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Résume
Notre étude vise a tester 1’activité antimicrobienne et enzymatique de certains
champignons endophytes isolés a partir d’Arthrophytum scoparium, une plante médicinale

collectée de la région de Laghouat.

L’activité antimicrobienne a été effectuée sur trois bactéries Gram positif
Bacillus cereus ATCC 25921, Bacillus subtilis ATCC 10876 et Staphylococcus aureus ATCC
6538, ettrois bactéries Gram négatif, Klebsiella pneumoniae IBMC Strasbourg, Escherichia
coli ATCC 8739 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, et sur une levure pathogéne
(Candida albicans CIP 444) par la technique des cylindres d’agar. Nos champignons
étudiés presentent au moins une activité antimicrobienne au contact de ['un des

microorganismes testés.

La production d’enzymes extracellulaires (I’amylase, la protéase, lipase,
cellulase et I’estérase) a été recherchée et déterminée pour nos isolats fongiques par la
digestion du substrat dissous dans la gélose. La production de ces enzymes differe selon le

type de milieu de culture et le type de champignons mise en évidence.

Mots clés : champignons endophytes , Arthrophytum scoparium, activité antimicrobienne, activité
enzymatique , Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae ,Bacillus cereus, Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus.
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Summary

Our study aims to test the antimicrobial and enzymatic activity of certain endophytic
fungi isolated from Arthrophytum scoparium, a medicinal plant collected from the Laghouat

region.

The antimicrobial activity was carried out on three Gram-positive bacteria (Bacillus
cereus ATCC 25921, Bacillus subtilis ATCC 10876 and Staphylococcus aureus ATCC 6538),
three Gram-negative bacteria,(Klebsiella pneumoniae IBMC Strasbourg, Escherichia coli
ATCC 8739 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) and on a pathogenic yeast (Candida
albicans CIP 444) by the technique of agar cylinders. Our fungi showed at least one

antimicrobial activity in contact with one of the microorganisms tested.

The production of extracellular enzymes (amylase, protease, lipase, cellulase and
esterase) was investigated and determinated for our fungal samples by digestion of the
substrate dissolved in the agar. The production of these enzymes differs according to the
culture media and the highlighted fungal type.

Key words:

endophytic  fungi, Arthrophytum scoparium, antimicrobial activity, enzymatic
activity,Bacillus cereus, Bacillus subtilis , Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli , Pseudomonas aeruginosa
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Introduction

Les endophytes sont des microorganismes qui vivent asymptomatiquement a I’intérieur
des tissus de la plante héte (Petrini, 1991). Le terme endophyte englobe des bactéries, des
algues et des champignons. Ces derniers sont les microorganismes les plus fréquemment isolés
en tant qu’endophytes qui peuvent croitre de fagon intra et/ou intercellulaire dans les tissus
internes des plantes, résidant d’une maniere asymptomatique ce qui induit que leurs relations
avec I’hote est de I’ordre du mutualisme et de symbiose mais leur biodiversité suggere qu’ils
peuvent étre également des saprophytes ou des pathogenes opportunistes (Strobel et al.,
2004 ; Hyde et Soytong, 2008 ; Moricca et Ragazzi., 2008 ; Vega et al., 2008 ; Pimentel et
al., 2011).

Dans le cas du mutualisme, par exemple, ils peuvent prévenir la plante héte des
herbivores et des microorganismes pathogenes grace a leur capacité de produire des des
molécules biologiquement actives telles que les alcaloides, les acides phénoliques,
flavonoides, les antibiotiques et les enzymes extracellulaires (Gunatilaka, 2006; Gimenez
et al., 2007; Jalgaonwale et al., 2010); ils peuvent aussi €tre une source d’éléments
minéraux, comme ils peuvent délivrer la plante hote de I’effet nocif des métaux lourds

présents dans le sol (Schardl, 2004).

Cependant, I’intérét biologique de ces endophytes dissociés de leur plante hdte est un
autre volé qui reste a explorer. Si les plantes ont longtemps été considérées comme la
principale source de molécules bioactives, depuis prés d’un demi-siécle, les scientifiques
s’intéressent de plus en plus aux champignons qui représentent en effet une source
d’inspiration non négligeable dans la quéte de nouveaux substances a utilisation potentielle en
médecine, en agriculture ou encore en industrie. Des composés ayant des activités
antibiotiques, antifongiques, antivirales, antioxydants, anticancéreuses et des composés
suppresseurs de I’immunité et autres ont été isolés a partir d’endophytes (Strobel et Daisy,
2003 ; Strobel et al., 2004 ; Zhang et al., 2006).

De ce fait, nous nous sommes intéressés a la mise en évidence des activités
antimicrobienne et enzymatique de quelques champignons endophytes isolées

de I’Arthrophytum scoparium; une plante médicinale reconnue pour ses vertus médicales
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dues a la présence de molécules propres a la plante ou peut étre en symbiose des endophytes
qu’elle héberge.

Notre mémoire est subdivisé en deux grandes parties : une partie biliographique qui
rassemble des données théoriques sur les champignons endophytes et leurs substances
bioactives ainsi que les souches microbiennes testées. Une partie pratique qui est partagée en
deux chapitres : matériel et méthodes puis résultats et discussion. Enfin, le mémoire se termine
par une conclusion et une liste de références bibliographiques.
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I-Les endophytes

I-1-Définition et mode de croissance des microorganismes endophytes

Littéralement, le mot endophyte est dérivé du grec, «endo» signifie « intérieur » et «
phyton » signifie « plante » (Jalgaonwala et al., 2010). Le terme endophyte a été utilisé pour
la premiére fois par Debray en 1866 pour décrire les champignons qui colonisent
l'intérieur des tissus végétaux, des tiges et des feuilles (Moricca et Ragazzi., 2008;
Mansouri, 2011). Le terme endophyte englobe des bactéries, des algues et des champignons
(Surendra et al., 2012).

Les champignons sont les microorganismes les plus fréquemment isolés en tant
qu’endophytes (Strobel et al., 2004). Ce sont des champignons qu’ils peuvent croitre de
facon intra et/ou intercellulaires dans les tissus internes des plantes, sous la couche des cellules
épidermiques, résidant d’une maniére asymptomatique (Moricca et Ragazzi., 2008 ; Vega et
al., 2008 ; Pimentel et al., 2011) (figure 01). lls sont omniprésents et ont été isolés de toutes
les plantes déja étudiées, et leurs facons de croitre asymptomatiquement dans les tissus de
plantes a induit que leurs relations avec 1’hote étaient de 1’ordre du mutualisme et de symbiose
mais leur biodiversité suggére qu’ils peuvent étre également des saprophytes ou des

pathogenes opportunistes (Strobel et al., 2004 ; Hyde et Soytong, 2008).

IIs ont longtemps pensé que ces champignons n’avaient aucune fonction, ni aucun
intérét. Cependant, dans les dernié¢res décennies, les recherches ont commencé a s’intéresser
aux endophytes (Moricca et Ragazzi, 2008) qu’ils considérent maintenant comme des sources
de beaucoup de composés d’intérét, tels que les composés antimicrobiens, antioxydants,

anticancéreux, insecticide, etc. (Maheshwari, 2006).
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Figure 1 : Modes de croissance des champignons endophytes dans les tissus des plantes
Hotes (Kusari. S et Spiteller. M., 2011).

1-2-Diversité des endophytes

La plupart des champignons endophytes appartiennent a [’embranchement des
Ascomycota ; cependant certains appartiennent a d’autres taxons, tels que les Deuteromycota,
Basidiomycota, Zygomycota et les Oomycota (Saar et al., 2001). lls représentent un groupe
tres diversifié (Zabalgogeazcoa., 2008) avec une estimation de 1.5 millions d’espéces
(Fernandes et al., 2009) et une moyenne d’environ 50 espéces d’endophytes par espece de
plante, dont les multiples couches des tissus sont utilisees comme habitat. Ils ont été isolés a
partir de toutes les plantes étudiées a ce jour, des plantes allant des grands arbres (Oses et al.,
2008), palmier (Frohlich et al., 2000), les graminées marines (Alva et al., 2002) et méme a
partir des lichens (Li et al., 2007). Et aussi, a partir de plante poussant dans les foréts aussi

bien tropicales, tempérées que boréales (Stone et al., 2004).

Des estimations récentes (2007) ont démontré que plus de 90% d’especes de
champignons endophytes ne sont pas décrites (Shipunov et al., 2008), et seulement 80.000 a
100.000 espéces ont été décrites en 2008 (Huang et al., 2008). Seulement, 1’utilisation de
I’identification moléculaire peut faire la distinction entre les cultures stériles isolées au
laboratoire ainsi que 1’exploration de nouveaux environnements (Zabalgogeazcoa, 2008)

telles les foréts tropicales qui pourraient révéler une grande diversité d’endophytes (Saar et
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al.,, 2001) et pouvant permettre 1’identification de nouvelles espéces (Zabalgogeazcoa,
2008).

I1-3-Mode de reproduction et de transmission

Les endophytes possedent deux modes de reproduction :

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

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

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

Epichloé, un champignon endophyte associ¢ aux graminées provoquant une infection
systémique peut étre transmis soit verticalement, soit sexuellement par des spores (Saikkonen
et al., 1998). Selon son mode de transmission, son degré d’antagonisme et de mutualisme peut
étre affecté. Il est plus susceptible d’étre antagoniste a I’hote quand il est transmis
horizontalement et plus mutualiste lors de la reproduction verticale (Saikkonen et al., 1998).
Contrairement a Neotyphodium, un autre genre d’endophyte systémique des graminées qui lui,
a totalement perdu sa capacité de propagation contagieuse et sa transmission est strictement
verticale (Saikkonen et al., 2004b). Les graines produites par les graminées verticalement
infecté par ces champignons donneront toutes des plantes asymptomatiquement infectées

(Zabalgogeazcoa, 2008).
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I-4- Interaction plante héte-endophyte

La réaction plante hote-endophyte est complexe et varie d’un hote a 'autre et d’un
endophyte a 1’autre. En effet, les 2 organismes synthétisent des composés qui ne sont pas
directement impliqués dans le processus de croissance: les métabolites secondaires (Saliba,
2015).

Comme on I’a signalé, la nature de I’interaction entre hote et endophyte change aussi
selon la fagon de transmission de ce dernier, elle sera une interaction mutualiste si la
transmission est verticale par croissance dans les graines et sera plus hostile si le champignon
est transmis horizontalement par les spores (Saikkonen et al, 1998), a cause de I’arrét de
production de semences de 1’hote provoqué par 1’endophyte antagoniste (Schardl et al.,
2004).

D’autres endophytes ont été isolés a partir des tissus sains de plantes, ces mémes
champignons sont retrouvés couramment sur des plantes sénescentes. Ces endophytes sont
considérés comme saprophytes latents, colonisant asymptomatiquement des espaces restreints
tant que leurs hotes se développent; des que ces derniers sont infectés ou décédent, ces
saprophytes se développent et se reproduisent (Zabalgogeazcoa, 2008).

A Dautre extrémité des interactions il y a les endophytes mutualistes, qui procurent a
I’hote de nombreux avantages, tels la résistance aux stresses biotiques provoqué par des
herbivores ou des parasites, ou bien abiotiques comme la sécheresse, la salinité... (Saikkonen
et al, 1998).

I-5- Conditions de développement des champignons

Les champignons sont des organismes aérobies et certains anaérobies, ils ont besoin
d’oxygene et leur développement exige la présence d’eau et une source de carbone dans leur
environnement puisqu’ils ne peuvent pas effectuer la photosynthése. La plupart des
macro/micronutriments que requiérent les mycétes sont présents en exces dans leur
environnement. Les mycétes possédent des mécanismes spécifiques pour absorber certains

nutriments, comme les sucres (glucose ou fructose) ainsi que le phosphore et le fer
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qui peuvent étre présents en faible quantité. Certains mycétes peuvent demander un apport en
vitamines pour leur croissance.

Les éléments chimiques qui forment les parois cellulaires du champignon conférent une
grande rigidité, une longévité et une grande capacité de résistance a la chaleur et a des
pressions osmotiques élevées, de ce fait, les champignons sont donc capables de vivre dans un
environnement rude (Tortora et al., 2003).

Les champignons sont capables de se développer a une température optimale
comprise entre 20°C et 30°C, cependant certains espéces sont psychrophiles se
développant dans des températures trés bases <15°C et a un pH I'égerment acide compris entre

3 et5 (Botton et al., 1990).

Les mycétes ne peuvent pas fixer 1’azote mais peuvent utiliser le nitrate,
I’ammonium et certains acides aminés comme source d’azote. Ils produisent des
métabolites secondaires pour les utiliser lorsque leur croissance est freinée par des carences en

nutriments ou par un stress (Nicklin et al., 1999).
I-6-Spécificité de I’hote

Des études récentes ont suggéré que les champignons endophytes ne seraient pas
spécifiques a 1’hote (Cohen, 2006); en général, les communautés endophytes différent
significativement entre les espéces d’hotes, méme les hotes qui sont étroitement liés
(Arnold, 2007; Hoffman et Arnold, 2008). Cependant, il y a des endophytes qui sont

limités a une seule espece d’hote.

Les relations des endophytes avec une ou plusieurs plantes peuvent étre décrites
en termes de spécificité de 1’hote, récurrence de I’hote, sélectivité de 1’hote et
préférence d’hote (Cohen, 2006; Zhou et Hyde, 2001). La premiere est la relation qui lie
le champignon avec un seul hote ou un groupe mais d’espéce apparentées, et pas avec
d’autres plantes indépendantes dans le méme habitat (Huang et al., 2008). La deuxiéme,
c’est la fréquence ou la prédominance d’un champignon sur une plante ou une gamme de
plantes mais peut également se produire, mais rarement sur d’autres plantes dans le méme
habitat (Zhou et Hyde, 2001). Quand un champignon endophyte peut se lier avec

deux especes de plantes apparentées, mais avec une préférence pour 1’une d’elle, la relation est



Partie bibliographique

appelé sélectivité de I’hote. La préférence de 1’hdte, quant a 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 (Suryanarayanan et
Kumaresan, 2000; Bettucci et al., 2004).

Certains champignons auraient une large gamme d’hétes, tels Alternaria,
Penicillium ou Periformosfora, qui ont des hotes appartenant a des genres ou des familles
différentes  de plantes, contrairement a d’autres endophytes, comme par exemple,
Neotyphodium qui est un champignon endophyte qui a une gamme d’hétes restreinte,
limitée a une ou deux especes végétales (Zabalgogeazcoa, 2008). Nombreuses sont les
é¢tudes qui permettent de dire que les facteurs environnementaux, tels que 1’application
d’engrais, le stress hydrique et des régimes d’humidité saisonnicre, en plus de I’identité
de DI’espéce de I’hote, peuvent avoir un effet sur les communautés des champignons
endophytes (Fujimura et al., 2008; Gonthier et al.,, 2006; Seghers et al., 2004;
Suryanarayanan et al., 2002). L’interaction de ces deux facteurs peut aussi avoir un impact
significatif sur la composition endophytique. Hoffman et Arnold (2008) ont constaté qu’il
y’avait une similitude relativement faible entre les communautés d’endophytes de
différentes especes de la famille de Cupressaceae qui se trouvaient dans la méme localité,
et entre celles de la méme espece hote dans différentes localités, contrairement a ce
qu’ils ont trouvé pour la méme espéce hote dans la méme localité ou ils ont observé une

grande similitude.

I-7-Spécificité des tissus

Beaucoup d’endophytes infectent localement des parties de la plante, se limitant a une
petite zone du tissu (Zabalgogeazcoa, 2008). Des différences d’assemblage des champignons
endophytes ont été trouvés dans les différents tissus de la méme espece végétale, ou
méme dans les différents tissus d’une plante unique, ceci révele une spécificité des tissus de
certains champignons endophytes (Collado et al.,, 2011; Ganley et Newcombe, 2006).
Certains endophytes peuvent étre trouvés dans des parties de plantes spécifiques tels les

racines, feuilles ou brindilles, tandis que d’autres peuvent infecter plusieurs de ces
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piéces, comme les espéces systémiques Neotyphodium et Epichloé infectant les espaces
intercellulaire des feuilles, les tiges reproductives et les graines de leurs héte ; ils
peuvent étre isolés a partir de différentes partie 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 pas 1’hote, ce qui influe sur I’abondance, la diversité et la composition en
espéces des communautés fongiques (Hammerschmidt, 1999; Osbourn, 1999; VanEtten et
al., 2001; Osbourn et al., 2003). Il y a aussi I’age de 1’hote; avec le temps, les tissus agés
des endophytes accumulent de plus en plus d’endophytes contrairement aux tissus jeunes

(Zabalgogeazcoa, 2008).

I-8- Roles physiologiques

Les champignons endophytes recoivent la nutrition, la protection, et la possibilité de se
propager grace & leurs hotes (Clay et Schardl, 2002), et en retour la plante hote benéficie
aussi de certains avantages procurés par 1’endophyte.

Les plantes sont constamment menacées par une variété d’agents comme les
microorganismes, tels que les champignons, bactéries et virus, les herbivores et les
insectes. Cependant, les plantes possedent un vaste arsenal inductible et constitutif de
mécanismes de défense contre ses agents, dont les obstacles structurels qui se renforcent
rapidement lors du processus d’infection (cire, lignine, cellulose, composés phénoliques et
des protéines de la paroi cellulaire) sont le type le plus performants. Les plantes abritant des
champignons endophytes sont protégées aussi contre ces agents par la contribution de ces

endophytes. Quelque uns des rbles de ces derniers contre ces agents sont mentionnés ci-apres :

> Protection contre les microorganismes pathogenes :

Plusieurs meécanismes peuvent étre utilisés par les endophytes pour inhiber les
microorganismes phytopathogenes. Parmi eux, il y a la production d’antibiotiques, la
stimulation des mécanismes de défense de 1’hote, la concurrence pour la nourriture ou les sites

de colonisation, et le mycoparasitisme (Cao et al., 2009).

11
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» Roles dans la tolérance aux stress abiotiques :

Plusieurs études ont demontré que les plantes associees a des champignons
endophytes ont été plus tolérantes a la sécheresse, la chaleur, la toxicité des métaux et a
une salinité élevée (Lewis, 2004; Rodriguez et al., 2004; Waller et al., 2005). Les
champignons endophytes des graminées fourragéres (Fétuque élevée) augmentent de
maniere significative la tolérance a la sécheresse de cette espece (Clay et Schardl,
2002). Lateneur en eau des graminées associées a des endophytes était plus élevée
que celle des graminées dépourvues d’endophytes (Buck et al., 1997; Elbersen et West,
1996).

12
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1-9-Les endophytes source de métabolites bioactifs

Les endophytes produisent des substances a utilisation potentielle en médecine, en
agriculture ou encore en industrie. Des composes ayant des activités antibiotiques,
antimycosiques, antivirales, antioxydants, anticancéreuses et des composés suppresseurs de
I’immunité ont été isolés a partir d’endophytes (Strobel et Daisy, 2003 ; Strobel et al.,
2004 ; Zhang et al., 2006). Des exemples de métabolites secondaires isolés de champignons
endophytes sont cités dans le tableau n°1 et figures 2, 3 et 4.

Tableau 1 : Quelques métabolites secondaires isolés a partir des champignons endophytes
(Saliba, 2015).

Endophytes Plantes hote Métabolites bioactifs Activité biologique
Cryptosporiopsis Ripterigeum Cryptocandine A Antifongique
quercina wilfordii
Pestalotopsis Terminalia Pestacine™ Anti oxydante
microspora morobensis Isopestacine @ Antifongique
Zhlay)
Torreya taxifolia Acide ambuique'” Antifongique
Pestalotiopsis Cuball 35 5a Pestaloside® Antifongique &
microspora Pestalopyrone Phytotoxique
Hydroxypestalopyron
Pestalotiopsis jesteri Frgraea bodenii Jestrone®” Antifongique
Hydroxyjestrone
Colletotrichum Artemisia Acide collétotrique © Antibactérienne
gloeosporioides mongolica Antifongique
il
Fusarium sp. Selaginella Pentaketide CR377 Antifongique
pallescens
BEES
Aspergillus fumigatus Cynodon Asperfumoide Antifongique
CY018 dactylon Aspernigrine A &antitumorale
Jall Asperginigerine
Cynodon Rubrofusarine B® Anti-tumorale
Niger FB-E003 dactylon
Jal)

13
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» (1): agent Anti oxydant

Pestacine Isopestacine

Figure 2 : substance Anti oxydante produite par Pestalotopsis microspora (Strobel et
al., 2004)

» (2): agents antifongiques
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Figure 3 : Quelques substances antifongiques produites par les champignons
endophytes : Pestalotiopsis microspora et Pestalotiopsis jesteri (Lu et al., 2000 ; Li et al.,
2001 ; Strobel et al., 2004).
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» (3) : agent Antibactérien et antifongique
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Figure 4 : substance anti-bactérienne et antifongique produite par le champignon
Colletotrichum gloeosporioides (Zoo et al., 2000)

> (4) : agent Anti-tumorale
OCH,0H O

»e08
CHL0O ( 'H

Rubrofusarine B

i

Figure 5 : substance anti-tumorale produite par le champignon Niger IFB-E003
(Gunatilaka et al., 2006)
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I-10-Description des champignons étudiés
I-10-1-Le genre Alternaria

En 1816, Nees décrit pour la premiére fois un champignon qu’il nomme Alternaria
tenuis. Le genre Alternaria a, par la suite été décrit par Joly (1964) ; Neergaard (1981), et
Simmons, (1993). Il est classé parmi les Deuteromycetes Dematiaceae. La complexité
taxonomique des Alternaria liée a leur diversité et leur hétérogénéité a généré de nombreuses

classifications.

L’émergence de la taxonomie moléculaire basée sur la comparaison des séquences
nucléotidiques, a abouti au classement du genre parmi les Ascomyceétes au sein de la classe
des Dothideomycetes. Ils sont phylogénétiquement proches de nombreuses espéces
phytopathogénes  (comme  Leptosphaeria, Venturia, Pleospora, = Phaeosphaeria,

Mycosphaerella, Cladosporium, Pyrenophora, Clochliobolus etc.) (Calmes, 2011).

Le genre Alternaria regroupe plus de 100 espéces ubiquitaires extrémement répandues
dans les sols, la végétation, I’air ou les aliments (Simmons, 1993). Si certaines especes vivent
a I’état saprophyte pouvant occasionnellement étre des agents pathogénes opportunistes,
d’autres sont responsables de maladies atteignant les plantes et les insectes. Cependant la
majorité des especes du genre Alternaria sont des champignons phytopathogénes inféodés a

une famille de plantes ou a une plante spécifiquement.

Ils sont généralement présents sur les semences provoquant des manques a la levée ou
des fontes de semis. Les jeunes pousses atteintes constituent une source importante
d’inoculum primaire pour les plantes matures ou tous les organes aériens peuvent étre affectés
(Champion, 1997). La gamme de plantes hotes concernées par 1’alternariose est trés variée et
certaines especes peuvent provoquer d’importants dégats sur des espeéces cultivées
occasionnant des pertes financiéres significatives. C’est le cas, par exemple d’A. Triticina Sur

les céréales. (Calmes, 2011).
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I-11- Intérét des Enzymes d’endophytes

Les champignons endophytes ont la capacit¢é de produire des enzymes
extracellulaires; comme pectinase, cellulase, lipase, amylase, laccase et protéinases. Ces
enzymes fongiques jouent un rdle dans la biodégradation et les processus d’hydrolyses qui
sont des mécanismes importants contre les infections et pour le besoin nutritionnel de la plante
hote. (Sunith et al., 2013). La capacité des endophytes de produire des enzymes a été reportée
par Choi et al. (2005) et par Sunith et al. (2013). Ils sont donc trés utiles dans I’industrie
agro-alimentaire (affinage du fromage et du saussion) et pharmaceutique, comme par exemple
les Penicillium (Chabasse, 2002).

Autres études montrent que les endophytes ont d’autres propriétés améliorant
I’aptitude de leur plante hote, par 1’augmentation de pouvoir compétitif de la plante,
principalement en augmentant 1’efficacit¢ de 1’utilisation de 1’eau. En outre, comme les
alcaloides d’endophytes sont souvent concentrés dans les semences, ¢a va prévenir les graines

de prédateurs et d’augmenter ainsi la dispersion des graines. (Saikkonen et al., 2010).

I-13-Description des bactéries étudiées

a/ Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif (Percival et al. 2004), de forme non
sporulée, de type anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur
varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (Steven et al. 2004).

L’habitat préférentiel de ces bactéries sont les matieres fécales, aliments contamines et
les eaux usées. (Percival et al, 2004).

Les infections hospitalieres les plus fréquentes sont les infections urinaires, plaies
septicémies et les infections respiratoires (Percival et al. 2004).

b/ Staphylococcus aureus

Les especes Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diameétre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas
(grappe de raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés, habituellement sans

capsule. De nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune
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doré (Percival et al, 2004) S. aureus représente est la cause de méningite, ostéomyeélite et
la diarrhée (Steven. P et al, 2004).

L’habitat préférentiel de ces bactéries sont Peaux, cheveux, nasopharynx, périnée,
poussieres, air et les aliments contaminés (Percival et al., 2004).

Les infections hospitaliéres les plus fréquentes sont les infections cutanées, plaies,
brulures, abces, Ostéites, ostéomyélites, Endocardites, Septicémies, Infection pulmonaires et
les intoxications alimentaires.

¢/ Pseudomonas aeruginosa

Les espéces Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries
fines sont de 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles grace a une
ciliature de type polaire monotriche.

P. aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de 10 % de
I’ensemble des infections nosocomiales (Percival et al., 2004).

L’habitat préférentiel de ces bactéries sont le sol, I’eau, les plantes, les voies
respiratoires, les matiéres fécales, réfrigérateurs et appareil sanitaires (Percival et al., 2004).

Les infections hospitaliéres les plus fréquentes sont les Infection pulmonaires et

urinaires, Brulures, Plaies et septicémies.

d/ Bacillus

Le genre Bacillus est constitué de bactéries sporulées et telluriques, ubiquitaires, sont
des bacilles & Gram positif.

Leur habitat préférentiel est dans le sol, ’eau, les poussiéres, laits (en poudre),
les plantes et les maticres fécales de ’homme et des animaux.

Les infections hospitalieres les plus fréquentes sont Intoxication alimentaires et

Septicémies chez les immunodéprimés.

f/ Klebsiella pneumoniae

le genre Klebsiella, de la famille des entérobactéries, comporte cing especes dont
I'espece-type est Klebsiella pneumoniae qui est la plus fréquente des bactéries a Gram négatif
impliquée dans les cas de pneumonies nosocomiales. L’habitat préférentiel de ces bactéries est

les voies aériennes supérieures aliments contaminés. Les infections hospitalieres les plus
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fréquentes sont les infections pulmonaires et urinaires, plaie et septicémies (Percival et al.
2004).

g/ Candida albicans

Les levures sont typiquement unicellulaires, quoique trés souvent les cellules restent
collées les unes aux autres apres la division cellulaire (Fuerst, 1976).

Candida albicans est la seule levure prise dans notre étude. Elle est principalement a
I’origine de la candidose disséminée. C’est un champignon fréquemment retrouvé au niveau
de la bouche et du tractus gastro-intestinal de plusieurs personnes normales. Parmi les
conditions favorisant une infection a candida, notons le diabete, la grossesse, les antibiotiques,
les corticostéroides et toute maladie pouvant affecter 1’état général d’un individu. La nystatine
(Mycostatin) est treés éfficace dans le contréle des infections muco-cutanées (Pieri F.,
Kirkiacharian S. 1992; Yakhlef, 2009-2010).
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I1- Matériels
I1-1- Matériel biologique
11-1-1- Endophytes étudiés

Trois types de champignons endophytes issus des isolements de travaux précédents
a partir d’Arthrophytum scoparium, conservées sur milieux PDA a 25°C, ont fait 1’objet de
notre travail.

A5 A6 A8

\/ZCnnidum

Alternaria

Figure 6 : Observation macro et microscopique des trois isolats A5, A6 et A8 du genre
Alternaria.
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11-1-2- Souches bactériennes testées

Le matériel microbien est contitué de six bactéries pathogenes : trois bactéries a

Gram positif et trois bactériesa Gram négatif, a savoir :

1- Escherichia Coli « Ec » 2- Pseudomonas Aeruginosa « Pa »
3- Staphylococcus Aureus « Sa » 4- Klebsiella pneumoniae « Kp »
5- Bacillus sibtulis« Bs » 6- Bacillus Cereus « B¢ »

11-1-3-Souche fongiques testée: Une levure pathogéne Candida albicans

Le tableau 2 présente les origines des souches utilisées dans les différents tests

antimicrobiens.

Tableau 2 : origine des souches bactériennes et de la souche fongique.

Souche microbienne Gram code
Staphylococcus aureus ATCC 6538
2
Bacillus sibtilus § ATCC 10876
=
kS Bacillus cereus ATCC 25921
&
Q
3 Escherichia coli ATCC 8739
Klebsiella pneumoniae 2 IBMC
:';’ Strasbourg
e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
levure Condida albicans CIP 444
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11-2- Méthodes
11-2-1- Repiquage des isolats fongiques :

A partir d’un tapis mycélien conservé, les isolats ont été repiquées sur milieux PDA; un
fragment de la colonie est ensemencé sur la gélose puis les boites sont ensuite mises en
incubation a 25°C pendant cing a sept jours.

11-2-2- Repiquage des isolats fongiques dans différents pH :

A partir du tapis mycélien conservée, les isolats ont été repiquées sur un milieu PDA; un
fragment de la colonie est ensemencé sur la gélose de pH différents (5, 6, 7, 8, 9). Les boites
sont ensuite mises en incubation a 25°C et la croissance mycélienne a été évaluée apres une

semaine par la mesure des diamétres perpendiculaires de chaque colonie.

11-2-3- Repiquage des isolats fongiques dans différentes températures :

A partir du tapis mycélien conservé, les souches ont été repiquées sur un milieu PDA; un
fragment de la colonie est ensemencé sur la gélose, les boites sont ensuite mises en incubation
a des températures différentes (4°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C et a 40°C) et a PH 7 la
croissance myceélienne a été évaluée aprés une semaine par la mesure des diametres

perpendiculaires de chaque colonie.

I1-3-Activité antimicrobienne
11-3-1 Protocole expérimental de ’activité antimicrobienne

Dans notre expérience, la réalisation des tests antimicrobiens a été effectuée sur des
milieux de cultures de gélose nutritive, de Muller-Hinton Agar et de gélose Sabouraud pour la
levure, tout en débutant par la préparation de pré-cultures. Les différentes especes bactériennes
ont été repiquées et les colonies jeunes obtenu dans les tubes a essai, la suspension
microbienne est bien homogénéisée, sa turbidité doit étre équivalente a une densité optique
comprise entre 0.08 & 0.1 mesurée a625nm pour obtenir une suspension de charge 10° CFU/ml
(Digrak et al,. 2002). Apres cette étape, des boites de pétries stériles préalablement coulées et
identifiés par des codes, sont ensemencées par étalage a 1’aide d’un écouvillon stérile. Prélever
des cylindres d’agar de 6mm de diamétre de culture de champignons de 7 jours sur la gélose

PDA (Figure 7). les déposer sur un milieu MH gélosé préalablement ensemencé en surface
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avec les bactéries pathogenes et la levure. Les boites sont ensuite posees dans le réfrigérateur
pendant 2H pour une pré-diffusion, puis incubées dans 1’étuve pendant 18 a 24H a
37C°.L’activité antibactérienne est déterminée en termes de diametre de la zone d’inhibition
produite autour des disques aprés 24H d’incubation a 37C°.A la sortie de 1’incubation, la
lecture des boites a été effectuée a Il est a noter que 1’absence de la croissance microbienne se
traduit par un halo d’inhibition autour du disque qui est relativement circulaire, dont le

diamétre est mesuré grace a un pied a coulisse et exprimé en mm.

Figure 7 : Un tapis mycélien troué¢ de cercles représentant le reste des cylindres d’agar de
6mm de diametre apres préléevement.

I1-4-Activité enzymatique
La production des enzymes extracellulaires a été recherchée et déterminée pour nos

isolats fongiques par la digestion du substrat dissous dans la gélose (Pavithra et al.,, 2012;
Sunitha et al., 2013).

11-4-1- Activité amylolytique

La recherche de lamylase est mise en évidence par la méthode décrite par
Pavithra et al., (2012). L’ensemencement des champignons sur le milieu GYP (Glucose
yeast extract pepetone) additionné de 2% d'amidon soluble. Apres incubation a 25°C
pendant trois a cing jours, l'apparition de zone claire entourant la colonie a été consideré

comme positive pour I’amylase (Sunitha et al., 2013).
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11-4-2-Activité protéolytique

a) Activité protéolytique (dégradation de la gélatine)

Pour la recherche de la gélatinase, on a utilisé le milieu GYP (glucose yeast
extract peptone) , Apres 3 a 7 jours d’incubation a 25°C, I’apparition de la zone claire

formée autour de la colonie révele la présence de I’enzyme.
b) Activité protéolytique (dégradation de la caséine)

L’hydrolyse de la caséine est mise en évidence sur un milieu GYP. Apres 3 & 7 jours
d’incubation a 25°C, la présence de cette activité est détectée par un halo clair autour de
la colonie fongique indiquant I’hydrolyse de la caséine, par contre un résultat négatif ne

montre aucune zone d’hydrolyse autour de la culture (Sunitha et al., 2013).

11-4-3- Activite cellulolytique

La technique la plus évidente serait de faire apparaitre la capacité des champignons a
assimiler la cellulose sur un milieu gélose (CMC-agar) contenant 0.5% de carboxymétyl
cellulose, comme seule source carbonée et d’énergie. Le réactif iodo-ioduré (solution de lugol)
ou le réactif rouge Congo sont utilisés pour mettre en évidence la zone d’hydrolyse de la

cellulose qui apparait autour de la colonie.

11-4-4- Activité estérasique

Le milieu de culture utilisé est celui utilisé par Sierra (1957) (Carrim et al,. 2006). Le
pH est ajusté a 7,4. Le milieu est ensemencé et incubé a 25°C,Apres 3 a 7 jours. La présence

d’une activité estérasique s’exprime par un halo opaque autour des colonies.

11-4-5- Activité lipolytique

La détermination de I’activité lipolytique est réalisée de la méme maniére que 1 *activité
estérasique. Cependant, le tween 80 est remplacé par le tween 20, et le résultat positif se

traduit par la présence d’un halo clair autour des colonies (Carrim et al. 2006).
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I11-Résultats et discussions

I11-1-Résultats de test des facteurs abiotiques

L’effet de deux facteurs abiotiques (température et pH) sur le milieu le plus
compatible a la croissance mycélienne (milieu PDA) des trois isolats du genre Alternaria a
été mise en évidence. La croissance mycélienne a été évaluée aprés une semaine par la
mesure des diameétres perpendiculaires de chaque colonie. Les résultats, exprimés en mm de
diamétre pour chaque niveau de deux facteurs utilises, représentent la moyenne de trois
répétitions pour chaque souche d’Alternaria (figures 8 et 9).

a) Facteur pH

L’effet de différents pH sur la croissance des isolats Alternaria sp est représenté par
la figure 8. Aprés six jours d’incubation, la meilleure croissance semble avoir lieu a pH 5
pour les trois échantillons A5, A6 et A8. Mais d’une mani¢re générale, la différence de
croissance entre I’ensemble des isolats est minime comme le montre les histogrammes. Cela
peut étre expliquer par la moyenne générale de I’ensemble des diametres de croissance calculé
qui est de de 62,7Imm. Il ressort, d’apres notre expérience, que le milieu de culture a base de
pomme de terre PDA est plus adéquat pour la culture de nos échantillons a des pH basiques a
neutres (pH 5 et pH 9), ce qui s’accorde avec le travail de GUEYE (2016).

mA5 mA6 mAS8

pH=5 pH=6 pH=7 pH=8 pH=9

PH

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00

Diametre(mm)

30,00
20,00
10,00

0,00

Figure 8 : L’effet du pH sur la croissance mycélienne de trois isolats d” Alternaria sp.
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b) Facteur Température

L’effet de différents températures sur la croissance des isolats d’ Alternaria est
représenté dans la figure 9. Aprés six jours d’incubation, la meilleure croissance a été
observée entre la température15°C et 30°C, avec un optimum de croissance a 25 °C et ceci
pour les trois isolats. La croissance est ralentie a 4°C et & 40°C pour tous les isolats

mAS5 ®mA6 mA8

90,00

80,00
70,00
€ 60,00
E ’
& 50,00
-
D 40,00
E ’
.S 30,00
(|

20,00

10,00 I . .

0,00
4c° 15¢° 20C° 25¢C° 30C° 40c°
temperature

Figure 9 : L’effet de la température sur la croissance mycélienne de trois isolats d’ Alternaria

111 -2-Résultats du test de I’activité antibactérienne
111-2-1 Activité antibactérienne
I11-2-1-1-Bactérie Gram positif

Les trois isolats isolées a partir d’Arthrophytum scoparium ont été testées par la méthode
de Cylindres d’agar contre trois bactéries pathogénes. Ces isolats ont montré une activité
antibactérienne plus ou moins importante, les diametres des zones d’inhibitions moyens

mesurées variant entre O et 11,5 mm (tableau 3).

L’activité des isolats fongiques étudiées sur les bactéries pathogénes Gram positif se fait
plus sentir sur les especes Bacillus cereus, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus. En

effet, les plus grande zones d’inhibition constatées sont celles d’ Bacillus subtilis en présence
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de A5 (11mm), A6 (9,73 mm), A8 (10,7 mm), (Figure 12) et la bactérie Bacillus cereus en
présence de A5(11,1mm), A6(9mm) et A8 (9,6mm)( Figure 11).

I11-2-1-2-Bactéries Gram négatif

L’activité antibactérienne de nos isolats fongiques a également été testée sur trois

souches bactériennes de Gram négatif, E.coli , K. pneumoniae et P. aeruginosa (tableau..)

Parmi les isolats fongiques étudiées, A5, A6 et A8 ne présentent aucune activité

contre E. coli, K. pneumoniae et P. aeruginosa.
111-2-2-Activité antifongique

L’activité des isolats fongiques endophytes a également été testée sur une levure,
Candida albicans.

Les trois isolats fongiques testées (A5, A6 et A8) ont montré une activité contre le

Candida albicans (Figure 10 ).

Les diamétres des zones d’inhibition de croissance de Candida albicans cultivé en
présence des différentes isolats fongiques varient entre 8,3 et 9.4 mm; la plus grande zone
d’inhibition est observée au contact de 1’échantillon A6 (09,4mm) et la petite zone
d’inhibition au contact des échantillons A5 et A8 avec un méme diametre d’inhibition (8 mm)

(Figure 10).

Tableau 3 : Activité antimicrobienne des isolats fongiques testés sur les souches bactériennes

et la levure.
Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Champignon — —
Pig Gram négatif Gram positif
Ec Kp Pa Bs Bc Sa
A5 résultat résultat résultat 11 11,1 résultat
négative négative négative négative
Ab6 résultat résultat résultat 9,73 9 résultat
négative negative négative négative
A8 résultat résultat résultat 10,7 9,6 résultat
négative negative négative négative
Candida albicans
A5 8,3
A6 9,4
A8 8,6
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Figure10 : Activité antimicrobienne Figure 11 : Activité antimicrobienne
des isolats fongiques étudiées sur des isolats fongiques étudiés sur
Candida albicans Bacillus cereus

Figure 12 : Activité
antimicrobienne des isolts
fongiques étudiées sur Bacillus
subtilis
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I11-3-Discussion de I’activité antibactérienne

L’activité antimicrobienne par la méthode de cylindre d’agar de trois isolats
fongiques isolées a partir d’ d’Arthrophytum scoparium a été recherchée sur trois

bactéries Gram positif, trois bactéries Gram négatif ,et contre la levure Candida albicans.

L’activité antibactérienne et antifongique des isolats fongiques endophytes testées
sur au moins l'un des agents pathogenes étudiés serait due a leur résistance aux
toxines produites par les agents pathogénes. Des études signalent que des champignons
endophytes isolés de différentes plantes peuvent avoir une activité antimicrobienne, ils
résisteraient a 1’invasion et inhiberaient une grande variété de microorganismes nocifs pour
I’Homme, les animaux et les plantes par la production de métabolites secondaires
(Strobel et al., 2004; Pimentel et al., 2011).

Les endophytes possédent des liens structurels similaires a ceux des agents
pathogenes et les deux possedent plusieurs facteurs de virulence communs tels que la
production de métabolites phytotoxiques et les exoenzymes qui sont nécessaires pour infecter
et coloniser I'n6te (Selim et al,. 2012). lls sont considérés comme un important réservoir de

nouveaux métabolites secondaires bioactifs (Strobel et al., 2004; Tan et Zou, 2001).

Dans notre expérience, les souches & Gram™ sont les souches les plus sensibles par
apport aux souches Gram', ce qui s’accorde avec la littérature. Cette sensibilité est due
essentiellement & la structure plus simple de la paroi des Gram®, reliant la sensibilité des
Gram”, soit a I’inhibition des enzymes nécessaires a la production de 1’énergie dans la cellule
bactérienne, soit au changement au niveau de la perméabilité de la cellule et aussi a
I’inhibition de la synthése de I’ARN (Bousseboua et al., 2005; Cowan, 1999). Par contre la
résistance des Gram- est due principalement a la structure complexe de la paroi des bactéries
testées ou le peptidoglycane qui est tres fin et associé a une enveloppe externe définissant un
espace péri-plasmique. Cette membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique
hydrophobe constituée de phospholipides, de protéines (porines) et de lipopolysaccharides
(LPS). L’espace périplasmique est généralement pourvu d’une gamme d’enzymes capable de
protéger la bactérie en dégradant toute substance toxique pour elle, comme les antibiotiques,
les métaux lourds (Djaballah et Brahim, 2011)
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I11-4-Résultats de ’activité enzymatique

La production d’enzymes extracellulaires a partir des isolats fongiques endophytes
par la méthode de diffusion radiale en milieu solide a été effectuée par les tests qualitatifs.
Ces tests ont permis d’évaluer I’activité de  Six enzymes produites par nos isolats

fongiques a savoir : 1’amylase, la protéase, lipase, cellulase et I’estérase.
I11-4-1-Activité protéolytique

L'activité protéolytique des isolats fongiques étudiés sur deux protéines, la gélatine et
la caséine a aussi eté mise en évidence par la présence d’un halo clair autour de la colonie,

comme I’indique les Figurel3 pour la dégradation de la caséine et et la Figurel4 pour la

dégradation de la gélatine.

Halo clair
N
Figure 13 : Activité Figure 14 : Activité
protéolytique : dégradation de la protéolytique : dégradation de
caséine de I’échantillon fongique la gélatine par I’échantillon
(A8) fongique (A5)
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11-4-2-Activité estérasique

Les résultats obtenus  révelent une activité  estérasigue de nos échantillons
endophytes traduite par la dégradation de lipide qui se manifeste par un halo opaque
autour de la colonie (Photo 8).

Halo opaque

Figure 15 : Activité estérasique des
isolats fongiques testés

I11-4-3-Activité lipolytique

Le résultat positif de I’activité lipolytique est traduit par la production de cristaux
autour des différentes colonies des isolats testés.

La production de
cristaux

Figure 16 : Activité lipolytique des
isolats fongiques testés.
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I11-4-4-Activité cellulolytique

Le reéactif rouge Congo est utilisé pour mettre en évidence la zone d’hydrolyse de la
cellulose qui apparait autour de la colonie (photo 10 (fleche noire)) et ceci pour les trois

isolats testés.

Figure 17 : Activité
cellulolytique des isolats
fongiques

I11-5-Discussion de P’activité enzymatique

Les enzymes sont des protéines essentielles pour le systeme métabolique de tous les
organismes vivants, elles peuvent étre isolées a partir d’animaux, de plantes et de
microorganismes. Ces derniers sont de bonnes sources d’enzymes dont la stabilité est

plus importante que celles d’origine animale ou végétale (Maria et al, 2005).

Les activités amylolytique, protéilytique cellulolytiques lipolytique et estérasique mises
en évidence chez toutes les isolats fongiques testées pourrait étre due a la capacité de ce
genre a produire plus d’enzymes extracellulaires telles que I’amylase, cellulase, lipase, la

protéase et I’estérase.

Selon les travaux de Choi et al., (2005), Sunitha et al. (2013) et Selim et
al.(2012), les champignons endophytes sont parmi les microorganismes qui produisent
des hydrolases extracellulaires pour résister a l'invasion des pathogenes et pour assurer la

nutrition de I'héte. Ces enzymes sont essentielles au systeme meétabolique de ces

33



Résultats et discussion

champignons endophytes car elles leur permettent d’envahir et de coloniser les tissus

végeétaux.

La capacité de tous les isolats a dégrader ’amidon pourrait étre expliquée par le fait que
I’amidon est la source organique de carbone la plus abondante dans I’environnement
(Selim et al., 2012). Le potentiel amylolytique de ces champignons endophytes peut les
aider a dégrader I'amidon qui est disponible lors de la sénescence de la plante (Sunitha et al
., 2013)

Les activités enzymatiques mises en évidence chez les isolats fongiques endophytes
testées sont aussi trouvées chez les pathogenes. En revanche, la connaissance du réle
fonctionnel des endophytes nécessite la connaissance du substrat utilisé par ces derniers et les
enzymes qu’ils produisent (Carrol et al., 1983). S’ils sont des parasites ou des pathogénes
latents, ils produiraient des protéases et des pectinases, mais s’ils sont des mutualistes, ils
produiraient des mannases, des cellulases et des xylanases (Brett, 1990 b, Reddy et al.,1996;
Pointing, 1999). Maccheroni et al., (2004) rapportent que la présence de 1’amylase et de
lipase chez les endophytes n’est pas synonyme d’activité. En effet, ’amylase de ces
endophytes n’est pas active a pH alcalin mais I’amidon est dégradé par cette enzyme a un
pH neutre a acide. La lipase n’est pas produite a pH acide mais elle est secrétée a un pH
neutre a alcalin. Ces enzymes interviennent dans la dégradation des tissus végétaux
sénescents ou la décomposition des tissus morts des plantes (Sun et al., 2011). Cet aspect met

en évidence I’intérét écologique de ces endophytes.
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Conclusion

Les champignons endophytes sont d’excellentes sources de nouveaux produits naturels
bioactifs avec un potentiel d’exploitation dans une grande variét¢é de domaines

médicaux, agricoles et industriels.

La présente étude a eté effectuée dans le but de rechercher des activités
antimicrobiennes et enzymatiques des champignons endophytes isolés d’une plante

médicinale Arthrophytum scoparium.

Les résultats obtenus montrent que parmi les champignons endophytes étudiés ceux
appartenant au genre Alternaria, présentent une activité antibactérienne sur les bactéries
pathogenes Gram positif (Bacillus cereus, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) et les
bactéries Gram négatif (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa) testées et une activité antifongique sur une levure pathogéne (Candida albicans).
Cette activité pourrait étre due a l'action des mycotoxines ou des antibiotiques produits,
conduisant a I’inhibition de la division cellulaire, du transport du glucose, a la perturbation
du passage d’eau et des ions par la création de canaux au niveau de la membrane

plasmique et a I’inhibition de la synthése de certains composés de structure.

Il apparait aussi que la plupart des isolats endophytes testées présentent les activités
enzymatiques importantes. Leur aptitude a dégrader I’amidon, la gélatine, la caséine et
les lipides suggere qu’elles sont dotées d’un bagage enzymatique comprenant les
amylases, les protéases et les estérases extracellulaire. Cependant, il faut rappeler que
I’activation ou la sécrétion de certaines de ces enzymes n’est possible que si les conditions de

pH sont optimales, d’ou 1’absence de dégats chez les plantes hotes associées aux endophytes.

Les résultats obtenus sont prometteurs. Ils ont permis de mettre en évidence I’aptitude des
champignons endophytes dissociés de leur plante hote a inhiber des bactéries et des
champignons pathogénes et a produire des enzymes pouvant étre utiles dans les

domaines pharmaceutique, alimentaire et industriel.

Afin de confirmer ou d’infirmer les résultats obtenus et de mieux comprendre les mécanismes

d’action de ces microorganismes, il serait souhaitable d’effectuer des études complémentaires.
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Annexe 01

Composition des milieux de culture :

Potato dextrose agar (PDA)

Pomme de terre épluchées et CouPEes......o.vvviiiiiiiiii i, 200 g
GlUCOS . ..ttt e e 20¢g
. 1 O 15¢g
Eau distill€e. ... ..o 1000 ml
pH=5.6

Gélose nutritive (GN):

oS 010781 10g
EXtrait de JeVUIC. ...t 5¢
2 L 5¢g
N 20g
Eau distill@e. ... 1000ml
pH=7,2

Sabouraud dextrose agar (SDA)

D 1S53 (0 11 T 40 g
oS 0110781 10g
N 15¢g
Eau distillee. .. ...uee e 1000 ml
pH=5.6

Glucose yeast extract peptone (GYP)

6 10 Te7 o T N lg
EXrait de LeVUTC. ...ttt e e e e 0.1g
PP M. . .t 0.5g
N O 16 g
Eau distill€e. ..o 1000 ml
pH=6
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Glucose yeast extract peptone (GYP) + Gélatine

Glucose yeast extract peptone (GYP).....c.ouiiniiiiii e, 1000 ml

GELALINE. . .

Glucose yeast extract peptone (GYP) + Caséine

Glucose yeast extract peptone (GYP)......coiiiiiiiiiii e, 1000 ml

(OF: 1<) 1 o <N 15ml

Peptone agar medium (PAM) + Tween 80

Peptone agar medium (PAM).......oiiiiii e e 1000 ml

RS ] O T

Peptone agar medium (PAM) + Tween 20

Peptone agar medium (PAM).......oooiiiiiiii e 1000 ml

RS o I O
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Annexe 2

Solutions et réactifs

NaOH

NAOH. o e s 409
Eau distill€e. ... .euenin e 100mL
HCI

H L 8,159
Eau distill€e. . ... .ouee e 100mL
Lugol

6 5¢

JOAUIE e POLASSIUIN. ...ttt ettt et et e ettt e et et et et et e e ae e aeeaeeteenneenneenanens 10g
Bau distill€e. . ..oovit e e 100ml

Eau physiologique

Rouge congon

ROOUZE COMOM. ..ttt e e et et e e e et e e e aaeas 0,2%

LeaU dIStIILE. .. vttt 100ml
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Annexe 03

Groupe de
germes

Bacillus
gram (-)

Bacillus
gram (+)

Cocci gram

(+)

Levure

Tableau: Description et pouvoir pathogéne des souches testées

Espéces

Escherichia coli
« Ec»

Pseudomonas
Aeruginosa « Pa »

Klebsiella

pneumoniae « Kp »

Bacillus cereus
« Bc»

Staphylococcus
aureus « Sa »

Candida Albicans
« Ca»

Habitat préférentiel

Matieres fécales

aliments contamines

gaux usees

Sol, eau, plantes voies
respiratoires matieres

fécales réfrigérateurs

appareil sanitaires

Matieres fécales voies
aériennes supérieures
aliments contaminés

Sol, poussiéres eaux
aliments, laits (en
poudre) Sol,

Peaux, cheveux
Nasopharynx

Périnée
Poussieres, air

Aliments contamines

Tube digestif

51

Infections hospitalieres les plus
fréquentes

Infection urinaires

Plaies

Septicémies

Infection respiratoires

Infection pulmonaires
et urinaires

Brulures

Plaies

septicémies

Infection pulmonaires
et urinaires

Plaie

Septicémies

Intoxication alimentaires

Septicémies chez les
immunodéprimés

Infection cutanées,

plaies, brulures, abces

Ostéites, ostéomyeélites
Endocardites
Septicémies

Infection pulmonaires
Intoxication alimentaires

Septicémies et

infection viscérales

Candidose

superficielles



Annexe 04

Schéma de la paroi d’une bactérie Gram négatif / Gram Positif

Gram” Gram’

Pelysaccharides capsulaires

/.

Porine

Protéines capsulaires

Lipoprotéines \

- o @
¢ | Bicouche lipidique
-'ﬂ-‘—'/

________ Peptidoglycane et ————

Espace périplasmique Acides téchoiques ——

o I o Peptidoglycane et

T mﬁm i
T T TR TR

Chromosome
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