire (figure 1) pendant tout ou une partie de leur cycle de vie a I’intérieur
des tissus des plantes sans provoquer de symptdmes d’infection ou une manifestation visible

d’une maladie chez I’héte (Venieraki et al., 2017).

L’endophyte et son hote entretiennent une interaction biologique appelée I’endophytisme cette
interaction peut étre définit comme étant une association asymptomatique des microorganismes

fongiques qui se développent a I’intérieurs des tissus des végétaux (Brundrett et al., 2006).

D
-3 = Intercellular
4 mycelia

- @ Plant cell

\Z_F

"N\ Intracellular
mycelia

b Inter- and
: intracellular
& SE mycelia

Figure 1: Modes de croissance des champignons endophytes dans les tissus des plantes Hotes (Aouarib et
Lemsara.,2016).

2. Biodiversité des champignons endophytes

Les endophytes sont omniprésents avec une riche biodiversité, ils ont été trouvés dans toutes
les especes végétales examinées a ce jour. Il n'est pas négligeable que, sur les prés de 3.000.000
especes de plantes qui existent sur la terre, chaque plante est I'h6te d'un ou plusieurs endophytes
(Strobel et Daisy.,2003). On estime qu'il pourrait y avoir jusqu'a un million d'espéces
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d'endophytes différentes. Mais seulement environ 75.000 d’entre elles ont été identifiées Ce qui
signifie que la possibilité de trouver des produits naturels nouveaux et ciblés a partir de
microorganismes endophytes intéressants parmi des myriades de plantes dans différentes niches
et écosystemes est grande. Certains endophytes sont les synthétiseurs chimiques a l'intérieur de

la plante (Zerroug.,2018).

Le régne des champignons est scindé en cing embranchements des Microsporidia,
Chytridiomycota, Glomeromycota, Zygomycota et Dikarya (Ascomycota et Basidiomycota)
dont une grande majorité des champignons endophytes font partie du phylum Ascomycota
(Manoharachary et al., 2021) (figure 2).

2.1.Microsporidia :

Ce phylum regroupe les parasites unicellulaires des animaux et des protistes avec des

mitochondries tres réduites (Manoharachary et al., 2021).

2.2.Chytridiomycota :

Les champignons de ce phylum sont ubiquitaires avec une distribution mondiale. Ils sont
caractérisés par la production des spores mobiles capable de se déplacer dans les phases

aqueuses grace a un seul flagelle (Manoharachary et al., 2021).

2.3.Glomeromycota :

Les membres de ce phylum forment des mycorhizes a arbuscules avec les plantes supérieures.

et sont capables de se reproduire de maniére asexuée (Manoharachary et al., 2021).

2.4.Zygomycota :

Les membres de ce phylum sont capables se reproduisent de maniére sexuee. Avec des
méiospores appelées zygospores et asexuellement avec des sporangiospores (Manoharachary
etal., 2021).
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2.5.Dikarya :

Les Dikarya sont constitués des Ascomycota et des Basidiomycota.

2.6.Ascomycota :

Constituent le plus grand groupe taxonomique au sein des Eumycota. Ces champignons forment
des spores méiotiques appelées ascospores, qui sont enfermées dans une structure spéciale en

forme de sac appelée ascus (Manoharachary et al., 2021).

2.7.Basidiomycota :

Les champignons de ce groupe sont caractérisés par la production des méiospores appelées
basidiospores, la plupart des champignons qui appartient a ce phylum sont connus d’étre les

principaux agents pathogenes des céréales (Manoharachary et al., 2021).

Les champignons qui colonisent les tissus des plantes sont largement influencés par les
circonstances environnementales qui entourent les plantes hotes. Tels que le type et le pH du
sol, la salinité et la température, la répartition géographique ...etc. L'age de la plante hote influe
aussi sur la diversité des champignons endophytes (Fadhela.,2017).la variation de ces
paramétres a un grand impact sur la diversité de champignons endophytes (Yadav.,2018).

Les endophytes semblent étre plus divers dans les zones tropicales que dans les zones

tempérées ou froides du monde (Fadhela.,2017).
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Figure 2 : Abondance des champignons endophytes appartenant a des embranchements divers isolés de
différentes plantes (Rana et al.,2019).

3. Mode de reproduction et transmission des endophytes

Pour atteindre leur hote,les champignons endophytes s’aident de deux modes de transmissions
différentes verticale et horizontale dont La plupart peuvent se multiplier par les deux types de

reproduction (sexuée et asexuee) (Figure 3).

= La transmission verticale des champignons endophytes correspond a une reproduction
asexuée les hyphes des champignons sont transmis a leur progénitures via des graines.
C’est le principal mode de transmission.

= La transmission horizontale se déroule entre plante de la méme espéce ou d’espéces
différentes ou tout simplement a partir de 1’environnement externe via les spores

sexuées ou asexuées (Sopalun et al., 2020).
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Figure 3: cycle de vie et mode de transmission verticale et horizontale du champignon endophyte (Saikkonen et
al., 2004).

4. Classification des champignons endophytes
Selon Rodriguez et al., (2009), Les champignons endophytes peuvent étre classés en deux
groupes en fonction de leur taxonomie, leur fonction écologique et de leur localisation dans les
tissus de I’hote (Figure 4). Le groupe des Clavicipitaceae (C-endophytes) qui infectent

certaines graminées et les non clavicipitaceae (NC-endophytes) qui sont prédominants avec les

espéces vasculaires et non vasculaires.
4.1.Clavicipitaceae C-endophytes (Class 1)

Incluent des espéces vivantes symbiotiques associées aux insectes et aux champignons ces
endophytes se trouvent généralement a l'intérieur des bourgeons et rhizomes. Ex : Epichloé et

Balansia,

Les endophytes de classe 1 augmentent la biomasse des plantes, conférent une tolérance a la

sécheresse et produisent des substances chimiques toxiques contre les envahisseurs.
4.2. Non Clavicipitaceae (NC-endophytes)

Se sont champignons trés divers qui représentent trois groupes fonctionnels 2, 3 et 4.

421. Classe?2:
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Les endophytes de la classe 2 comprennent une diversité d'especes, ils font parties de
I’embranchement Dikarya (Ascomycota ou Basidiomycota). Ces endophytes colonisent les
racines, les tiges et les feuilles, ils sont capables de former des infections étendues dans les

plantes. Leur transmission est verticale.
4.2.2. Classe 3:

Les endophytes de classe 3 sont distingués sur la base de leur présence principalement ou
exclusivement dans les tissus aériens et les bourgeons. lls sont également membres de
I’embranchement Dikarya (Ascomycota ou Basidiomycota). Les endophytes de cette classe se

reproduisent la production des spores sexuée et asexuée. Leur transmission est horizontale.
4.2.3. Casse4:

Les endophytes de classe 4 sont principalement les champignons ascomycetes conidiales ou
stériles qui forment des structures mélanisées telles que des hyphes inter et intracellulaires et

des micro sclérotes dans les racines. Leur transmission strictement horizontale.

Tableau 1: criteres symbiotiques qui caractérisent les classes des champignons endophytes
(Rodriguez et al.,. 2009).

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

Non adapté a I'habitat (NHA) : Les avantages tels que la tolérance a la sécheresse et I'amélioration de la
croissance sont communs aux endophytes, quel que soit leur habitat d'origine. Adapté a I'habitat (HA) : les
avantages résultent de la spécifié de I'habitat telles que le pH, la température et la salinité.
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Figure 4: les classes d’endophytes selon la localisation des tissus colonisés (Pavithra et al., 2012).

5. Interaction endophyte-plante hote

Les plantes sont naturellement associées avec les micro-organismes de manieres diverses. Ces

associations sont considéré comme un phénomene écologique (Kulkarni et al., 2014).

Les endophytes entretiennent des relations symbiotiques ou mutualistes avec leur hote, en
raison de leur nature asymptomatique, mais parfois ils peuvent se transformer en saprophytes
agressifs ou en pathogénes opportunistes (Kulkarni et al., 2014).

Les relations symbiotiques peuvent étre soit obligatoires, c'est-a-dire nécessaires a la survie d'au
moins un des organismes impliqués, soit facultatives, lorsque la relation est bénéfique mais pas

essentielle a la survie des organismes en interaction (Kulkarni et al., 2014).

Les endophytes peuvent devenir des agents pathogénes des plantes, en fonction du stade de
développement de I'héte et de I'endophyte, des facteurs environnementaux, et les réponses de

défense de I'note.

L'interaction mutuelle entre les endophytes et les plantes hétes peut influencer la formation de
certains des composeés bioactifs ayant des propriétés médicinales, qui peuvent étre utilisés par
I’homme. Etd’autres impliqués dans la défense de la plante contre les insectes et les herbivores.

(Sharma et al., 2020).

La colonisation endophytique peut également améliorer la capacité d'adaptation écologique de
I'ndte en améliorant la tolérance aux stress biotiques et abiotiques. Elle joue un réle important
dans la croissance de la plante et augmente la résistance aux agents pathogenes et améliore la

production agricole. De plus Les champignons endophytes ont un impact profond sur les plantes
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car ils leurs permettent de s'adapter aux différents environnements et cela peut augmenter la

diversité des endophytes (Kulkarni et al., 2014).
6. Importance et role des endophytes

6.1 Importance des endophytes
Les champignons endophytes conferent a la plante la capacité de résister aux stress biotiques
et abiotiques et I’amélioration de I’assimilation des nutriments nécessaires a la croissance de
cette derniére (Miral.,2018).

6.2 Rodle physiologique

6.2.1 Les champignons endophytes un puissant agent de lutte biologique

Le stress biotique pourrait étre le résultat de la compétition interspécifique, parasites
invertébrés, herbivores, les maladies causées par des agents phytopathogenes (Liarzi et
Ezra, 2014). Il a été constaté que ces champignons améliorent la tolérance de leurs plantes
hotes (Arnold et Herre, 2003 ; Vega, 2008 ; Rodriguez, 2009). Ces auteurs

o Ont mentionné que les extraits de graines de la fétuque élevée Festuca
arundinacea infectées par des endophytes inhibent la germination de Trifolium
spp.

o  De méme le nombre de trefle blanc Trifolium repens a diminué dans les paturages
dominés par autres plantes infectées par des champignons endophytes
(Sutherland et Hoglund, 1989).

6.2.2 Contribution dans la protection contre les parasites invertébrés
6.2.2.1 Protection contre les nématodes
Le champignon endophyte de la tomate Fusarium oxysporum souche 162 induit la résistance
systématique contre le nématode R. similis dans la banane par application combinée avec le
champignon Paecilomyces lilacinus souche 251 et la bactérie Bacillus firmus (Mendoza et
Sikora, 2009).
6.2.3 Protection contre les insectes ravageurs

Des études ont mentionné que les métabolites secondaires des champignons endophytes tels
que les alcaloides contribuent a la toxicité des insectes 1’ergovaline et les janthitremes (Siegel
etal., 2002).
6.2.4 Contribution dans la protection contre les agents phytopathogenes
Plusieurs mécanismes sont utilisés par les endophytes pour la protection de leurs plantes

hotes contre les agents phytopathogenes (Hanada et al., 2010).
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Les champignons endophytes peuvent induire la résistance systémique de leurs plantes hétes
contre les agents pathogénes aprés avoir pénétré activement et coloniser ces derniers,
favorisant la synthése de composés biologiquement actifs ou provoquant des changements

dans la morphologie et / ou la physiologie végétale (Hanada et al., 2010).
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II.Métabolites secondaires et bio-activité des endophytes
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Meétabolites secondaires

Les produits du métabolisme secondaire sont en tres grand nombre (Harmann,2007). lls sont
d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits en faible quantité. Ces produits, a
structure chimique souvent complexe sont tres dispersés et tres différents selon les espéces.
Les produits naturels des endophytes fongiques ont un large spectre d’activité biologique et
peuvent étre regroupés en plusieurs catégories : alcaloides, stéroides, terpénoides,
isocoumarines, quinones, phénylpropanoides et lignanes, phénols et acides phénoliques.
(Zhang et al., 2006 ; Elfita et al., 2012 ; Lee et al., 2014 et Shukla et al., 2014).
Alcaloides

. Les alcaloides sont des produits naturels qui contiennent de [l'azote,

habituellement comme étant un élément d'un systéme cyclique.

. Les alcaloides étant en grande majorité des amines, ils sont trés facilement

oxydés a I’air en N-oxydes, ce qui facilite leur dégradation.
. C’est pourquoi ils sont conservés le plus souvent sous forme de sels plus stables

(tartrates, citrates, sulfates ou chlorhydrates).

. Ce sont des solides cristallisés sauf la nicotine et la coniine.
Stéroides

. Les stéroides sont une importante catégorie de lipides, présents dans le regne
animal et végétal (le cholestérol, les vitamines,

les hormones sexuelles: cestrogéne et progestérone,testostérone et androstérone)
( Elhouiti f.,2021).

Terpénoides

Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiere
primaire végétale botaniquement définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par
distillation séché ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L huile essentielle
est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de
changement significatif de sa composition) ( Elhouiti f.,2021).

Les composés phénoliques : (isocoumarines, quinones, phénylpropanoides et lignanes,

phénols et acides phénoliques) :
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Les composés phénoliques sont des dérivés aromatiques hydroxylés non azotés dont les
cycles aromatiques sont issus du métabolisme de I’acide shikimique et/ou de celui d’un

polyacétate (Benarousse k.,2020).
Bio activité des endophytes

Les champignons endophytes sont considérés comme un important réservoir de nouveaux
métabolites secondaires bioactifs (Tan et Zou, 2001 ;Strobel et al., 2004), produisant le plus
grand nombre de métabolites secondaires par rapport aux autre catégories de
microorganismes (Zhang et al., 2006), ainsi qu’une grande diversité structurale comprenant
des alcaloides (amines, amides...), peptides, stéroides, terpénoides, phénols, quinones,
composes aliphatiques, flavonoides etc. (Yu et al., 2010). Ces substances naturelles produites
par les champignons endophytes possédent un large spectre d’activité biologique (Zhang et
al.,2006), comprenant des composes antibiotiques, antifongiques, antiviraux,
immunosuppresseurs, agents anticancéreux, antioxydants, insecticides et autres substances
biologiquement actives ( Strobel et Daisy, 2003;Strobel et al., 2004).
o Activiteé antibactérienne :

La fréquence croissante des souches pathogénes multirésistantes a limité¢ 1’effet d’un
traitement antimicrobien traditionnel, ce qui implique le besoin de nouveaux agents
thérapeutiques contre les maladies infectieuses (Strobel et Daisy, 2003 ;Larsen et al. 2005).
Guanacastepenes dont Guanacastepene A (Figure 5), représentent une trés grande diversité
de diterpénoides, ils sont produits par un champignon endophyte, et ont démontré une activité

prononceée contre les souches résistantes de Staphylococcus aureus (Brady et al, 2001).
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Figure 5: Quelques exemples des substances antibactériennes produites par les champignons

endophytes (Chemdraw).
e Activité antifongique

Les infections fongiques sont devenues un probléme de plus en plus difficile, il est donc
nécessaire de trouver de nouvelles substances antifongiques pour lutter contre des maladies
(virus du sida et le nombre accru de greffés) (Strobel., 2002). Le cryptocandin, et ses dérives
sont mis a I’étude pour lutter contre certain nombre de maladies fongiques de la peau et des
ongles (Strobel et al., 2004).

° Activité antivirale

Autre raison, I’émergence de résistance aux meédicaments, et de I’épidémie du VIH ainsi que
les infections opportunistes associées a cette derniére, il y a xanthoviridicatins E et F(Figure
6) qui inhibent la réaction de clivage de I’intégrase du VIH-1, il a été produit par I’endophyte
Penicilium chrysogenum (Singh et al., 2003).
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Figure 6: Substance antivirales produites pas les champignons endophytes (Chemdraw).

° Activité anticancéreuse

Les médicaments anticancéreux présentent une toxicité non spécifique a la prolifération des
cellules normales avec des effets secondaires ; de nombreux produits naturels de plantes ou
de microorganismes ont été identifiés en tant qu’agents anticancéreux récemment les
endophytes (Pimentel et al., 2011).

Le premier médicament anticancéreux produit par les champignons endophytes est le taxol
un diterpénoide qui empéche la dépolymeérisation des molécules de tubuline au cours des
processus de division cellulaire ce qui réduit ou interrompt leur croissance et leur propagation
(Schiff et Horwitz.,1980). Isolé initialement de 1’écorce de 1’arbre Taxus brevifoliaet se
trouvant dans toutes les espéces d’ifs du monde, ce qui a poussé a le chercher dans les
champignons endophytes de ces ifs; et il a été démontré que 1’endophyte Taxomyces
andreanae isolé de Taxus brevi folia le produisait.

Le taxol (Figure 7) a été trouvé dans un certain nombre de différents genres de champignons

endophytes, soit associés ou non aux ifs tels que P. microspora (Strobel et al., 1993).
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Figure 7: substance anticancéreuses produites par les champignons (Chemdraw).

Potentialité enzymatique des endophytes

Les champignons endophytes ont la capacité de produire une large gamme d’enzymes
extracellulaires tel que la pectinase , cellulase , lipase ,amylase ,laccase et protéinase. qui
jouent un réle important dans la biodégradation et I’hydrolyse (Sunitha et al.,2013)., la
production de ces enzymes peut étre impliquée dans la stratégie de resistance de la plante hote
aux microorganismes ou dans I'amélioration de la nutrition de la plante.( Alberto et al,.2016).
Les enzymes extracellulaires sécrétées par les champignons endophytes sont d’une grande
importance dans les industries biotechnologiques, pharmaceutiques et agro-alimentaires
(Mishra et al,.2019).

il existe quelques enzymes pertinentes qu’on a examiné dans notre étude. On parle de

I’amylase, protéase, lipase et estérase.

= Protéase : Les protéases représentent deux tiers des besoins mondiaux en enzymes
industrielles. Elles ont une application, notamment dans les processus industriels de
biorestauration, les industries pharmaceutiques et alimentaires, Les protéases sont
utilisées dans des contextes cliniques, notamment a des fins thérapeutiques, par exemple
dans le traitement du diabéte. Ces enzymes peuvent étre trouvées dans différents
organismes, y compris les animaux, les plantes et les micro-organismes, en particulier

les champignons (Alberto et al,.2016)
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" Amylase : L’amylase (a-amylases, f-amylases et glucoamylases) représente I'un
des groupes d'enzymes les plus importants dans le domaine de la biotechnologie.
Une variété d'industries alimentaires, chimiques, détergents, textiles, utilisent des
enzymes amylolytiques microbiennes pour convertir I'amidon en différentes
solutions sucrées. Plusieurs types d'enzymes sont impliqués dans la dégradation de
I'amidon principalement. Les glucoamylases sont courantes chez les champignons,
et Aspergillus ssp. et Rhizopus sp. sont souvent utilisés comme sources d'amylases
industrielles (Corréa et al,.2014).

" Lipase : La lipase EC (3.1.1.3) sont des enzymes hydrolytiques qui in vivo rompent
la liaison ester du triacylglycérol, en libérant des acides gras libres et du glycérol.
La lipase microbienne est généralement obtenue a partir de certaines espéces de
bactéries et de champignons filamenteux. Cette enzyme présente un potentiel
exceptionnel d'utilisation dans les bioprocédés Par exemple, ils sont tres stables dans
les solvants organiques, ne nécessitent pas de cofacteurs et peuvent agir sur une
grande variété de substrats (Corréa et al,.2014).

. Estérase : les estérases (EC. 3.1.1.1 - carboxylestérases) sont largement répandues
chez les animaux, les plantes et les micro-organismes, les champignons plus
particulierement. Les estérases catalysent la rupture et la formation des ligands
esters. Leur action se limite généralement aux acides gras a chaine courte solubles
dans l'eau. De nombreuses estérases sont commercialisées et utilisées pour la

synthése des composes optiquement actifs de lipides et de détergents.
4. Description des genres endophytes et des microorganismes étudiés

4.1. Aspergillus ssp

La premiere découverte des champignons endophyte Aspergillus sp par Nees en 1916, Ce
genre contient environ 185 especes réparties en 18 groupes morphologiquement |,
génétiquement et physiologiquement proches (Raper et Fennell, 1965 ; Botton et al,.1990
; Roquebert,.1998). Il est classé parmi les deutéromycetes Dematiaceae. Taxonomie basé

sur nombreuses classifiassions.

Certaines especes peuvent étre directement pathogénes pour I’homme et les animaux en étant
capable d’envahir les tissus vivants et provoquer des aspergilloses tel que : L’Aspergillus
flavus qui peut contribuer de maniére significative a différents problemes de santé associes a

la qualité de ’air intérieur. Il peut également causer des pathologies diverses chez ’homme,
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incluant des allergies, de I’asthme, une aspergillose broncho-pulmonaire allergique (Larone
etal., 1987).

4.2 Alternaria

Est un genre comportant approximativement 50 espéces. Il est classe parmi les
Dothideomycetes

Alternaria. Est connu mondialement a la fois comme organisme phytopathogéne courant et
comme allergéne aéroporté ; plus particulierement, 1’A. alternata est reconnu comme
I’espéce aéroallergene type, et, dans une majorité de cas, les problémes de santé chez les
humains et les animaux ont été associés a cette espéece.

Les composants d’Alternaria sont reconnus comme étant des allergenes puissants.
L’abondance relativement grande des conidies d’Alternaria dans I’air extérieur et la
prévalence de ce mycéte dans les maisons contaminées en font I’une des sources d’allergénes

fongiques les plus importantes (EMLAB et al,.2007).
I’Alternaria a été associé a la maladie nommée poumon du fermier (do Pico, G et al., 1976).
4.3.Cladosporium sp

Le genre Cladosporium est I’un des mycétes environnementaux les plus communs trouvés
dans le monde entier (EMLAB et al., 2007). Le C. herbarum et le C. cladosporioides sont
les espéces les plus souvent trouvées dans I’environnement; ce sont aussi des espéces
communes du milieu intérieur parfois associees a des problémes de santé( Flannigan et al.,
2002).

Le genre Cladosporium comporte plus de 40 espéces nommeées officiellement (Patterson.,et
al 2009).et 180 souches inscrites dans la banque internationale de données du consortium
Universel Protéine Resource ( UniProt Consortium.,2009).

Les espéces de Cladosporium se développent de facon optimale a une température ambiante
variant de 18 a 28 °C ( Gravesen et al.,1990).

Aucun symptome particulier d’irritation ou d’inflammation n’a été attribué spécifiquement

aux especes de Cladosporium.

Description des microorganismes étudiés :
Les bactéries sont des organismes microscopiques unicellulaires qui vivent dans
diversenvironnements, ces organismes peuvent vivre dans le sol, ’océan et 1’intestin humain.

Les bactéries peuvent étre classifiés selon deux Gram : Gram + ou Gram — (Tableau 2).
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Tableau 2: Description des microorganismes étudiés (Belmechri.,2017).

Microorganisme | Gram Définition Habitat Infections
hospitalieres
E.coli Gram- Sont des bacilles Matiere fécales Infection
forme non sporulée | Aliments contamines urinaires, et
mobile grace aux Eau usées respiratoire
flagelles Plaies
longuer2a6pum, septicémies
largeur 1,141, 5um.
Pseudomonas | Gram- | Sont des bacilles, | Sol eau plantes voies Infection
aeruginosa 5a3um de long respiratoire ... pulmonaire,
Largeur 0,54 0,8um urinaires. ...
Mobile a une
ciliature type polaire
mono-triche
Klebsiellapneumo | Gram- Famille des Matieres fécales Infection
niae entérobactéries aériennes supérieur pulmonaire,
aliments contaminé urinaires ...
Staphylooccus | Gram Sont des Peaux chevaux Infection
aureus + coccidiametre 0,8- | périnée poussiers et | cutanées plaies
1um I’air aliments abces
contaminer
Bacillus cereus | Gram Constitué de Sol, I’eau, lait(en Intoxication
+ bactéries sporulées poudre).... alimentaire
et tellurique,
ubiquitaire
Condida albicans | Levur Sont unicellulaire Bouche, tractus
e origine de la gastro-intestinal ... /

condidose disséminée
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Matériel et méthodes

1. Matériels

1.1 Présentation des champignons étudiés

Trois isolats endophytes issus de deux plantes médicinales locales Astragalus armatus et

Arthrophytum scoparium ont fait 1’objet de notre étude. Les trois isolats Aspergillus sp, C.

cladosporiode, Alternaria alternata ont été cultivés sur milieu PDA a 28°C.

Les

caractéristiques de chaque isolat et sa taxonomie sont représentées dans (tableau 3) et

(tableau4).

Tableau 3: caractéristiques macroscopiques et microscopiques des trois isolats fongiques

Isolats Observation

fongiques macroscopique et

microscopique

Description

Aspergillus sp

microscopique

Il représente une croissance rapide sur le
milieu de culture PDA. La majorité poussent a
22- 25°C ; les espéces thermophiles se
développent a 37-40°C, parfois jusqu’a 57°C.
Ils forment des colonies souvent poudreuses
ou granuleuses. Les colonies prennent des
teintes caractéristiques, brunes, vertes, jaune
ou noires selon les especes et peuvent
synthétiser des toxines tel que les aflatoxines,
ochratoxine A, fumagiline, I’acide helvolique,
la gliotoxine, les dérivés quinoniques et des
alcaloides (Tabuc,.2007).
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C.cladosporiode

(Suspect)

IIs ont une croissance lente a modérément
rapide sur tous les milieux de mycologie. lls
ne sont pas inhibés par le cycloheximide. Ils
ne poussent généralement qu’a 20-25 °C, Les
colonies ont une texture veloutée ou
floconneuse, parfois poudreuse. La couleur va
du vert olive au brun noir trés foncé, et le
revers est brun noir. Les hyphes septés sont
pigmentés. Ils produisent des conidiospores
(encore plus fonces) et forment de longues
chaines acropetes, ramifiées, réalisant des
arbuscules fragiles. Ils synthétisent des toxines
(Tabuc,.2007).

Alternaria
alternata

microscopique

Les colonies apparaissent noires et duveteuses
et présentent une texture épaisse, thalles brun-
noir, veloutés, portant des spores de
reproduction asexuée produites en grosses
quantités, rugueuses et sombres, de forme
ovale, elliptique et présentent des stries
longitudinales et transversales, parfois, une
excroissance verruqueuse a I’extrémité des
chaines de spores. Ce genre résiste a la
sécheresse (Thomma,.2003). Les espéces
d’Alternaria produisent des toxines tel que
I’alternariol, 1’alternariole monométhyle éther,
altenuene, altertoxins 1, Il, 111, tenuazonic acid
et bien d’autres métabolites toxiques (Ostry.,

2008).

D’apres NCBI nos trois isolats suivent la taxonomie du tableau 4 :
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Tableau 4: taxonomie des champignons étudiés.

ASV3 RV3 8’
Régne Fungi Fungi Fungi
Phylum Ascomycota Ascomycota Ascomycota
Euascomycetes . Euascomycetes (ou

Ordre Eurotiales Capnodiales Pleosporales
Famille Trichocomaceae Davidiellaceae Pleosporaceae
Genre Aspergillus Cladosporium Alternaria
Espéce Aspergillus sp C.cladosporiode Alternaria alternata

1.2. Présentation des microorganismes étudies

Les souches bactériennes utilisées sont des souches de références ; constitués de Cing bactéries

pathogenes, trois a Gram négatif, deux a Gram positif et une levure (Tableau 5) :

Tableau 5 : les souches bactériennes et la souche fongiques étudiés.

Microorganismes Souches bactériennes Gram Code
Bacillus cereus Positif ATCC 25921
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Bactéri
acteries Escherichia coli ATCC 8739
. Négatif

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Klebsiella pneumoniae (IBMC) Strasbourg
Candida albicans CIP 444
Levure

1.3. Milieux de cultures utilisés

= Le repiquage des champignons endophytes a été effectué sur un milieu (PDA)

(voir annexe).

= La culture des bactéries a nécessité 1’utilisation de la gélose nutritive (GN) (voir

annexe).

= [’¢évaluation de I’activité enzymatique a nécessité I’utilisation du milieu Glucose

Yeast Extract Peptone (GYP) et le milieu Peptone Agar (voir annexe).

=  [’évaluation de I’activité antimicrobienne a nécessité ’utilisation du

milieu (MH) Muller Hinton Agar (voir annexe).

1.4. Appareillage

= Autoclave manuelle.

=  Etuve & 28°C et 30°C et 37°C (MEMMERT)

= Agitateur vibrant vortex.
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= Spectrophotometre (BIOCHROM Libra S6).
= Agitateur magnétique chauffant

= Stérilisateur (MELAG).

= Becs bunsen.

= Balance.

= Pjed a coulisse.

1.5. Verreries et autres materiels
= Verreries : erlenmeyers, béchers, éprouvettes graduées, fiole jaugées, tubes a
essais, entonnoir, flacons en verre.
= Autres matériels : boites de pétris en plastique, micropipettes, pipettes pasteurs,
écouvillon, cuves, gants, bavettes, marqueur, briquet.
1.6. Produits et réactifs
= Sels: chlorure de sodium (NaCl), chlorure de calcium (CaCly).
= Réactifs colorés : Lugol.
= Autres produits : agar (LIOFILCHEM), amidon, gélatine, caséine, glucose, extrait
De levure, peptone (TM MEDIA), tween 20, tween 80 (SIGMA-ALDRICH), eau
distillée.

2. Méthodes

2.1. Activité enzymatique

Notre expérimentation s’intéresse a mettre en évidence les enzymes extracellulaires
(amylase, lipase, protéase, estérase) par la digestion des substrats dissous dans des boites de
gélose aprés 1’inoculation des champignons endophytes et incubation pendant 4-5 jours. La

zone de I’activité enzymatique entourant la colonie fongique a été mesurée.
= L’activité amylolytique

L’activité amylolytique a été évalué par I’inoculation des champignons endophytes sur un
milieu GYP (Glucose Yeast Extract Peptone Agar) additionné de 2% d’amidon. Aprés 3-5
jours d’incubation a 28°C et 30°C, les boites ont ét¢ inondées avec le réactif Lugol (pour
mettre en évidence la zone d’hydrolyse de I’amidon). L’apparition d’une zone claire formée
autour de la colonie a été considérée comme positive pour la production d'amylase (Sunitha,
etal., 2013).
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] L’activité protéolytique

o Dégradation de la gélatine

L’activité protéolytique a été évalué par I’inoculation des champignons endophytes sur un
milieu GYP (Glucose Yeast Extract Peptone Agar) additionné de 0.4% de la gélatine. Apres
3-5 jours d’incubation a 28°C et 30°C.la zone claire formée autour de la colonie indique la

présence de la protéase (Sunitha et al., 2013).
o Dégradation de la caséine

L’activité protéolytique a été évalué en cultivant les champignons endophytes sur un milieu
GYP (Glucose Yeast Extract Peptone Agar) auguel on a ajouté 7ml du lait écrémé stérilisé.
Aprés 3 a 7 jours d’incubation a 28°C et 30°C. L’apparition d'une zone claire entourant la

colonie était considérée comme positive pour la protéase (Sunitha et al., 2013).
. L’activité lipolytique

Les champignons endophytes ont été cultivés sur un milieu peptone agar, additionné de 1%
du tween 20 stérilisé séparément, apres 5 jours d'incubation a 28°C et 30°C, une apparition

d’une zone claire de la colonie active a indiqué la présence de ’activité lipolytique (Devi et

al.,2012).
. L’activité estérasique

L’activité estérasique a été mise en €vidence par I’inoculation des champignons endophytes
sur le milieu peptone agar additionné de 1% du tween 80. Aprés 5 jours d'incubation a 28°C
et 30°C. L’apparition de la zone claire entourant la colonie a été considerée comme positive

pour ’estérase (Devi et al.,2012).

2.2. Mise en évidence de ’activité antimicrobienne

. Protocole expérimentale

A fin de déterminer 1’activité antimicrobienne de nos isolats fongiques, vis-a-vis de cing
bactéries pathogénes (trois a Gram négatif : Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (IBMC Strasbourg) et deux a Gram
positif : Bacillus Cereus (ATCC 25921), Staphylococcus Aureus (ATCC 6538) et une levure
Candida albicans (CIP 444), on a utilisé la méthode de cylindre d’agar.

37



Chaqgue bactérie a été ensemence en stries sur un milieu de gélose nutritive (GN) et ont été
incubés pendant 24h a 37°C. Afin d’obtenir des colonies isolées. A I’aide d’un écouvillon,
nous avons seélectionné les colonies bien isolées, on les a revivifiés dans des tubes a essais
contenant de I’eau physiologique stérile. Les suspensions bactériennes doivent étre bien
homogénéisé et leur turbidité doit étre ajustée entre 0.08 a 0.1 mesurée a 625nm pour obtenir
une suspension de charge 108 CFU/ml. Ensuite a I’aide d’un écouvillon stérile on a étalé

I’inoculum sur toute la surface des boites de Pétri contenant la gélose Muller Hinton (MH).

Le prélevement de trois cylindres d’agar a été effectué a 1’aide d’une pipette pasteur stérile
a partir d’une culture de champignon endophyte sur PDA, puis ont été déposé sur la gélose
MH préalablement inoculée par les bacteéries cibles, et finalement incubés pendant 24 heures
a une température de 37°C. Les diamétres des zones d'inhibition apparus autour des cylindres

d’agar ont été¢ mesurés en millimétres (figure 8).
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1.Préparation de la
suspension
bactérienne

2.L’ensemencement des bactéries 3.Prélevement des cylindres d’agar
test a l'aide d’une pipette pasteur.

milieu Muller Hinton Agar

-
@ &

4.Apparition des zone d’'inhibition
autour des cylindres d’agar aprés 24h
d’incubation a 37°C

Figure 8: représentation des étapes du protocole de I'activité antimicrobienne (Chemdraw).
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V.

Résultats et discussion

1. Résultats de I’activité enzymatique

La production de quatre enzymes extracellulaire (
amylase,protéase,lipase,estérase) par nos trois isolats fongiques a été
déterminé par la digestion des substrats dissouts dans des boites de gélose
aprés 1’inoculation des champignons endophytes et incubation pendant 4-5
jours de I’activité enzymatique entourant la colonie fongiques a été mesurée

(Sunitha et al., 2013).

6.2.5 Activité amylolytique

Tous les isolats fongiques ont montré un résultat positif pour 1’activité amylolytique. Ce
résultat est traduit par I’apparition des zones claires autour des colonies correspondant a
I’hydrolyse d’amidon (Tableau 6).

= Activité protéolytique

L’activité protéolytique de nos isolats fongique sur deux protéines gélatine et caséine a été
mise en évidence par 1’apparition d’un halo clair autour des colonies cela indique que tous
les isolats fongiques produisent des protéases qui sont impliqué dans la dégradation de la
gélatine et la caséine (Tableau 7) et (Tableau 8).

= Activité lipolytique

Les résultats obtenus ont montré un résultat positif pour ’activité lipolytique qui se traduit
par Papparition d’un halo clair autour des colonies des isolats fongiques testées, une

production des cristaux a été également remarquée (Tableau 9).

= Activité estérasique

Les résultats obtenus ont révélé une activité estérasique des trois isolats fongiques
d’endophytes qui sont traduit par I’apparition d’un halo opaque autour des colonies ceux qui

indique la dégradation des lipides (Tableau 10).
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Tableau 6: I’activité amylolytique des trois isolats fongiques.

Isolats

Résultat a 28°C

Résultat a 30°C

Asv3

Rv3

87
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Tableau 7: I’activité protéolytique des trois isolats fongiques (gélatine) .

Isolats

Résultat a 28°C

Asv3

Rv3

Résultat a 30°C
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Tableau 8: I’activité protéolytique des trois isolats fongiques

(caséine).
Isolats Résultat a 28°C Résultat a 30°C
ASV3
RV3

8,
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Tableau 9: I’activité lipolytique des trois isolats fongiques.

Isolats

Résultat a 28°C

Résultat a 30°C

Asv3

Rv3
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Tableau 10: I’activité estérasique des trois isolats fongiques.

Isolats Résultat a 28°C Résultat a 30°C

Asv3

RV3

= Effet de la température sur I’activité enzymatique

Les deux histogrammes de la (figure 9) et (figure 10) représentent I’effet de la température
sur I’activité enzymatique de nos trois isolats fongiques (Aspergillus ssp, Cladosporium
,Alternaria) selon deux températures 28°C et 30°C et les différents milieux cités ci-dessus.
La croissance et la production des enzymes ont été déterminées par la mesure de diameétre

des zones d’activités (Halo).
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Figure 10: Le diamétre des zones d’activités (Halo) & T30°.

= Résultat :

» L’activité amylolytique (milieu GYP + amidon) : A 28°C les trois isolats fongiques Aspergillus
ASV3 Cladosporium RV3 et Alternaria 8’ ont montré une faible croissance avec des zones d’activités
qui varient entre (16 mm a 17 mm). A 30°C les deux isolats Cladosporium et Alternaria ont montré
une augmentation de croissance avec des zones d’activités supérieures a 20 mm, par contre

I’Aspergillus est resté constant.
» L’activité protéolytique :

o Gélatine : A 28°C les trois isolats fongiques ont montré des zones d’activités Importantes de 20 mm.
A 30 °C [’Aspergillus ssp a montré la zone d’activité la plus faible (16mm).
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» Caséine: A 30° C I’Aspergillus a montré une zone d’activité maximale (16mm) par rapport aux
isolats fongiques Cladosporium et Alternaria qui ont présenté une faible croissance avec des zones
d’activité de 10mm. A 28°C I’isolat Cladosporium a présenté une faible croissance avec une zone

d’activité delOmm en revanche I’Alternaria a montré une zone d’activité maximale de 15mm.

» L’activité estérasique : A 30°C les trois isolats fongigques ont présenté une croissance importante de
(20mm). A 28°C on a observé une diminution de la croissance de [/’Aspergillus avec une zone

d’activité de (17mm)

» L’activité lipolytique : les trois isolats fongiques ont montré une croissance maximale avec des zones
d’activité importantes (20 mm) a 28°C et 30°C. La température optimale pour les enzymes (amylase,
lipase, estérase) produites par les trois isolats fongique ASV3, RV3, 8’ était de 30°C. La température
idéale pour la production de la protéase était a 28°C.

D’aprés les observations ci-dessus, on peut déduire, d’une maniére générale, que 1'augmentation de
la température d'incubation de 28 & 30°C a favorise la croissance de nos isolats fongiques ainsi que le
taux de production d’enzymes. Cet effet est récapitulé dans le tableau suivant (tableau 11) selon la
sensibilité de chaque activité :

Tableau 11: I’activité enzymatique des trois isolats fongiques. (+++ : Résultat positif important, ++ :
résultat positif faible, + : résultat positif trés faible)

Activités ISOLATS T28C° T30C°
Enzymatique ASV3 T "
Amylolytique RV3 ++ ++

8’ + ++

ASV3 ++ ++
Protéolytique RV3 + +
8 + +

ASV3 ++ +++

Lipolytique RV3 ++ i+
]’ + ++

Estérasique ASV3 i+ .
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Discussion de P’activité enzymatique

Notre expérimentation mettant en évidence [’activité enzymatique de trois nos isolats
fongiques Aspergillus, Cladosporium, Alternaria a révélé que la plupart de ces derniers sont
capable de produire des enzymes extracellulaires comme 1’amylase, protéase (impliqué dans

la dégradation de la gélatine et la caséine), lipase, estérase.

Les résultats obtenus se sont avérés positifs pour 1’activité amylolytique et lipolytique
(tableaux 5et 8), nos trois isolats fongiques ont produit I’amylase et ceci est dii a leur capacité
de dégradé I’amidon. En revanche I’activité lipolytique a montré que tous les isolats
fongiques ont produit la lipase. Selon Desire et al,. (2014), la production de ces deux
enzymes (amylase et lipase) a montré que les champignons endophytes utilisent I’amidon qui

est une source organique de carbone et les lipides comme source d’énergie.

Concernant la déegradation de la caséine et la gelatine, nos trois isolats fongiques semblent
étre capables de produire de la protéase. L’isolat Aspergillus sp a montré une activité
protéolytique plus élevée par rapport au Cladosporium et Alternaria. La protéase est une
enzyme qui effectue une protéolyse, c'est-a-dire qui entame le catabolisme des protéines en
hydrolysant les liaisons peptidiques qui relient les acides aminés entre eux dans la chaine

polypeptidique formant la protéine (Jain et al,. 2012).

Nos échantillons Aspergillus Cladosporium sp et Alternaria semblent avoir une activité

estérasique, qui est impliquée dans la dépolymeérisation des acides gras et des lipides.

L’effet de température sur 1’activité enzymatique de nos trois isolats fongiques qui est
représenté sur la (figure 9 et 10) a montré que la température idéale de la production
enzymatique est de 30°C. Cela a été observé beaucoup plus avec le genre Aspergillus. Selon
Différentes études, la température est I'une des principaux facteurs affectant le taux de
croissance (Bhattacharyya et al,. 2011).

Selon les travaux de Choi et al. (2005), la production d'enzymes extracellulaires par les
endophytes peut étre impliquée dans la stratégie de résistance de la plante héte contre les
phytopathogenes. Parmi les souches étudiees, celles appartenant au genre Aspergillus, ont
également les activités enzymatiques recherchées. Plusieurs endophytes du genre Aspergillus
ont été signalés comme étant une source d’enzymes amylase, lipase et protéase (MARIA et

al., 2005).
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Il est a signaler que la production des enzymes différe selon les champignons et répond
souvent aux exigences de son habitat. Cela peut étre di aux nombreux facteurs variables chez
I'nGte en fonction de I'age, des facteurs environnementaux, tels que les conditions climatiques
et I’emplacement géographique qui peuvent influencer la biologie des champignons.

(Sunitha et al.,2013).

D’apres la littérature, les enzymes issus des champignons endophytes gagnent une
importance dans l'agriculture, I'industrie et la santé humaine. Car elles sont souvent plus
stables (a haute température et a un pH extréme) que les enzymes dérivées des plantes et des
animaux. Les enzymes fongiques sont tres utiles dans la fabrication d'aliments, de boissons,
de confiseries, de textiles et de cuir et contribuent a simplifier la transformation des matieres

premieres (Maria et al,. 2005).

Résultats de ’activité antimicrobienne

Dans la présente étude, les trois isolats fongiques ont été dépistés pour leur pouvoir
antimicrobien suivant la technique des cylindres d’agar. Les isolats ont montré une activité
antimicrobienne plus au moins importante. Les zones d’inhibition autour des cylindres
fongiques ont été mesurées apres 24h d’incubation. Les résultants sont représentés dans le

(Tableau 12) ci-dessous.
Bactéries Gram positif

L’activité antimicrobienne de nos isolats fongiques contre les souches bactériennes a Gram
positif a été beaucoup plus remarquable sur les deux espéces Bacillus cereus et
Staphylococcus aureus dont les plus grandes zones d’inhibitions observés sont celles de
Staphylococcus aureus (10.46mm) (Figure 12) et Bacillus cereus (8.5mm) (Figure 11) en
présence de I’Aspergillus ssp ASV3.

Parmi les trois isolats fongiques étudiés Cladosporium RV3 et Alternaria 8’ n’ont montré

aucune activité inhibitrice envers Staphylococcus aureus et Bacillus cereus.
Bactéries Gram négatif

L’activité antimicrobienne de nos isolats fongique a éte également testée sur trois souches
bactériennes a Gram négatif Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa. Ces derniers se sont avérés résistantes car aucune zone d’inhibition n’a été

remarquée.
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Activité antifongique

L’activité antimicrobienne de nos isolats fongiques a également été testée sur une levure

Candida albicans. Parmi les trois isolats fongiques /’Alternaria 8’ a pu montrer un effet

antimicrobien contre la souche fongique Candida albicans qui se traduit par une zone

d’inhibition moyennement importante (13.90mm) (Figurel3). En revanche les deux isolats

fongiques Aspergillus ssp ASV3 et Cladosporium RV3 ont montré aucune zone d’inhibition.

Tableau 12: résultats de 1’activité antimicrobienne.

Zones d’inhibition en (mm)

Bactéries Gram Bactéries Gram négatif Souche
Champignons positif fongique
Endophytes
Bc Staph E.c Keb Pseudo C.a
ASV3 8.5 10.46 0 0 0 0
RV3 0 0 0 0 0 0
8’ 0 0 0 0 0 13.90

0 = absence de 1’activité antimicrobienne.

Ci-dessous quelques photos représentant I’activité antimicrobienne vis-a-vis des deux souches

Bacillus cereus et Staphylococccus aureus et de la levure Candida albicans.
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Figure 11: activite antimicrobienne des isolats  Figyre 12: activité antimicrobienne des isolats
fongiques étudiés sur Bacillus Cereus. fongique étudiés sur Staphylococcus aureus

Figure 13: activité antimicrobienne des isolats fongiques étudiés sur candida albicans.

4. Discussion de ’activité antimicrobienne

Dans notre étude ’activité antimicrobienne de nos trois isolats fongiques a été évalué par la
méthode des cylindres d’agar contre cinq souches bactériennes deux & Gram positif, trois a

gram négatif et une levure candida albicans.

Parmi les champignons endophytes étudiés, I’isolat Aspergillus sp ASV3 a montré une
activité antimicrobienne contre staphylococcus aureus et Bacillus cereus et 1’isolat
Alternaria 8’ a eu une activité sur candida albicans. Cela peut révéler I'énorme potentiel de
production de composés bioactifs avec des propriétés antimicrobiennes par les champignons
endophyte (Santos et al,. 2015). En revanche 1’endophyte du genre Cladosporium RV3 n’a
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pas montré une activité contre les souches testées. Cela peut étre expliqué par le fait que les
métabolites secondaires produites par ce champignon n’ont aucun effet sur les souches

bactériennes testés (Karaoui, 2017).

Le champignon endophyte ASV3 du genre Aspergillus ssp semble avoir une activité
antibactérienne contre les bactéries a Gram positifs plus importante que celle contre les
bactéries a Gram négative. Selon Amina et al., (2017), ces résultats peuvent s'expliquer par
le fait que ces deux groupes de micro-organismes different morphologiquement, parce que
les bactéries Gram négatif possedent une membrane externe polysaccharidique portant les
composants structurels du lipopolysaccharide ce qui rend la paroi cellulaire imperméable aux
composes lipophiles, contrairement aux bactéries Gram-positives, qui sont plus sensibles car
elles ne possedent qu'une couche externe de peptidoglycane qui ne constitue pas une barriere

de perméabilité efficace.

D’aprés Kumar et al, (2014), les endophytes sont censés mettre en ceuvre un mécanisme de
résistance pour surmonter l'invasion et inhiber les microorganismes nocifs qui peuvent causer
des maladies pour les végétaux, animaux et méme pour ’homme en produisant une grande

variété de molécules bioactives ayant une activité antimicrobienne.

Les champignons endophytes présentent une grande diversité d'adaptation microbienne, et
sont une bonne source d'étude et de recherche de nouveaux médicaments pour la médecine,

I'industrie et I'agriculture (Santos et al., 2015).
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Conclusion




Conclusion

Les champignons endophytes sont des micro-organismes présents dans les tissus vivants de
diverses plantes en établissant une relation mutuelle sans provoquer de symptomes
d’infection. Ces champignons sont considérés comme une source riche de metabolites

bioactifs qui ont un potentiel important utilisé en médecine, en agriculture et en industrie.

L’objectif fixé de cette étude est I’évaluation de 1’activité enzymatique de trois champignons
endophytes Alternaria, Cladosporium, Aspergillus ssp isolées de deux plantes medicinales

ainsi que leur pouvoir antimicrobien.

D’aprés nos résultats expérimentaux, 1’évaluation de I’activité enzymatique a montré que les
champignons endophytes testés sont capables de synthétiser une large gamme d’enzymes tels
que (I’amylase, protéase, lipase, estérase) et ceci est dii a leur capacité de dégrader I’amidon,
la gélatine, la caséine et les lipides, respectivement c.-a-d. Démontrent une variété d'activite
biologique.

Concernant I’évaluation de ’activité antimicrobienne de nos trois champignons endophytes
vis-a-vis de cing bactéries pathogenes dont trois a Gram négatif : Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et deux a Gram positif : Bacillus Cereus,
staphylococcus Aureus et une levure candida albicans, un pouvoir antimicrobien

remarquable envers au moins une souche de ce dernier a été observé.

En perspective, notre étude n’est qu'une étape préliminaire pour des études ultérieurs, plus

approfondies et plus accomplies dont nous suggérons les points suivants :

» L’optimisation de la production enzymatique par ces champignons endophytes
» La Recherche de I’activité antimicrobienne des endophytes sur d’autres souches
pathogenes.

» Tester d’autres activités biologiques telles que I’activité antioxydante.
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Annexes

Milieu PDA

POMME A BB . .ot 200g
N - T P 20g
(€] (1ol 0L RSP 20g
BaU diStIIEE. . ..o e e 1000ml

2 101070 1] P lg
EXIrAIt AE LEVUIE . .uvvi e e 0.1g
POPIONE ..o s 0.5¢
N Pt l6g
AMIAON. .. e 2%

Eau diStille. . ....vone e 1000ml

Glucose yeast extract peptone GYP+ gélatine

GIUCOSE. . et ettt e e e lg
EXtrait de LIOVUIC ....ovvii it e et e e 0.1g
POoPtONE ..o e 0.5g
N l6g
GElAtINE. . . e 4%
Eau distille. ... 1000ml

Glucose yeast extract peptone GYP + caséine

GlUCOS . ettt ettt e e e g
EXtrait de LeVUIe ..o 0.1g
PP N . 0.5g
N l6g
Lait €Créme ... 7ml
Eau distill€e. ... ..o e 200ml

Milieu estérasique

POPIONE. .. e 10g
Chlorure de SOdIUML. ......eei e e e Sg
Dichlorure de calcium hydrolyse ...........ooiiiiiiiii e 0.1g
AT e e l6g
TWEEN200. . ..o 1%
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Eau distillée ..o 1000ml
Milieu lipolytique

POPtONC. ..o e 10g
Chlorure de SOAIUM. .......ui e e e e eaee e e 5S¢
Dichlorure de calcium hydrolyse ..........ccoiiiiiiiii e 0.1g
N l6g
TWEENBO. ...t 1%
Eau distille ..o e 1000ml
Milieu Muller Hinton Agar

N l6g
MH Broth2. ... e e 38¢g
Bau distillé ... 1000ml
Milieu gélose nutritive

POPtONE ..o e 10g
Chlorure de SOAIUM ......uietit e et et e e eaeaeeneans 5¢g
N ) 20g
Eau distille ..o e 1000ml
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