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Résume
Le but de cette étude est d'isoler et d'identifier les champignons endophytes de deux espéces

végetales Juniperus oxycedrus L. et Pistacia lentiscus L. afin d’évaluer leurs activités biologiques.
Apreés le screening préliminaire et selon I’intensité d’inhibition, le spectre d’activité, et le morphotype
des isolats, 6 isolats ont été sélectionnés pour poursuivre cette étude. Les isolats PLR9, JOR22 et PLT7
ont été identifiés comme étant appartenir aux espéces, Aspergillus neobridgeri, Penicillium
griseofulvum et Micronematobotrys verrucosus respectivement. Les souches PLT8 et PLF5 ont été
proposées comme étant une nouvelle espece appartenant au genre Neocucurbitaria, alors que 1’isolat
JOR26 a été proposé comme une nouvelle famille de 1’ordre des Diaporthales. L’optimisation de
certaines conditions culturales pour améliorer la production et I’extraction maximale des composés
bioactifs, a montré que le MEA était le meilleur milieu donnant la meilleure production pour les isolats
PLR9, JOR22, PLT8 et PLF5, le PDA pour I’isolat PLT7 et le YMEA pour I’isolat JOR26. L acétate
d’éthyle était le meilleur solvant organique permettant une extraction maximale des composés bioactifs
pour tous les isolats. La production des molécules bioactives sur milieu liquide était plus efficace que
celle en milieu solide pour les isolats JOR26, JOR22, PLT7 et PLR9, alors que pour les souches PLT8
et PLF5, la production était meilleure aprés fermentation sur milieu solide. Les extraits des isolats PLT8,
PLF5, PLT7 et JOR26 étaient actifs uniquement contre les bactéries a Gram positif, contrairement aux
extraits des isolats PLR9 et JOR22 qui étaient actifs contre les deux groupes de bactéries. Pour I’activité
antifongique, uniquement les extraits des isolats PLT7, JOR22 et JOR26 étaient actifs. En se basant sur
les valeurs des CMI, les extraits des isolats JOR26 et PLT8 étaient les plus efficaces, suivis par les
extraits de PLT7 et PLF5 et enfin les extraits de JOR22 et PLR9. L’étude de la cinétique de 1étalité des
extraits a montré que les extraits des isolats JOR26, PLT7 et JOR22 avaient un effet bactéricide, ceux
des souches PLTS8 et PLF5 avaient un effet bactériostatique, alors que 1’effet de l'extrait de PLRY était
bactéricide contre E. faecium 1 et bactériostatique contre A. baumannii. Pour I’activité antioxydante,
Les trois extraits PLT7, PLT8 et JOR22 se sont avérés étre les plus efficaces en présentant une activité
antioxydante in vitro dans les diverses méthodes utilisées. Cependant, les extraits restants des JOR26,
PLF5 et PLR9 ont montré les activités les moins efficaces. Les résultats des tests antiprolifératifs contre
les lignées tumorales ont montré que I’extrait ayant l'activité la plus élevée contre toutes les lignées était
celui de JOR22, suivi par D’extrait de PLT7 et enfin, I’extrait de ’isolat PLR9. Cependant, 1’effet
antiprolifératif contre HepG2 et cytotoxique contre les lignées saines des extraits des isolats JOR26 et
PLTS, eétait tres faible. Les endophytes JOR22 et PLR9 étaient les meilleurs producteurs de L-
asparaginase, suivi par l'isolat PLTS et en fin I’isolat PLTS qui a montrait I’activité la plus faible.
L’utilisation du MALDI-TOF MS nous a permis de détecter la production de la griséofulvine par I’isolat
JOR22.

Mots clés : Champignons endophytes, activités biologiques, bactéries multirésistantes, Aspergillus

neobridgeri, Penicillium griseofulvum, Micronematobotrys verrucosus.



Abstract

The aim of this study is to isolate and identify of endophytic fungi of two plant species Juniperus
oxycedrus L. and Pistacia lentiscus L. in order to evaluate their biological activities. After the
preliminary screening and according to the intensity of inhibition, the spectrum of activity, and the
morphotype of the isolates, 6 isolates were selected for further study. The PLR9, JOR22 and PLT7
isolates were identified as belonging to the species, Aspergillus neobridgeri, Penicillium griseofulvum
and Micronematobotrys verrucosus respectively. The PLT8 and PLF5 strains have been proposed as a
new species belonging to the genus Neocucurbitaria, while the JOR26 isolate has been proposed as a
new family from the order of Diaporthales. The optimization of certain cultural conditions to improve
the production and the maximum extraction of bioactive compounds, showed that the MEA was the best
medium giving the best production for the isolates PLR9, JOR22, PLT8 and PLF5, the PDA for the
isolate PLT7 and YMEA for the isolate JOR26. Ethyl acetate was the best organic solvent for the
maximum extraction of bioactive compounds for all isolates. The production of bioactive molecules on
liquid medium was more efficient than that on solid medium for the JOR26, JOR22, PLT7 and PLR9
isolates, while for the PLT8 and PLF5 isolates the production was better after fermentation on solid
medium. The extracts of isolates PLT8, PLF5, PLT7 and JOR26 were active only against Gram positive
bacteria, unlike the extracts of isolates PLR9 and JOR22 which were active against both groups of
bacteria. For antifungal activity, only extracts of isolates PLT7, JOR22 and JOR26 were active. Based
on the MIC values, the extracts of isolates JOR26 and PLT8 were the most effective, followed by
extracts of PLT7 and PLF5 and finally the extracts of JOR22 and PLR9. The study of the kinetics of the
lethality showed that the extracts of the isolates JOR26, PLT7 and JOR22 had a bactericidal effect, those
of the isolates PLT8 and PLF5 had a bacteriostatic effect, while the effect of the extract of PLR9 was
bactericidal against E. faecium 1 and bacteriostatic against A. baumannii. For antioxidant activity, the
three extracts of PLT7, PLT8 and JOR22 were found to be the most effective in exhibiting antioxidant
activity in vitro in the various methods used. However, the remaining extracts of JOR26, PLF5 and
PLR9 showed the least effective activities. The results of antiproliferative tests against the tumor lines
showed that the extract with the highest activity against all lines was that of JOR22, followed by the
extract of PLT7 and finally, the extract of PLR9 isolate. However, the antiproliferative effect against
HepG2 and cytotoxic against healthy lines of extracts from JOR26 and PLT8 isolates, was very weak.
The endophytes JOR22 and PLR9 were the best producers of L-asparaginase, followed by isolate PLT8
and finally isolate PLT5 which showed the lowest activity. The use of MALDI-TOF MS enabled us to
detect the production of griseofulvin by isolate JOR22.

Key words: Endophytic fungi, biological activities, multidrug resistant bacteria, Aspergillus

neobridgeri, Penicillium griseofulvum, Micronematobotrys verrucosus
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Introduction

L’augmentation du nombre de personnes ayant des problémes de santé causés par divers
cancers, bactéries résistantes aux medicaments, protozoaires parasites et champignons est alarmante
et demeure un défi mondial pour le secteur des soins de santé dans une grande partie du monde,

dans les pays en développement comme dans les pays développés (Sharma et al., 2016).

Le cancer est un groupe de maladies qui peuvent affecter divers organes du corps et se
caractérise par la croissance incontrdlée de cellules anormales et l'invasion des tissus normaux.
L'accés a un nombre limité de chimiothérapies anticancéreuses, leurs effets secondaires délétéres,
et le cot élevé de la plupart sinon de tous ces médicaments rendent le traitement de la maladie
particulierement difficile. De plus, de nombreuses thérapies existantes ne traitent pas efficacement
certains cancers et les tumeurs multirésistantes aggravant les difficultés de traitement

(Thirumurugan et al., 2018).

Le développement récent de la résistance aux antimicrobiens par des microorganismes
pathogenes intimide le traitement actuel et la prévention d'une gamme toujours croissante
d'infections provoquée par des bactéries et des champignons, et conduit a de nouveaux micro-
organismes ne pouvant pas étre contrélés (Mefteh et al., 2017). En outre, la propagation de ces
microorganismes multirésistants dans les hopitaux et les communautés reste un probleme largement
non résolu et un lourd fardeau pour les services de santé. Malgré les progres de I'antibiothérapie,
les complications des infections restent une cause importante de mortalité et de morbidité chez les

patients hospitalisés (Jouda et al., 2016).

Par conséquent, il existe un besoin urgent de nouvelles approches thérapeutiques et de
molécules antimicrobiennes et anticancéreuses rentables et durables dans la médecine, I'industrie et
I'agriculture qui pourraient surmonter ces problémes avec succes, et qui incitent au développement
de divers programmes tels que le dépistage de nouvelles espéces de plantes ou de champignons
ayant des activités biologiques dans des niches et des habitats écologiques inexplorés (Mookherjee
et al., 2018).

Un autre probléeme important, rencontré dans la recherche des produits naturels
biologiquement actifs, est lie a la faible concentration de ces composés dans les plantes. Par
exemple, la concentration du Taxol dans les arbres d’ifs (genre Taxus) est extrémement faible, allant
de zéro a 0,069% et la teneur la plus élevée se trouve dans I'écorce. En effet, 10000 kg d'écorce de
Taxus ou environ 3000 ifs sont nécessaires pour produire seulement 1 kg de médicament et, un arbre
centenaire pourrait produire 3 kg d'écorce, ce qui fournit suffisamment de paclitaxel pour une dose
de 300 mg. Un patient atteint de cancer a généralement besoin d'environ 2,5 a 3 g de Taxol. Par

consequent, le traitement de chaque patient consomme environ huit ifs centenaires (Liu et al., 2016).
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Avec les endophytes, il serait possible de résoudre ce probléme. En effet, certains peuvent produire
du paclitaxel ou les mémes composés que leur plante héte. Ceci permettrait la production des
composés actifs en conditions in vitro et d’augmenter la productivité en quelques semaines alors
qu’il est nécessaire d’attendre des années, notamment pour les arbres, avant de pouvoir les récolter
en vue de procéder a I’extraction de la molécule d’intérét. Par ailleurs, cette approche permettrait
non seulement de préserver I’environnement et la biodiversité mais aussi une diminution du prix de

revient des médicaments (Khiralla, 2015).

Les principales sources de métabolites secondaires sont les plantes (80% du métabolite
secondaire), les bactéries, les champignons et de nombreux organismes marins (éponges, tuniciers,
coraux et escargots) (Thirumurugan et al., 2018). Le taux de découverte de nouveaux métabolites
fongiques s'est considérablement accéléré au cours des deux derniéres décennies par rapport au taux
de découverte des métabolites produits par les actinomycetes, des bactéries filamenteuses qui ont
traditionnellement été la source la plus riche de produits naturels microbiens. Parmi les 33500
métabolites microbiens bioactifs décrits, environ 12,5% (4200) sont des métabolites de bactéries
unicellulaires et de cyanobactéries, 41% (13700) sont des produits de fermentations d'actinomycétes

et environ 47% (15600) sont d'origine fongique (Bills et Gloer, 2016).

Parmi les différents groupes de champignons les plus importants, les champignons
endophytes peuvent représenter un réservoir sous-exploré de nouvelles ressources biologiques
destinées a étre exploitées dans les secteurs pharmaceutique, industriel et agricole (Zheng et al.,
2016). Ces endosymbiotes vivent dans des tissus végétaux sains a un certains ou a tous les stades
de leur cycle de vie sans provoquer de maladie apparente (Yu et al., 2014). Les champignons
endophytes sont présents dans toutes les espéces végétales étudiées et ils peuvent étre trouvés dans
les tissus internes des racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits ou graines (Tanapichatsakul et al., 2018).
IIs recoivent I'habitat et les nutriments de leurs hotes et protegent chimiquement ces derniers contre
les herbivores, les insectes et les microorganismes phytopathogénes (Ibrahim et al., 2018). Dans
cette relation, les endophytes produisent une grande variété de métabolites secondaires bioactifs qui
peuvent affecter la physiologie, la défense et la tolérance de la plante hote contre les stress biotiques

et abiotiques, et améliorer la croissance de leur hte (Malhadas et al., 2017).

Les champignons endophytes sont a 1’origine de différents composés qui sont regroupés en
différentes catégories structurelles telles que les métabolites aliphatiques, les alcaloides, le
benzofurane, le cyclohexanone, la dihydroisocoumarine, les flavonoides, les lipoides, les acides
organiques, les peptides, les phénylpropanoides, les pyridines, la quinone, les stéroides, les
terpénoides, les glycosides et les xanthones (Zheng et al., 2016; Rana et al., 2020). La plupart des
nouveaux métabolites secondaires synthétisés par les endophytes ont montré des activites

antimicrobiennes, antiparasitaires, anti-inflammatoires, antioxydantes, anti-insectes, antioxydantes,
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anticancéreuses, antinéoplasiques, cytotoxiques et neuroprotectrices etc. (Zheng et al., 2016;
Malhadas et al., 2018).

En raison de leur capacité a produire cette large gamme de composés biologiquement actifs
; les endophytes des plantes médicinales deviennent de plus en plus intéressants a explorer et sont
considérés comme un réservoir important et une ressource prometteuse pour de nouveaux COmposes
bioactifs (Atiphasaworn et al., 2017).

Dans le but d’évaluer des activités biologiques des métabolites secondaires bioactifs
produits par champignons endophytes, nous avons étudié, pour la premiére fois, les champignons
endophytes isolés a partir de deux plantes médicinales Algériennes Pistacia lentiscus L. et

Juniperus oxycedrus L.
Cette thése est répartie en trois chapitre principaux dont :

Le premier est consacré a une revue bibliographique abordant une généralité sur les
champignons endophytes ainsi que, 1’importance de ces champignons dans la production de

métabolites secondaires bioactifs et leurs différentes activités biologiques.

Le deuxiéme chapitre est consacré a la description du matériel et des méthodes utilisées. Ce

travail a nécessité différentes étapes qui sont décrites ci-dessous :

» Isolement de champignons endophytes a partir de deux plantes médicinales de 1’Algérie
(Bordj Bou Arreridj) P. lentiscus L. et J. oxycedrus L. couramment utilisées en médecine
traditionnelle.

» La mise en évidence de leur activité antagoniste.

» L’étude taxonomique classique et moléculaire des isolats endophytes sélectionnés lors du
dépistage préliminaire.

» Etude de I’effet de certains paramétres influengant quantitativement et qualitativement la
production des métabolites bioactifs tels que, les milieux de culture et les solvant
d’extraction.

» [Fermentation, extraction et semi-purification des métabolites bioactifs.

» Mise en évidence des activités biologiques des extraits fongiques.

Le troisieme chapitre est réserve a la présentation des résultats et leur interprétation.
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I. Revue bibliographique

I.1. Généralités sur les champignons endophytes

1.1.1. Définition des endophytes

Il existe dans le monde vivant, diverses associations entre les micro-organismes et les
macroorganismes (plantes et animaux), l’'une d’elle impliquant les plantes et les
microorganismes est appelée endophytisme. Des preuves de cette association ont été trouvees
dans les tiges et les feuilles fossilisées qui datent de plus de 400 millions d’année (Toghueo et
al., 2020). Cependant, la premiére description d’un champignon endophyte s’est faite en 1904
a partir des graines de Lolium temulentum (Ratnaweera et de Silva, 2017). Les champignons
sont le groupe le plus dominant des endophytes, ils colonisent les espaces intercellulaires et
intracellulaire internes des plantes pendant au moins une partie de leur cycle de vie, sans
provoquer de maladies a leurs hotes (Bamisile et al., 2018; Ikram et al., 2019; Manzotti et al.,
2020; Gupta et al., 2020). Les champignons endophytes ont été décrits dans les différentes
parties de plantes telles que les racines, tiges, feuilles, fleurs et les graines (Shahzad et al., 2018;
Bamisile et al., 2018), ainsi que dans toutes les espéces végétales étudiées jusqu’a maintenant
(Wembheuer et al., 2019).

1.1.2. Diversité et classification des champignons endophytes

Selon différents criteres, les champignons endophytes sont classés en 2 grands groupes,
les endophytes Clavicipitaceae (Classe 1) et les non-Clavicipitaceae (Classe 2, 3 et 4) (figure
1).

Les endophytes du premier groupe des Clavicipitaceae (Classe 1), appartenant aux
Ascomycota, se limitent aux graminées des saisons chaudes et froides comme hotes qu’elles
colonisent de fagon systémique, se transmettent souvent verticalement via les graines. Ces
champignons produisent des molécules permettant de conférer a leurs hdtes une résistance a la
sécheresse et une protection contre les herbivores, ils jouent également un role dans
I’augmentation de la biomasse (Bao et Roossinck 2013 ; Mishra et al., 2015 ; lkram et al.,
2019).

Contrairement au premier groupe, les champignons non-Clavicipitaceae forment un
groupe trés diversifié infectant une large gamme de plante et sont divisés en trois classes. La
premiére (classe 2) comprenant des champignons appartenant plus genéralement aux
Ascomycota et certains aux Basidiomycota, colonisant aussi bien les parties aériennes que
souterraines de leurs hotes, et se transmettent aussi bien verticalement qu’horizontalement, ces
champignons conférent a leurs hétes une résistance aux stress abiotique, induisent la synthése

et synthétisent eux méme des phytohormones ainsi que des metabolites secondaires permettent
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I’amélioration de la biomasse des racines et des pousses ainsi que la protection contre les
pathogénes (Bao et Roossinck 2013 ; Mishra et al., 2015). Les champignons de la deuxiéme
classe (classe 3), contenant principalement des membres appartenant aux Ascomycota ou
Basidiomycota, se transmettent uniquement de facon horizontale et ne colonisent que les parties
aériennes de leurs hotes. Ils induisent une résistance systémique chez leurs hotes et les protegent
contre les herbivores, les insectes et les agents pathogénes (Terhonen et al., 2019). La troisiéme
classe (classe 4), quant a elle, regroupe des endophytes bruns cloisonnés appartenant
principalement aux Ascomycota, se transmettant horizontalement et se limitent aux racines de
leurs hétes, et protégent ces derniers des pathogenes en réduisant la disponibilité en carbone
dans le milieu (Mishra et al., 2015 ; Hardoim et al., 2015; Sridhar 2019).

A B
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2§42 mycelia ~
:ﬁ yPlant cell <=7
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Inter- and A 5
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Figure 1. Représentation schématique de I'association des champignons endophytes avec leurs
plantes hotes. (A) Différentes localisation des champignons endophytes dans les tissus végétaux. (B)
Localisation des différentes classes d'endophytes (Kusari et Spiteller 2012).
I.1.3. Criteéres de sélection des plantes et d’isolement efficace des endophytes

Dans le but d’isoler une grande diversité d’endophytes ainsi que de nouvelles especes,
produisant probablement de nouvelles molécules bioactives, plusieurs critéres sont pris en

considération :

I.1.3.1. Choix des plantes hétes et du site d’échantillonnage
Il est important de prendre en considération plusieurs points lors du choix de la plante a

utiliser ainsi que de son habitat :

e Les plantes vivant dans des milieux distincts et spécifiques, pouvant résister a des

conditions extrémes telles que les hautes altitudes, les déserts, la salinité, etc. pourraient
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héberger des champignons endophytes qui seraient responsables de cette résistance (Yu
et al., 2010; Gupta et al., 2020).

e Les plantes poussant dans des milieux de grande biodiversité doivent étre également
sélectionnées dans le but d’isoler une grande diversité de champignons endophytes (Yu
et al., 2010; Ratnaweera et de Silva, 2017).

e Les plantes n’ayant pas été explorées préalablement comme hotes d’endophytes, mais
également les plantes endémiques sont considérées comme de bonnes sources
permettant 1’isolement de nouvelles espéces mais également une grande diversité de
champignons endophytes (Yu et al., 2010; Tiwari 2014; Ratnaweera et de Silva, 2017).

e Les plantes utilisées par nos ancétres en médecine traditionnelle, ayant une histoire
ethnobotanique intéressante sont considérés comme une bonne source d’endophytes
bioactifs, il se pourrait méme que le pouvoir de ces plantes ne soit di qu’au molécules
produites par les endophytes et non pas par la plante elle-méme (Tiwari 2014).

e Celles ne présentant pas de symptdmes de maladies et sont entourées par des plantes
infectées par des agents pathogénes sont susceptibles d’héberger des endophytes
produisant des molécules bioactives les protégeant de ces pathogénes (Yu et al., 2010;
Mane et al., 2018).

1.1.3.2. La taille et I’Age des échantillons

Afin d’obtenir toute la biodiversité des champignons endophytes vivant dans la plante
sélectionnée, la taille des échantillons a utiliser est trés important. Selon Petrini et al. (1993),
I'utilisation de 40 individus avec 30 a 40 segments par tissu serait suffisante pour obtenir 80%
de la population d’endophyte de cette plante ; d’un autre co6té, 1’age des échantillons joue
également un role important dans ’isolement des champignon endophytes, car les tissus plus
agés seraient plus colonisés que les tissus jeunes, ceci est di a leur exposition prolongée a

I’environnement (Stone et al., 2004; Gupta et al., 2020).

1.1.3.3. Influence des saisons

Il a eté observé que pendant les saisons de pluie, la fréquence de colonisation par les
endophyte était plus grande que pendant les saisons seches, ceci a été expliqué par le fait que
les gouttes de pluie ainsi que les températures modérées permettraient une meilleure dispersion
et une plus longue viabilité des spores fongiques. De plus, ’humidité, la température et les
précipitations influent sur la conductance stomatique et du mésophylle des feuilles contrélant
ainsi les taux de transpiration et de CO3, ce qui a un impact sur la colonisation des endophytes
(Rather et al., 2018; Gupta et al., 2020).
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1.1.4. Mode de transmission des champignons endophytes

Les champignons endophytes se transmettent d’un hote a un autre en utilisant deux
voies, verticale ou horizontale (figure 2). Concernant la transmission verticale, les
champignons endophytes se transmettent de la plante mére a la graine via la lignée germinale.
Le champignon va ensuite passer de la graine a la plante nouvellement formée lorsque la graine
germe (Christian et al., 2017 ; Bamisile et al., 2018; Yan et al., 2019). A I’inverse et au cours
de la transmission horizontale, les spores ou le mycélium endophyte se trouvant sur une plante
hote sont transmis a une autre via différents vecteurs biotiques ou abiotiques, tels que les
insectes, les gouttes de pluie, le vent, etc. (Christian et al., 2017). Certains champignons vont
utiliser des ouvertures naturelles ou artificielles pour rentrer a I’intérieur des tissus de plante,
d’autres utilisent des enzymes hydrolytiques ou des structures spécialisées telles que les
appressoria ou les haustoria pour permettre leur entré (Soares et al., 2017). Certains
champignons endophytes et selon les conditions environnementales peuvent utiliser les deux

modes de transmission, verticale et horizontale (Christian et al., 2017).
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Figure 2. Mécanismes de transmission des champignons endophytes (Chowdhury et al., 2019).

1.1.5. Interaction endophyte-hote

Selon Schulz et Boyle, (2005), les champignons endophytes établissent plusieurs types
de relation avec leurs hotes, allant du mutualisme, & 1’antagonisme en passant par le
commensalisme. La relation asymptomatique entre 1’endophyte et son hote est alors expliquée
par une relation d’antagonisme équilibré, ou le systéme immunitaire de 1’hote s’active dés

I’entrée du champignon endophyte pour le contrer et limiter son développement ; en réponse a
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cela, I’endophyte synthétise des métabolites secondaires, le protégeant contre les défenses de

I’hote (Yan et al., 2018).

Dans cet équilibre entre la virulence fongique et la défense des plantes, les deux
partenaires tirent profit I’'un de I’autre, le champignon tire ses nutriments de son héte, et il lui
procure a son tour une protection contre divers stress aussi bien biotiques qu’abiotiques (Patil
et al., 2016). Dans le cas ou un déséquilibre se produit, d0 a différents facteurs tels que les
facteurs environnementaux, 1’état nutritionnel des deux partenaires etc., 1’hote peut alors
entrainer la mortalité de I’endophyte ou au contraire des symptdmes de maladie apparaissent

sur I’hote a cause de I’endophyte (Sarasan et al., 2017).

1.2. Molécules bioactives des champignons endophytes

Il existe trois voies pour découvrir de nouvelles molécules pharmaceutiques : la
conception rationnelle de médicaments, la synthése chimique et la découverte de produits
naturels, cette derniére voie, a suscité I’intérét de nombreux chercheurs en raison des faibles
colts et des bioactivités puissantes des molécules naturelles (Liu et al., 2019). Les plantes
médicinales ont été depuis des annees, la source de divers molécules antibactériennes,
anticancéreuses, antioxydantes, etc. Cependant, plusieurs plantes médicinales sont uniques, ont
un taux de croissance lent, se trouvent en haute altitude ou dans des habitats difficiles d’accés
ou bien contiennent une quantité insuffisante de composeés bioactifs dans leurs tissus (Gupta et
al., 2020). Pour ces raisons, les chercheurs se sont tournés vers les microorganismes en général
et les champignons endophytes en particulier surtout que ces champignons sont a I’origine de
diverses catégories de molécules telles que les alcaloides, les stéroides, les terpénoides, les
flavonoides, les glycosides, les xanthones, les isocoumarines, les quinones, les phényl-
propanoides, les lignanes, les métabolites aliphatiques, les lactones, etc. (Kaul et al., 2012). En
plus de la diversité de leurs molécules, les champignons endophytes présentent des avantages
par rapport aux plantes, car leur productivité est reproductible et fiable et peut étre optimisée
en optimisant les conditions de fermentation telles que le milieu, I'agitation, la charge de
I’inoculum, le pH, la température, ainsi que la durée d'incubation (Kaul et al., 2012; Xiang et
al., 2016). Certaines des catégories importantes des métabolites bioactives produites par les

champignons endophytes sont cités ci-dessous :
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1.2.1. Molécules antibactériennes

Selon Liu et al., (2019), environ 700000 personnes sont tuées chaque année par des
bactéries résistantes aux antibiotiques, et ce probléme ne fera qu’augmenter si la recherche de
nouvelles molécules ne s’accélére pas. Plusieurs études ont été faites sur les champignons
endophytes qui se sont révélées avoir une grande capacité a produire de nombreuses molécules

antibactériennes efficaces (figure 3).

Teponno et al., (2017) ont permis 1’isolement d’un analogue connu, et d’un nouveau
dérivé de I’acide nitranilique a partir de Dendrothyrium variisporum, un champignon
endophyte des racines de Globularia alypum. Le test de 1’activité antibactérienne a révélé que
la premiére molécule inhibait Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus avec une concentration
minimale inhibitrice (CMI) de 66.67 pg/mL alors que la deuxiéme inhibait Bacillus subtilis et
Micrococcus luteus avec des valeurs de CMI de 8,33 et 16,66 pg/mL respectivement. Deshidi
et al. (2017) ont testé 1’activité antibactérienne de 1’alternariol ainsi qu’un nouvel isomére
structurel de ce dernier, ces deux molécules produites par le champignon endophyte Alternaria
alternata, ont montré une activité contre Staphylococcus aureus (CMI = 32 et 128 pg/mL),
Enterocoque résistant a la vancomycine (CMI = 32 et 128 pg/mL) et Staphylococcus aureus
résistant a la méticilline (CMI = 8 et 64 ng/mL).

Deux nouveaux dérivés de ’acide anisique, 1’acide rhizopycnis A et B produits par
Rhizopycnis vagum Nitaf22 endophyte isolé a partir de Nicotiana tabacum présentaient une
activité antibactérienne contre six bactéries pathogenes avec des ICso (Concentration inhibitrice
a 50%) variant de 16.1 a 81.3 ug/mL (A. Wang et al., 2018). Jiang et al. (2018) a montré
I’activité antibactérienne d’un nouveau dérivé de la sorbicilline, la 2-désoxy-sohirnone C
produit par 1’endophyte Penicillium sp. GD6, avec une CMI de 80 pg/mL contre

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.

Fathallah et al. (2019) ont isolé pour la premiére fois, a partir du champignon endophyte
Aspergillus amstelodami, la Dihydroauroglaucine qui a montré une activité contre Escherichia
coli, Streptococcus mutans et Staphylococcus aureus avec des CMI ne dépassant pas les 3.9
ug/mL. L’acide paralactonique E, un nouveau polycétide, produit par le champignon endophyte
Paraconiothyrium sp. SW-B-1 a montré une activité contre Staphylococcus aureus avec une
CMI de 3.2 pg/mL (Suzuki et al., 2019).
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Figure 3. Structure de certaines molécules antibactériennes produits par les champignons
endophytes.

1.2.2. Molécules antifongiques

Il existe de nombreuses sources naturelles de composés bioactifs. Cependant, les
chercheurs se sont focalisés dernierement sur les champignons endophytes qui se sont révélés
étre des bons producteurs de molécules antifongiques, permettant de faire face aux différentes

maladies humaines et végétales (figure 4).

1.2.2.1. Molécules contre les dermatophytes

Un nouveau dérivé du benzamide, le fusarithioamide A a été caractérisé a partir de la
culture de Fusarium chlamydosporium, un endophyte des feuilles de Anvillea garcinii, cette
molécule a montré une puissante activité antifongique contre Candida albicans avec une CMI
de 2.6+0.52 mg/ mL (Ibrahim et al., 2016). Un autre isolat du genre Fusarium a été isolé a partir
des racines de Mentha longifolia L. et a permis 1’identification d’un nouveau cyclodepsipeptide,
a savoir le fusaripeptide A, ce dernier a montré une activité vis-a-vis de plusieurs espéces du
genre Candida, C. albicans, C. glabrata, C. krusei ainsi que contre Aspergillus fumigates avec
des ICso de 0.11, 0.24, 0.19 et 0.14 uM respectivement (Ibrahim et al., 2018).
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Rukachaisirikul et al. (2019) ont permis I’isolement et 1’identification de deux nouvelles
molécules, dont 1’une est un depsidone, le simplicildone K et I’autre une dihydroxanthénone
(globosuxanthone E) a partir des cultures de deux isolats endophytes, Simplicillium
lanosoniveum PSU-H168 et PSU-H261 respectivement. Le test antifongique de ces deux
molécules a révélé qu’elles possedent une activité antifongique contre Cryptococcus
neoformans avec Les méme valeurs de CMI de 32 pg/mL. Une autre étude a permis 1’isolement
et ’identification de 6 nouvelles molécules, dont trois sont des dérivés du benzaldéhyde, les
sporulosaldéines A-C, et trois autres sont des dérivés du benzopyranne, les sporulosaldéines D-
F produites par le champignon endophyte Paraphaeosphaeria sp. FO3. Ces molécules avaient
montré une activité antifongique vis-a-vis de plusieurs especes du genre Candida avec des CMI
variant de 7.8 a 250 pg/mL (De Amorim et al., 2019).

1.2.2.1. Molécules contre les phytopathogenes

Les deux nouveaux dérivés des alkyles furanne, le 5-(undeca-3’,5',7'-trien-1'-yl) furan-
2-ol et 5-(undeca-3',5",7"-trien-1"-yl) furan-2-carbonate produits par le champignon endophyte
Emericella sp. XL029 ont montré une activité antifongique contre plusieurs champignons
phytopathogénes avec des CMI allant de 3.1 a 25 pg/mL pour la premiére molécule et de 12.5 a
50 pg/mL pour la deuxiéme (Wu et al., 2018). Zhao et al. (2019) ont permis I’identification en
plus de I’acide trichodermique, de trois nouveaux dérivés de 1’a pyrone produits par le
champignon endophyte Penicillium ochrochloronthe, a savoir, le 6-(2'Rhydroxy-3'E,5'E-diene-
1'-heptyl)-4-hydroxy-3-methyl-2H-pyran-2-one, le  6-(2'S-hydroxy-5'E-ene-1'-heptyl)-4-
hydroxy-3-methyl-2H-pyran2-one, et le 6-(2'S-hydroxy-1'-heptyl)-4-hydroxy-3-methyl-
2Hpyran-2-one. Ces quatre molécules ont présenté une activité antifongique vis-a-vis de vingt
champignons phytopathogénes appartenant a 13 genres différents avec des CMI variant de 12.5
a 100 pg/mL.

La Pretrichodermamide A est une autre molécule a activité antifongique, elle est
produite par le champignon endophyte Trichoderma harzianum, et a un effet sur la croissance
du champignon phytopathogene Ustilago maydis (CMI = 1 mg/mL) (Harwoko et al., 2019).
Récemment (Zhao et al., 2020) ont permis 1’identification de neuf nouvelles cyclopenténone
halogénées, les bicolorins A-I et de trois cyclopenténone connues produites par Saccharicola
bicolor endophyte associé a Bergenia purpurascens. Toutes ces molécules ont démontré une
activité antifongique plus ou moins forte contre les cing champignons phytopathogénes testés.
Cependant, les bicolorines B et D possédaient une forte activité contre Pythium dissimile avec
des valeurs des CMI (6,2 30 et 8,5 ng/mL) comparables a celles obtenues avec le contrdle positif

(8.6 ug/mL).
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1.2.3. Molécules anticancéreuses

Selon Teixeira et al., (2019) en 2018, 18 millions de cas de cancer et 10 millions de
déces ont été recensés dans le monde. Afin de palier a ce probléme de santé, la recherche de
nouvelles molécules anticancéreuses est devenue tres importante. Les champignons endophytes
ont recu de I’importance dans ce domaine et plusieurs molécules anticancéreuses ont été isolées
(figure 5), telles que le 4,5-Dihydroxy-3-(1-propenyl) -2-cyclopenten-1-one (terrein) produit
par le champignon endophyte Aspergillus terreus (JAS-2) isolé a partir de Achyranthus aspera
et qui posséde une activité antiproliférative contre la lignée cellulaire du cancer du poumon
humain (A-549) avec des valeurs des ICso de 121,9 + 4,821 pg/mL (Goutam et al., 2017). Un
autre champignon endophyte, Pestalotiopsis palmarum producteur de quatre nouveaux dérivés
du diphényléther, les sinopestalotiollides A-D, ainsi qu’un nouveau a-pyrone a été isolé a partir
de Sinomenium acutum. Ces molécules avaient démontré une activité cytotoxique contre les
trois lignées cellulaires testées, Hela, HCT116 et A549 avec des ICso variant de 1.19 + 0.02 a
47.82 £2.19 uM (Xiao et al., 2018).

Sharma et al. (2018) ont isolé et identifie une nouvelle cytochalasine nommée
Jammosporine A et quatre analogues connus a partir de la culture du champignon endophyte
Rosellinia sanctae-cruciana, le test de I’activité cytotoxique contre la lignée MOLT-4 a révélé
que ces cing molécules présentaient une activité cytotoxiques considérable avec des 1Csq de 20,
10, 25, 8 et 6. uM respectivement. Un nouveau polycétide contenant la fraction
benzoisoquinoléine-9-one, le peyronétide A, un autre nouveau dérivé, le peyronétide B ainsi
que le O-dihydroquinone ont été isolés et identifiés a partir du bouillon de fermentation du
champignon endophyte Peyronellaea sp. FT431, ils présentaient une activité cytotoxique contre
les lignées TK-10, A2780S et A2780CisR avec des ICso variant de 6.7 a 29.2 uM (Li et al.,
2019).

Fan et al. (2020) ont permis I’isolement et I’identification de deux nouveaux dérivés de
I'acide décalinoylspirotétramique, les pyrénosétines A et B produits par Pyrenochaetopsis sp.
FVE-001 un champignon endophyte de Fucus vesiculosus, ces deux molécules présentaient une
haute activité anticancéreuse contre la lignée A-375 avec des ICso de 2.8 et 6.3 UM

respectivement.
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Figure 5. Structure de certaines molécules anticancéreuses produits par les champignons
endophytes.

1.2.4. Molécules antioxydantes

Les radicaux libres dérivés de I’oxygene sont a 1’origine de plusieurs maladies telles que
diabéte, le cancer, I’hypertension, la maladie d’alzheimer, la maladie de Parkinson etc. ; afin de
prévenir et de traiter ces maladies, les antioxydants sont considérés comme une alternative

prometteuse (Fadiji et Babalola 2020).
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Figure 6. Structure de certaines molécules antioxydantes produits par les champignons

endophytes.

Differentes études ont démontré la capacité des champignons endophytes a produire des

molécules antioxydantes importantes (figure 6), on citera a titre d’exemple, une nouvelle

dépsidone, la mollicellin O produite par Chaetomium sp. Eef-10, champignon endophyte isolé

a partir de Eucalyptus exserta a été isolé et identifié et a montré une activité de piégeage des

radicaux libres 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) avec une valeur ICso de 71,92 pug/mL
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(Ouyang et al., 2018). Paudel et al. (2018) ont permis 1’isolement de deux polycétides, a partir
de la culture du champignon endophyte Preussia sp. La deuxiéme molécule, CosH220s
présentait une forte activité de piégeage du DPPH avec une ICso de3 pg/mL, une valeur

comparable a celle obtenue avec 1’hydroxyanisole butylé utilis¢é comme témoin positif.

Parmi les deux nouvelles polycétones produites par le champignon endophyte
Cytospora rhizophorae A761, rhizophol A a montré au cours du test de piégeage des radicaux
DPPH une valeur de ECso (13.07 uM) plus basse que celle obtenue avec le contrdle positif
(25.53 uM) (Liu et al., 2019). A partir de I’extrait du champignon endophyte Curvularia sp.
isolé & partir de la plante médicinale Rauwolfia macrophylla, les trois molécules
2’désoxyribolactone, acide hexylitaconique et ergostérol ont été identifiées et leur pouvoir de
piégeage des radicaux DPPH et de I’Acide 2,2-azino-bis-3-(thylBenzoThiazoline-6-
Sulfonique) (ABTS) testé. Les valeurs des ECso (0.66, 0.56 et 1.09 uM) obtenues au premier
test et (0.49, 0.88 et 0.83 uM) obtenues au deuxieéme test étaient trés proches de celles obtenues

avec les témoins positifs (Kaaniche et al., 2018).

Un autre champignon endophyte, Epicoccum nigrum SCNU-F0002 a été la source de 9
molécules dont 5 nouvelles molécules, (+) épicoccone C ((+)-1), (-)-épicoccone C ((-)-1),
épicoccone D, épicoccone E et épicolactone A ayant un pouvoir de piégeage des radicaux
DPPH supérieur de celui des témoins positifs avec des ICsp allant de10.2 a 15.3 uM (Yan et al.,
2020). Récemment, Guo et al. (2020) ont testé le pouvoir antioxydant des 9 molécules produites
par le champignon endophyte Pestalotiopsis theae (N635), parmi ces derniéres, seuls les deux
nouveaux dérivés du xanthone, les pestalotiones A et B ont montré une activité avec des valeurs

de ICso de 54.2 et 59.2 pg/mL respectivement.

1.2.5. Molécules antivirales

Compte-tenu de I'évolution de nouvelles souches de virus redoutables causant des effets
terribles sur les vies humaines (Sharma et al., 2019), la recherche de nouvelles molécules
antivirales naturelles est nécessaire. Les endophytes pourraient étre une des sources les plus
prometteuses. Cependant, le manque de systeme de criblage antiviral limite la production de
ces composeés et par ce fait, le nombre de molécules antivirales attribués aux endophytes est
limité (figure 7) (Fadiji et Babalola 2020).
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Figure 7. Structure de certaines molécules antivirales produits par les champignons
endophytes.

Parmi les 10 nouvelles molécules produites par Pestalotiopsis vaccinii (cgmcc3.9199)
un champignon endophyte isolé a partir de Kandelia candel (L.) Druce, le vaccinol J a montré
une activité (ICso de 30,7 uM) plus élevée que celle du témoin positif (ICsp 177,0 uM) contre
I’entérovirus 71 (EV71) (Wang et al., 2017). Pang et al. (2017) ont permis 1’identification de 2
nouvelles molécules, les aperphenalenones A et D ainsi que deux autres connues, la
cytochalasine Z8 et I’epicocconigrone A produites par le champignon endophyte Aspergillus
sp. CPCC 400735; ces molécules ont montré une forte activité contre le virus de
I'immunodéficience humaine (VIH) avec des ICso de 4.5, 2.4, 9.2et 6.6 uM respectivement.
Cytosporone U, une molécule produite par le champignon endophyte Phomopsis sp. FIBR-11
a été testé pour son pouvoir inhibiteur du virus de la mosaique du tabac (VMT), cette derniere

présentait une puissante activité avec une 1Cso de 144.6 pg/mL (Tan et al., 2017).

(Peng et al., 2020) ont permis I’isolement et 1’identification & partir de la culture du
champignon endophyte Phoma multirostrata XJ2-1 de 1’ergocytochalasine A, qui présentait
une activité contre le virus de la dengue humaine de type 3 (DV3) et le virus de la grippe A
(HIN1) avec des ECso de 12.50 et 40.92 respectivement.
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1.2.6. Molécules antiparasitaires

Selon Fadiji et Babalola (2020), pres de la moitié du taux de mortalité dans le monde
serait causé par les maladies infectieuses et parasitaires. Les champignons endophytes sont a
I’origine de plusieurs molécules antiparasitaires (figure 8), on citera par exemple le
champignon endophyte Lasiodiplodia theobromae isolé a partir des feuilles de Vitex pinnata,
qui produit deux molécules nommées cladospirone B, desmethyl-lasiodiplodin possedant une
bonne activité contre Trypanosoma brucei brucei avec des ICso de 17,8 uM et 22,5 pM
respectivement (Kamal et al., 2017). Une autre étude a été faite sur I’effet des molécules
produites par Aspergillus terreus-F7, endophyte associé a Hyptis suaveolens (L.) Poit, contre
Schistosoma mansoni, Leishmania amazonensis et Trypanosoma cruzi. Les résultats ont montré
que les trois molécules, terrein, butyrolactone | et V tuaient a des concentrations de 1297.3,
235.6 et 454.1 uM, apres 48, 72 et 72 heures, 100% des vers S. mansoni respectivement. Ils
avaient également une activité leishmanicide modérée avec des ICsp allant de 78.6, 26.0 et 23.7
a UM respectivement. Contre T. cruzi, ¢’est uniquement butyrolactone | et V' qui étaient actives
et ont tué 100% des cellules & des concentrations de 94,2 et 181,6 pM respectivement (da Silva
etal., 2017).

50% des vers adultes de Schistosoma mansoni a une concentration de 50 pg/mL ainsi
qu’une réduction de la viabilité des promastigotes de Leishmania amazonenses avec une ICso
de 9,2 ug/mL ont été observées apres traitement avec 18-des-hydroxy Cytochalasin H, une
molécule produite par le champignon endophyte Diaporthe phaseolorum-92C (Brissow et al.,
2017). Cota et al. (2018) ont évalué I’activité antileishmanienne des 7 composés produits par
I’endophyte Nectria pseudotrichia endophyte de Caesalpinia echinata. Parmi ces molécules,
deux nouvelles, I’acide 10-acétyltrichodéronique A, et I’acide 6’-acétoxy-piliforme et une
connue, I’acide hydroheptélidique ont montré une activité avec des I1Cso de 21.4, 28.3 et 24.8
MM,
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Figure 8. Structure de certaines molécules antiparasitaires produits par les champignons
endophytes.

1.2.7. Molécules antidiabétiques

Dans le monde et a I'heure actuelle, 463 millions de personnes regoivent un diagnostic
de diabéte, 90% de ses cas sont attribués au diabéte de type 2 (T2D). L’inhibition de l'a-
glucosidase constitue une stratégie prometteuse pour la gestion du T2D. Cependant, les
inhibiteurs commercialisés de cette enzyme sont géneralement des glucides provoquant de
multiples effets indésirables gastro-intestinaux, la découverte de nouvelles molécules pouvant
inhiber cette enzyme et ayant moins d'effets indésirables serait une bonne alternative (Malik et
al., 2020).

Dans ce contexte, plusieurs études ont été faites sur les endophytes et leur pouvoir a

produire de telles molécules, on citera a titre d’exemple, 1’étude de Chen et al. (2017), qui ont
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permis I’identification de la lasiodiplactone A, une nouvelle molécule produite par le
champignon endophyte Lasiodiplodia theobromae ZJ- HQ1, cette molécule a la capacité
d’inhiber I'a-glucosidase avec une ICso de 29,4 uM. Parmi les 13 molécules produites par
Myrothecium sp. OUCMDZ-2784, endophyte associé a la plante médicinale, Apocynum
venetum, quatre nouveaux méroterpénoides, les myrothecisin A-D et deux nouveaux
isocoumarinoide, mytothelactone A et C ont montré une faible inhibition de 1'a-glucosidase
avec des valeurs d’ICso de 0,50, 0,66, 0,058, 0,20, 0,32 et 0,036 mM, respectivement (Xu et al.,
2018).

Ry= COCHa, R=H Ri= COCHs, Ry= H
Lasiodiplactone A Myrothecisin A Myrothecisin B
T -
OHC —QOH OHG o

3 s 3
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OH O
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R1= COCH-0H, Ry= H, R3= CH3

R1=R2=R3=OH
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1,3,5,6-tetrahydroxy-8-methylxanthone 1,6-dihydroxy-3-methoxy-8-methylxanthone

Figure 9. Structure de certaines molécules antidiabétiques produits par les champignons
endophytes.
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Wang et al. (2018) ont identifié parmi les molécules produites par Xylaria sp. HNWSW-
2, I’astropyrone qui, a une concentration de 0,25 mg/ml, inhibe 1'a-glucosidase avec un taux de
77%. Trois xanthones, une nouvelle, la 1,2,3,5,6-pentahydroxy-8-methylxanthone ainsi que
deux connues 1,3,5,6-tetrahydroxy-8-methylxanthone et 1,6-dihydroxy-3-methoxy-8-
methylxanthone produites par le champignon endophyte Penicillium canescens possedent le
pouvoir d’inhiber 1'a-glucosidase avec des 1Cso de 38.80+ 1.01, 32.32 + 1.01, et 75.20 = 1.02
MM respectivement (figure 9) (Malik et al., 2020).

1.2.8. Molécules antiinflammatoires

L'inflammation est un processus immunitaire normal, son role est de protéger le corps
contre les infections et les lésions tissulaires. Cependant, une inflammation prolongée ou
excessive peut entrainer diverses maladies car la surproduction de certains facteurs tels que les
cytokines pro-inflammatoires et les facteurs inflammatoires pendant le processus inflammatoire
peut entrainer des lésions cellulaires et des maladies inflammatoires ; pour cela, I'inhibition de
la production de ces médiateurs inflammatoires est un moyen efficace de traiter les maladies
inflammatoires (Roma-Marzio et al., 2017), et les champignons endophytes représentent une

bonne source de ces inhibiteurs (figure 10).

Plusieurs études ont été faites dans ce sens, on citera a titre d’exemple, I’étude de Feng
et al. (2019) qui a permis I’isolement, la caractérisation ainsi que 1’activité antiinflammatoire
de quatre nouvelles molécules, les collétopeptides A-D produites Colletotrichum sp. S8
champignon endophyte des tiges de Rubia podantha. Ces quatre molécules ont montré une
inhibition de la production de I'oxyde nitrique induite par le lipopolysaccharide (LPS) dans les
macrophages RAW 264.7 avec les valeurs des ICso de 8,3, 38,7, 13,5 et 22,2 uM
respectivement. Collétopeptides A a également inhibé la production induite par le LPS, des
facteurs inflammatoires IL-6 et TNF-a dans les macrophages RAW264.7. Un autre champignon
endophyte, Fusarium chlamydosporum isolé a partir des feuilles de Anvillea garcinii est a
I’origine de deux molécules, A [(22E,24R)-ergosta-7,22-diene-3b,5a,6b-triol 6-decanoate] et
ergostab,7,22-triene-3b-ol possédant un pouvoir inhibiteur modéré de 5-LOX avec des ICso de
3,06 et 3,57 mM respectivement (Al-Rabia et al., 2020).

Parmi les neuf molécules produites par le champignon endophyte Boeremia exigua isolé
a partir de Solanum tuberosum L., les borémexines A-D, curdepsidone F et corynesidone A
possedent un pouvoir d’inhibition de la synthése induite par le LPS de I’oxyde nitrique dans les

macrophages RAW 264.7 avec une des ICso allant de 19,4 a 34,4 uM (Chen et al., 2020).
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Figure 10. Structure de certaines molécules antiinflammatoires produits par les champignons
endophytes.

I. 3. Plantes médicinales etudiées
I. 3.1. Juniperus oxycedrus L.

Juniperus L. (figure 11) est un genre appartenant a la famille des Cupressaceae, c’est
le genre le plus diversifié de la famille, avec ces 70 espéces (Mrid et al., 2019), il est subdivisé
en trois section J. sect. Caryocedrus Endl., et J. sect. Sabina Spach. L’espece J. oxycedrus
appelé Genévrier cade en francais ou « Taga » en arabe dialectal, appartient a la section J. sect.
Juniperus (Roma-Marzio et al., 2017). C’est un arbuste ou petit arbre poussant a 1'état sauvage

dans les endroits caillouteux des pays méditerranéens et du Proche-Orient (Loizzo et al., 2007).
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De I'ensemble du genre Juniperus, J. oxycedrus est I'une des espéces les plus renommeées
utilisées en médecine populaire (Mrid et al., 2019), elle est utilisée comme diurétique, stimulant
tonique pour I'estomac, désinfectant, elle est également utilisée dans le traitement de plusieurs
maladies, comme la tuberculose, la pneumonie, la bronchite, la diarrhée et I'hyperglycémie
(Fadel et al., 2019) et comme épice dans la cuisine européenne (Medini et al., 2013). L’huile
de cette plante (huile de cade) est utilisée dans l'industrie pharmaceutique pour soigner les
maladies de la peau telles que I’eczémas et le psoriasis et comme vermifuge (Dob et al., 2006;

Loizzo et al., 2007).

Plusieurs extraits de feuilles, résines, écorces et fruits de J. oxycedrus se sont avérés
inhiber la croissance de plusieurs micro-organismes (Loizzo et al., 2007). Selon Dob et al.
(2006), les recherches sur les constituants non volatils de J. oxycedrus ont révelé la présence de
composés polyphénoliques tels que les flavonol, les biflavones et les coumarines. D’un autre
coté, I’huile de son bois est constituée de y-cadinene, epi-cubinol, et B-caryophyllene, alors que
I’huile de ses feuilles est dominée par le a-pinéne et le cédrole, avec une quantité modérée de
a-phellandréne, myrcene, a-terpinéol, (E)-nérolidol et 1’oxyde de manoyle (Hanéene et al.,
2012).
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Figure 11. Photographie de la plante Juniperus oxycedrus L. (Personnelle, 2020).
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I. 3.2. Pistacia lentiscus L.

Le genre Pistacia L. (figure 12) appartient a la famille des Anacardiaceae, il est
composé de plus de onze espéces. Il est largement distribué dans les écosystémes du bassin
meéditerranéen (Zohary, 1952). En Algérie, P. lentiscus appelée pistachier lentisque ou « Darou
» en arabe dialectal est souvent dispersé sur tout le littoral et se développe également dans la
zone semi-aride. C’est I'une des plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle, ses parties
aeriennes sont utilisees comme stimulants et diurétiques, et pour traiter I'nypertension, la toux,
les maux de gorge, I'eczéma, les maux d'estomac, les calculs rénaux et la jaunisse, I’huile de
ses fruits a des utilisations polyvalentes soit en interne dans le traitement des ulceres, soit en
externe pour soigner le psoriasis. Son mastic inhibe la prolifération de différentes cellules
cancereuses in vitro (Mezni et al., 2016), alors que la mastication de sa résine est efficace dans
la lutte contre Helicobacter pylori (Naouar et al., 2016). Cette plante est également utilisée en

industrie alimentaire en tant qu’agent aromatisant dans le chewing-gum (Mehenni et al., 2016).

Plusieurs études ont montré les effets pharmacologiques, tels que les activités
antimicrobiennes, antioxydantes et antiprolifératives, de différentes parties de cette plante
(feuille, résine, fruit, graines, tige, écorce, racine...) (Boutemine et al., 2018), ces activités ont
été attribuées a la présence de nombreuses molécules thérapeutiquement actives, surtout des

composés hautement phénoliques et des acides gras (Abidi et al., 2017).
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Figure 12. Photographie de la plante Pistacia lentiscus L. (Personnelle, 2020).
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I1. Mateériel et Méthodes
11.1. Matériel biologique

11.1.1. Matériel microbien

Toutes les espéces bactériennes et fongiques pathogenes utilisées dans cette étude sont

regroupées dans les tableaux 1 et 2.

Tableau 1. Les différentes souches bactériennes pathogénes utilisées.

Bactérie Abréviation Origine  Résistance G,ef‘e de
résistance
Bacillus cereus ATCC 10876 B. cereus LMA / /
Micrococcus luteus NRLL B-4375 M. luteus LMET / /
Microbacterium yannicii M. yannicii LMMF / /
Staphylococcus aureus ATCC 25923 S. aureus 1 LMA / /
Staphylococcus aureus ATCC 43300 S. aureus 2 LMA Meéticilline mecA
Staphylococcus aureus MUP-R S. aureus 3 LMMF  Mupirocine mupA
Staphylococcus aureus S. aureus 4 LMMF ChIO.rOhE?X'dme_ gacA-mupA
Mupirocine
Staphylococcus aureus S. aureus 5 LMMF  Chlorohexidine  gacA/qacC
Enterococcus faecalis ATCC 49452 E. faecalis 1 LMA /
Macrolide-
Enterococcus faecalis E. faecalis 2 LMMF  Lincosamide- MLSB
Streptogramine
Macrolide-
Enterococcus faecalis E. faecalis 3 LMMF  Lincosamide- MLSB
Streptogramine
Enterococcus faecalis E. faecalis 4 LMMF  Vacomycine VANA
Enterococcus faecium E. faecium 1 LMMF  Vacomycine VANB
Enterococcus faecium E. faecium 2 LMMF  Vacomycine VRE
Streptococcus pyogenes S. pyogenes LMMF Colistine /
Streptococcus australis S. australis LMMF / /
Citrobacter freundii ATCC 8090 C. freundii LMA / /
OXA -5,
Acinetobacter baumannii A. baumannii LMMF  Carbapénémes  NDM-I,
Oxa-23
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 P. aeruginosa 1 LMA / /
Pseudomonas aeruginosa P. aeruginosa 2 LMMF  Carbapénémes vim-2
Pseudomonas aeruginosa P. aeruginosa 3 LMMF  Carbapénémes imp-15
Proteus mirabilis P. mirabilis LMMF  Carbapénémes  OXA -48
Salmonella typhimurium ATCC 13311 S. typhimurium LMA / /
Escherichia coli ATCC 25922 E.colil LMA / /
Escherichia coli E. coli 2 LMMF  Colisitine MCR1
Escherichia coli E. coli 3 LMMF  B-lactamines BLSE
Escherichia coli E. coli 4 LMMF  Carbapénemes  OXA -48
Klebsiella pneumoniae K. pneumoniae1  LMMF  Carbapénémes ndm
Klebsiella pneumoniae K.pneumoniae2 LMMF  Carbapénémes  OXA-48

LMA : Laboratoire de microbiologie appliquée- université de Sétif- Algérie, LMMF

: Laboratoire de

multi-résistance-Marseille-France, LMET : Laboratoire de mycologie- Eskisehir- Turquie.
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Tableau 2. Les différentes souches fongiques pathogenes utilisées.

Microorganisme Abréviation Origine  Résistance (}e_ne de
résistance

Candida albicans ATCC C. albicans LMA / /
1024

Epidermophyton floccosum  E. floccosum LPMF / /
Microsporum canis M. canis LPMF / /
Trichophyton rubrum T. rubrum LPMF / /
Trichophyton

mentagrophytes T. mentagrophytes LPMF / /
Phytophthora infestans P. infestans LMA / /

LMA : Laboratoire de microbiologie appliquée-université de Sétif- Algérie, LPMF : Laboratoire de

parasitologie-Marseille-France.

11.1.2. Matériel végétal

Les deux plantes Juniperus oxycedrus L. et Pistacia lentiscus L. utilisés lors de cette
étude ont été collectées de la région de Bordj Bou Arreridj (Djebel de Mansourah) en mars
2014. L’identification a été approuvée par le professeur Laouer Houcine, Laboratoire de

Valorisation des Ressources Biologiques Naturelles de 1’université de Sétif 1.

11.1.3. Lignées cellulaires

Toutes les lignées cellulaires, HepG2 (hépatocarcinome humain), A549
(adénocarcinome du poumon humain), U251 (lignée cellulaire de gliome), MDA-MB
231(lignée cellulaire épithéliale du cancer du sein humain), HaCaT (lignée cellulaire de
kératinocytes humains), C8-D1A (lignée cellulaire d'astrocytes) proviennent du Centre de

Recherche en Cancérologie de Marseille.

11.1.4. Produits chimiques
Les réactifs, les solvants et les milieux de cultures utilisés dans cette étude ont été
achetés aupres de Sigma Aldrich, Fluka, prolab et Biochem ou Fischer scientific. Les autres

milieux ont été préparés au laboratoire de microbiologie et sont présentés dans 1’annexe 1.

11.2. Echantillonnage

Des feuilles, tiges et racines fraiches de J. oxycedrus L. et de P. lentiscus L. ont été
collectées du Djebel de Mansourah située a I'Ouest de Bordj Bou Arreridj (36.052538 N,
4.491563 E) en Algérie dans la période de mars 2014 (figure 13). L'identification des plantes a
été réalisée au Laboratoire de Valorisation des Ressources Biologiques Naturelles de
I'université Ferhat Abbas Sétif 1. Les échantillons ont été ensuite conservés dans des sacs en

plastique scellés et acheminés au laboratoire dans une glaciére le méme jour. L’isolement des
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champignons endophytes a été réalisé dans les 24 heures suivant la collecte (Zerroug et al.,
2018).
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Figure 13. Site d’échantillonnage.

11.3. Isolement et purification des champignons endophytes

Les champignons ont été isolés comme endophytes asymptomatiques a partir des
feuilles, tiges et racines fraiches de J. oxycedrus L. et de P. lentiscus L en suivant le protocole
de Campos et al. (2015). Les échantillons de plantes ont été lavés avec de I'eau courante, séchés
a une température ambiante, et découpés en fragments d'environ 3 cm. Les surfaces de ces
fragments ont été successivement stérilisées par immersion dans de I'éthanol a 70% (1 minute)
suivie de I'hypochlorite de sodium a 2% (3 minutes) et de I'éthanol a 70% pendant 30 s, puis
finalement rincées trois fois avec de I'eau distillée stérile pendant 2 minutes. Les fragments ont
ensuite été séches a l'air dans la hotte a flux laminaire et coupés aseptiquement en morceaux de
0,5 cm.

Apreés cela, les échantillons ont été placés de maniere aseptique dans des boites de Pétri
contenant un milieu de culture solide Potato Dextrose Agar (PDA) supplémenté de la pénicilline
et de la gentamicine (30 mg/L) pour supprimer la croissance bactérienne. Les boites ont ensuite
été incubées a 28°C jusqu'a ce que l'excroissance des champignons endophytes soit détectée.

Les champignons émergents ont été isolés et inoculés sur du PDA frais ne contenant
pas d’antibiotiques et incubés a 28°C pendant 7 jours. Cette €tape a été répétée plusieurs fois
jusqu'a I'obtention d’isolats fongiques purs avec une colonie uniforme. 100 pL de I'eau distillée
stérile utilisée pour le ringage final ont été ensemencées sur PDA pour confirmer ’efficacité
des différentes étapes de la stérilisation de surface, ainsi que la provenance interne des

champignons isolés.
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Les isolats purs ont été conservés par des repiquages périodiques sur PDA et maintenus
a 4 °C pour une conservation a court terme et dans de I'eau distillée stérile contenant 30% v/v

de glycérol au congélateur pour une conservation a long terme (Campos et al., 2015).

Pour chaque type de tissu de plantes, les taux de colonisation et d'isolement ont été
calculés selon Yuan et al. (2010) en utilisant les formules suivantes :

L. Nombre total de fragments donnant > 1 isolat
Taux de colonisation = — x 100
Nombre total de fragments utilisés

Nombre total d'isolats obtenu

Taux d'isolement = .
Nombre total de fragments utilisés

11.4. Dépistage préliminaire de I’activité antimicrobienne
Les activités antibactérienne et antifongique des isolats endophytes de chaque plante ont

été dépistées par la technique des cylindres d’agar et celle de la double culture respectivement.

11.4.1. Criblage de I'activité antibactérienne et antilevurienne

Le pouvoir antimicrobien des champignons endophytes isolés a été évalué contre quatre
bactéries, Escherichia coli 1, Pseudomonas aeruginosa 1, Staphylococcus aureus 1, Bacillus
cereus 1 et une levure Candida albicans ATCC 1024. La méthode des cylindres d’agar décrite
par Astuti et al. (2014) a été utilisée en apportant quelques modifications mineures ; pour cela,
les champignons ont été cultivés a la surface de la gélose PDA et incubés a 28°C pendant 14
jours ; a partir de ces cultures, des disques de 6 mm de diametre ont été découpés a I'aide d'un
emporte-piece stérile et placés sur la surface de Mueller Hinton Agar (MHA) et Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) préalablement ensemencées avec les bactéries (1-2x108UFC/mL) (Unité

Formant Colonie) et la levure (1-5x10° cellules/mL) a tester respectivement.

Les boites ont ensuite été scellées avec du parafilm et placées au réfrigérateur a 4°C
pendant 4 heures pour permettre la diffusion des composés antimicrobiens, puis incubées a
37°C pendant 24 heures pour les bactéries et 48 heures pour la levure. L'activité
antimicrobienne a été ensuite déterminée par la mesure en millimétre des zones d'inhibition

autour des cylindres d’agar des champignons endophytes (Astuti et al., 2014).

11.4.2. Criblage de I'activité antifongique

Les isolats purs de champignons endophytes ont été testés pour leur antagonisme in
vitro contre un champignon phytopathogéne Phytophthora infestans, et deux dermatophytes
Microsporum canis et Trichophyton mentagrophytes par la technique de double culture décrite
par Orole et Adejumo (2009) et Srividya et al. (2012).
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Les champignons endophytes et pathogeénes ont été cultivés sur des boites de PDA
pendant une période de 5 a 7 jours, l'activité antifongique a ensuite été réalisée en placant un
disque de 6mm de diamétre provenant des hyphes en croissance du champignon endophyte sur
un coté d’une boite de PDA et sur le coté opposé un autre disque provenant du champignon
pathogéne. Toutes les boites ainsi que la boite controle dépourvue d’endophyte ont été incubées
a28°C.

Apres 5 jours d’incubation, Le pourcentage de réduction de la croissance radiale du

champignon pathogene a été calculé pour chaque endophyte comme suit :
Pourcentage d’inhibition= [(A—B) /A] x100
Ou ; le A : Le rayon du champignon pathogene dans la boite contrdle.

et le B : Le rayon du champignon pathogene dans la double culture.

11.5. Identification des champignons endophytes sélectionneés
Les isolats de champignons endophytes qui ont montré une forte activité antagoniste

contre les bactéries et/ou les champignons pathogénes ont été sélectionnés et identifiés.

11.5.1. Identification morphologique

L'identification des isolats fongiques au niveau du genre a été basée sur différents
critéres morphologiques macroscopiques (culturelles) en ensemencant les isolats sur plusieurs
milieux de culture, PDA SDA, Malt Extract Agar (MEA), Yeast Extract Sucrose Agar (YES)
Yeast Extract Malt Extract Agar (YMEA), Czapek Yeast Agar (CYA=Czapek Dox+Yaest
extract), et Czapek Dox Agar (CDA), et des criteres morphologiques microscopiques apres

coloration au bleu coton au lactophénol.
Les critéres macroscopiques retenus étaient :

- Taux de croissance : Rapide, lent ou modéré, en mesurant les diametres des colonies.

- La détermination de la couleur de la colonie et du revers de la culture : Une couleur
uniforme ou une distribution fluctuante.

- Sécrétion de pigments colorés diffusibles dans le milieu de culture.

- Lastructure superficielle de la colonie : Veloutéee, cotonneuse, granuleuse ou lisse, plate
ou surélevée a la surface du milieu.

- Laprésence de gouttelettes aqueuses transpirées par le mycélium aérien (exsudats).
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Pour I’identification microscopique, elle consiste en la préparation des frottis au bleu
coton au lactophénol sur une lame suivie d’une observation microscopique des critéres

suivants :

- Propriétés des hyphes : Couleur, cloisonnés ou coenocytiques.
- Production de fructifications : Sporonia, perithecia, pycnidia, sporodochia, corenia.
- Lacouleur, la taille et la forme des fructifications.

- Le mécanisme de production des spores et ses caractéristiques.

Ces critéres macroscopiques et microscopiques ont été comparés a des clés
d’identification telles que Dufresne, (2013), Pitt et Hocking, (1985) et Botton et al., (1990) afin

d’arriver a identifier les isolats fongiques au niveau du genre.

11.5.2. Identification moléculaire des champignons

11.5.2.1. Extraction de ’AND total et purification

L'extraction de ’ADN (acide désoxyribonucléique) fongique a été réalisée a l'aide du
robot automatique EZ1 Advanced XL (Qiagen BioRobot EZ1, Tokyo, Japon), en utilisant le kit
EZ1 Advanced DNA bacteria extraction (EZ1 DNA, Qiagen, Hilden, Germany) et en suivant
les instructions du fabricant avec quelques modifications. En bref, 3 ou 4 colonies fongiques
ont été déposées dans un tube Eppendorf de 1.5 mL contenant 210 pL du tampon G2, 20 pL de
protéinase K et 100 mg de billes de verre (billes de verre, lavées a l'acide, SIGMA®). La lyse
mécanique a été réalisée a l'aide d'un broyeur FastPrep-24 (MP Biomedicals, Ilikirch-
Graffenstaden, France) a la puissance maximale pendant 40 s. Ensuite, les tubes ont été incubés
pendant une nuit a 56°C pour permettre une lyse complete. Les tubes Eppendorf ont ensuite été
agités pendant 2 minutes et centrifugés a 13 000 g pendant 2 minutes. Enfin, le surnageant a été
récupéré et I'ADN total a été purifié en suivant le protocole automatisé en utilisant I'extracteur
EZ1 Advanced XL. L'ADN extrait a été élué dans 200 pL et conservé a -20 °C (Hamad et al.,
2017; Menu, 2019).

11.5.2.2. Amplification par PCR, visualisation et purification des amplicons

Six régions de I'ADN géenomique ont &té amplifiées par une Réaction de Polymérisation
en Chaine (Polymerase Chain Reaction=PCR) en utilisant un thermocycleur
(ThermoCycle2720 Applied Biosystems ®), la calmoduline (CaM), Internal Transcribed
Spacer (ITS), Translation elongation factor 1-alpha (TEF1) la béta-tubuline (BenA), Large-
subunit (LSU) et RNA polymerase 1l second largest subunit (RPB2), en utilisant les amorces
CMD5-F/CMD6-R, ITS1F et ITS4R, EF1- EF1-1018F / EF1-2218R 688F / EF1-1251R, Bt2a-
F / Bt2b-R, LROR / LR5 et 5F-F / 7CReur-R ou 5Feur-F / 7CReur-R pour JOR26
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respectivement. Toutes les PCR ont été réalisées dans un volume final de 50 uL contenant 25
uL de Master Mix 2x PCR (Qiagen, Hilden, Allemagne), 1 uL. de chaque amorce forward et
reverse, 18 uL d'eau exempte de nucléase, et 5 uLL d'ADN. Un mélange de PCR sans ADN a été
utilisé comme contrdle négatif. Les séquences des amorces ainsi que les conditions des cycles

d'amplification sont répertoriées dans le tableau 4.

Les produits damplification ont été séparés par électrophorese en utilisant un gel
d'agarose a 1,5% contenant un colorant de gel, ADN SYBR™ Safe (Invitrogen ™, Carlsbad,
USA) et visualisés avec un éclairage ultraviolet. Les produits de PCR ont ensuite été purifiés
en utilisant le kit de PCR Nucleo-Fast®96 (Marcherey-Nagel, Hoerdt, France) et ont été
conservés a - 20 °C. (Hamad et al., 2017; Menu, 2019).

11.5.2.3. Réaction de séquence (BigDye) et séquencage

Les produits de PCR purifiés ont été séquencés en utilisant le BigDye Terminator v 1.1
cycle sequencing kits (Applied Biosystems) conformément aux instructions du fabricant. Les
réactions ont été effectuées dans un volume final de 20 pL contenant, 3 uL de tampon de
séquencage 5x, 2 uL de Big Dye® Terminator V1.1 Cycle, 9 uL d'eau exempte de nucléase, 1
uL d'amorce forward ou reverse et 5 uL. d'/ADN. Les séquences des amorces pour séquencage
sont présentées dans le tableau 3.

Les réactions ont été effectuées dans les conditions suivantes : dénaturation initiale & 96
°C pendant 60 s suivi de 25 cycles de PCR avec une dénaturation de I'ADN a 96 °C pendant 10
s, une hybridation a 50 °C pendant 5 s et une élongation a 60 °C pendant 3 minutes. Les produits
de séquencage (20 uL) ont ensuite été purifiés par la méthode de chromatographie d'exclusion
en utilisant du Sephadex G-50 rempli dans des plaqgues MAHVNA45.

Le séquencage des produits purifiés a ensuite été réalisé avec un séquenceur automatisé
ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems®). Les données des séquences forward et reverse ont
été assemblées et corrigées en utilisant le logiciel Codon Code Aligner (Centreville, MA, USA)
et comparées a celles disponibles dans la base de données GenBank, en utilisant 1’option

BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (Hamad et al., 2017; Menu, 2019).

11.5.2.4. Analyse phylogénétique

Les séquences ont éte déposées dans la base de données GeneBank, National Center for
Biotehnology Information (NCBI). Par la suite, les données de séquences consensus de chaque
région ont été blastées contre la base de données préexistante sur NCBI et toutes les séquences
qui présentaient un pourcentage élevé de similitude avec nos séquences ont été récupérées. Des
bases de donnees de séquences ont été créés pour chaque région en utilisant les séquences

nouvellement générées et celles telechargees a partir de GenBank.

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Matériel et méthodes

Pour l'analyse phylogénétique, I'alignement de séquences multiples a été effectué a
l'aide du logiciel MEGA7 par I’option MUSCLE, suivi d’un ajustement manuel. Les séquences
des différentes régions alignées pour chaque isolat ont ensuite été concaténées ensemble en
utilisant le logiciel Mesquite 3.6. Les analyses du maximum de vraisemblance (Maximum
likelihood = ML) ont été appliquées sur tous les alignements individuels et concaténés en
utilisant MEGAY avec le modele « Tamurai-Nei ». Le support des branches internes de I'arbre
a été evalué par la méthode bootstrap avec 1000 réplications (Visagie et al., 2013 ; Houbraken
etal., 2014 ; Siqueira et al., 2017).

11.6. Sélection du milieu de culture optimum

Pour optimiser la production des métabolites bioactifs, cinq milieux de culture ont été
testés : MEA, PDA, SDA, YES et YMEA. Le test de I’activité antimicrobienne a ensuite été
effectué en utilisant la technique des cylindres d'agar décrite précédemment contre Escherichia
coli 1, Pseudomonas aeruginosa 1, Citrobacter freundii, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus 1, Enterococcus faecalis 1, Staphylococcus aureus 2, Bacillus cereus et
une levure Candida albicans. Aprés avoir recueilli les résultats, une comparaison des moyennes
des zones d'inhibition a été effectuée pour déterminer le meilleur milieu de production qui sera

utilisé lors de 1’étape suivante de la fermentation (Devaraju and Satish, 2011).

11.7. Choix du meilleur solvant d'extraction et du type de fermentation

Pour sélectionner le meilleur type de fermentation et le meilleur solvant permettant une
meilleure production et extraction des molécules bioactives et donnant une activité
antimicrobienne maximale, chaque champignon endophyte a été cultivé sur son milieu optimum
liquide et solide a petit volume, ensuite une extraction par trois solvants de polarité différente a

été réalisée.

I1.7.1. Fermentation et extraction

Des disques de 1 cm de diametre ont été excisés de la périphérie des cultures fongiques
agées de 7 jours, puis pour chaque champignon endophyte, deux disques ont été inoculés dans
des Erlenmeyers de 250 mL contenant 100 mL du milieu liquide sélectionné a I'étape précédente
et sur 5 boites contenant le méme milieu mais gélosé. Les Erlenmeyers et les boites ont été
incubés a 28°C pendant 21 jours avec agitation périodique a 150 tr/min (tour par minute) pour

les Erlenmeyers.
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Tableau 3. Liste des régions d’ADN et leurs amorces utilisées lors de I’amplification et du séquencage pour chacun des isolats fongiques.

Taille
Régions Amorces pour PCR standard (5'-3') Amorces pour séquencage (5'’-3') (paires de Références folr?gilgtjses
bases)
Internal ITS1F ITS1F (Visagie et _aI.,

- CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 2014 ; Demirel, .
Transcribed ITS4 ITs4 ~ 450-800 2016 * Raia et Tous les isolats
Spacer (ITS)  ~a)

TCCTCCGCTTATTGATATGC TCCTCCGCTTATTGATATGC al., 2017)
Bt2a-F Bt2a-F (Visagie et al., PLF5/PLR17,
B-tubuline GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC ~500 2014 ; Raja et PLT8/PLT12,
(BenA) Bt2b-R Bt2b-R al., 2017 ; Jenset JOR22, JOR31,
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC al., 2004) PLR9
RNA SF-F
polymerase 11 GAYGAYMGWGATCAYTTYGG 7 5F o PLE5/PLR17
second largest Ou 5FeurF GAYGAYMGWGATCAYTTYGG 7 1000 (Visagie et al., PLT8/PLT12,
subunit GAYGAYCGKGAYCAYTTCGG CReur 2014) JOR22 JOR3,1
(RPB2) 7CReur-R CCCATRGCYTGYTTRCCCAT ’
CCCATRGCYTGYTTRCCCAT
LROR
ACCCGCTGAACTTAAGC
LROR LR5 PLF5/PLR17,
Large- ACCCGCTGAACTTAAGC TCCTGAGGGAAACTTCG 800 (Demirel, 2016 ;  PLT8/PLT12,
subunit (LSU) LR5 LR3 Rajaetal., 2017) PLT, PLT10,
TCCTGAGGGAAACTTCG GGT CCG TGT TTC AAG AC JOR26
LR3R
GTCTTG AAACAC GGACC
CMD5-F CMD5-F
Calmoduline CCGAGTACAAGGARGCCTTC CCGAGTACAAGGARGCCTTC ~580 (Visagie et al., PLRY
(CaM) CMD6-R CMD6-R 2014)
CCGATRGAGGTCATRACGTGG CCGATRGAGGTCATRACGTGG
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Tableau 3 (suite). Liste des régions d’ADN et leurs amorces utilisées lors de I’amplification et du séquengage pour chacun des isolats fongiques.

Taille
Régions Amorces pour PCR standard (5'-3") Amorces pour séquencage (5'-3') (paires de Références folr?gilgtjses
bases)
EF1-1018F
GAYTTCATCAAGAACATGAT
EF1-1018F EF1-1577F
. GAYTTCATCAAGAACATGAT CAR GAY GTB TAC AAG ATY
onehtion GGT GG Rejaetal,  PLF5/PLRL7
failt%r;gla_g:)pnha EF1-2218R EFL-1567R ~1000 ( azjgle;)a " PLT%/PLTlZl
(TEF1) ATG ACA CCR ACR GCR ACR ACH GTR CCR ATA CCA CCR
GTY TG ATCTT
EF1-2218R
ATG ACA CCR ACR GCR ACR
GTY TG
Tableau 4. Les programmes des cycles thermiques de la PCR pour chaque région d’ADN amplifiée.
Conditions des cycles d'amplification
Régions Amplification Der?aFu_ratlon Nombre de Dénaturation Hybridation Elongation Elo_ngatlon Références
initiale cycle finale
94°C /2 min 9 94°C /45 sec 66°C /45 sec 72°C/ 1min / (Raja et al
TEF1 Touchdown / En diminuant de 1°C a claque cycle 66°C — 56 °C / 21017) v
/ 36 94°C /45 sec 56°C /45 sec 72°C/ 1min 72°C /10 min
94 °C 5 min 5 94°C / 45 sec 50°C / 45 sec 72°C /60 sec / (Visagie et al.,
RPB2 Touch-up / 5 94°C /45 sec 52°C /45 sec 72°C /60 sec / 2014 ; Samson
/ 30 94°C /45 sec 55°C /45 sec 72°C /60 sec 72°C /7 min etal., 2014)
(Visagie et al.,
ITS Standard 94°C /5 min 35 94°C /30 sec 55°C /30 sec 72°C/ 1min 72°C /7 min 2014 ; Moretti
et Susca, 2017)
LSU Standard 95°C /10 min 40 95°C /30 sec 54 °C /30 sec 72°C / 1min 72°C / 7 min (A'Vg'(')elze‘;t al.,
o . o o o . o . (Moretti et
BenA Standard 95°C /10 min 35 95°C /45 sec 58 °C /45 sec 72°C/ 1min 72°C /7 min
Susca, 2017)
(Visagie et al.,
CaM Standard 94°C /5 min 36 94°C /45 sec 56°C /45 sec 72°C/ 1min 72°C /10 min  2013; Moretti et

Susca, 2017)
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Apres la croissance compleéte, les cultures liquides ont eté filtrées a travers une étamine
stérile pour separer le mycélium du bouillon fermenté. Les filtrats obtenus ont ensuite été
extraits séquentiellement trois fois en utilisant trois solvants de polarité différente ; n-hexane,
dichlorométhane et acétate d'éthyle ; pour cela, des volumes égaux de chaque solvant ont été
ajoutés aux filtrats et les flacons contenant ces mélanges ont été placés sur un agitateur pendant
2 heures pour permettre une compléte extraction. Ces melanges ont ensuite été placés dans une
ampoule a décanter et maintenus pendant 1 heure jusqu'a separation de deux couches limpides

non miscibles, pour au final récupérer les phases organiques (Devaraju and Satish, 2011).

Pour la fermentation en milieu solide, les géloses de chaque champignon ont été décollées
des boites de Pétri et placées dans des Erlenmeyers contenant 100 mL du solvant d’extraction.
L’ensemble (biomasse fongique et gélose) a ensuite été broyé et laissé toute une nuit pour
maceérer. Le broyat a été soumis a une étape de filtration pour récupérer la phase organique et les

résidus de culture ont été réextraits avec le deuxieme et le troisieme solvant de la méme maniére.

Les phases organiques provenant de la fermentation en milieu liquide et solide ont été
évaporées a 1’aide du I’évaporateur rotatif a une température de 45 °C. Les extraits bruts obtenus
ont été pesés, dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO), passés a travers une membrane de
filtration de 0,2 um et maintenus a 4 °C.

11.7.2. Activité antimicrobienne

Tous les extraits bruts obtenus pendant I’étape précédente ont été testés pour leur potentiel
antimicrobien et les résultats obtenus ont ensuite été traités statistiquement. Le test a été réalisé
en utilisant la méthode des puits contre 8 bactéries, Escherichia coli 1, Pseudomonas aeruginosa
1, Citrobacter freundii, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus 1, Enterococcus
faecalis 1, Staphylococcus aureus 2, Bacillus cereus et une levure Candida albicans.

Les souches bactériennes et de levure ont été cultivées et incubées a 37 °C sur la gélose
Plate Count Agar (PCA) pendant 18 heures et SDA pendant 48 heures respectivement ;
quelques colonies de chaque bactérie et de levure ont été mises en suspension dans du NaCl
(0,85%) et mélangées pendant 15 secondes pour assurer I'nomogénéité. La turbidité a ensuite
été ajustée a 1-2x108 UFC/mL, ce qui correspond & une densité optique égale & 0.12- 0.15 4 625
nm pour les bactéries et a 1-5x108 cellules/mL, ce qui correspond & une densité optique égale a
0.12- 0.15 a 530 nm pour les levures en utilisant la spectrophotométrie. Les suspensions
microbiennes ont été ensemencées uniformément avec des écouvillons stériles sur de la gélose
MH pour les bactéries et SDA pour la levure. En utilisant un emporte-piece stérile, des puits de

6 mm ont éte réalisés dans les géloses ensemencées, ces puits ont été remplis avec 30 pL des
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extraits fongiques stérilisés. Le DMSO a été utilisé comme contréle négatif. Les boites de Pétri
ont ensuite été incubées pendant 24 heures pour les bactéries et 48 heures pour la levure a 37
°C, et les diameétres des zones claires d'inhibition entourant les puits ont été mesurés. Les tests
ont éte effectués en duplicata (Abiala et al., 2016 ; Mefteh et al., 2018).

11.8. Fermentation a grand volume

Apres avoir sélectionné le meilleur mode de fermentation pour chaque isolat et apres
sélection de l'acétate d'éthyle comme meilleur solvant d'extraction pour tous les isolats
endophytes, la préparation de I'extrait d'acétate d'éthyle a été effectuée d'une maniere similaire
a celle utilisée dans I'étape ci-dessus. Cependant, avant 1’évaporation, 1'acétate d'éthyle a été
lavé avec un volume égal d'eau pour éliminer les constituants polaires et les sels restants.
Ensuite, I'extrait sec de l'acétate d'éthyle a été partagé entre de I'nexane et du méthanol a 90%
(1 :1) pour éliminer les acides gras et autres constituants non polaires. La phase de méthanol a
90% restante semi-purifiée a été concentrée a I'aide d'un évaporateur rotatif a une température
de 45 °C et finalement dissoute dans du DMSO (Kumar and Kaushik, 2013).

11.9. Activité antimicrobienne de D’extrait d'acétate d'éthyle contre les
bactéries multirésistantes et les champignons pathogenes

La fraction semi-purifiée d'acétate d'éthyle a été testée pour sa capacité a inhiber la
croissance d’une large gamme de microorganismes pathogenes composée de 25 bactéries ; dont
17 sont des bactéries multirésistantes, ainsi qu’une levure et quatre champignons filamenteux
(tableau 1 et 2). Pour cela, des suspensions bactériennes (1-2x 108 UFC/mL), levurienne (1-
5x108 UFC/mL) et sporales (0.4- 5x10° spore/mL) ont été préparées et la technique des puits
précédemment décrite a été utilisée. Le DMSO a été utilisé comme contrble négatif, la
vancomycine et I'imipénéme comme contréles positifs pour les bactéries a Gram positif et a

Gram négatif respectivement (Abiala et al., 2016).

11.9.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Les CMI des extraits d’acétate d'éthyle des isolats ont été déterminées par la technique
colorimétrique de microdilution en bouillon dans des plaques de microtitration a 96 puits avec
des modifications mineures, conformement aux recommandations du Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (Rani et al., 2017).

Des plaques contenant 90 pL du bouillon Muller Hinton (MHB) pour les bactéries et le
milieu Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI-1640) pour la levure ont été préparées ;
ensuite 90 pL d'extrait fongique dissous dans du DMSO (solution meére dissous dans du DMSO

dilué au 1/ 10°™ dans du MHB ou de RPMI-1640 ont été déposés dans la premiére rangée de la
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plaque. Des dilutions en cascade ont été ensuite effectuées a I'aide d'une micropipette (A1-A10)

pour obtenir des concentrations finales dont on a besoin.

Les inoculums des microorganismes a tester ont été ajustés a 0,5 McFarland
correspondant a 108 UFC/mL et a 5x10° cellules/smL pour les bactéries et la levure
respectivement. Les suspensions microbiennes ajustées ont ensuite été diluées au 1:20 dans le
MHB pour les bactéries et au 1:50 suivie d'une dilution au 1:20 dans RPMI-1640 pour la levure
afin d’obtenir des inoculums de 10® UFC/mL et de 5 x 103 cellules/mL respectivement. 10 pL
des suspensions préparées ont ensuite été inoculés dans les puits des plaques (A1l-All) pour
avoir des charges finales approximatives de 2x10° UFC/mL pour les bactéries et de 2.5x10°

cellule / mL pour la levure.

Les colonnes A1l de chaque plaque contenant du MHB ou du RPMI-1640 et les micro-
organismes d'essai correspondaient au contréle négatif. Un contréle a blanc ne contenant que
du MHB ou du RPMI-1640 dans la colonne A12 permettait de vérifier la sterilité. La
vancomycine (Bactéries a Gram +), I'imipéneme (Bactéries a G-), I’amphotéricine B (levure)

et le DMSO dilué au 1/10°™ ont été utilisés comme contréles positifs et négatif respectivement.

Aprés incubation des plaques a 37 °C pendant 24 et 48 heures pour les bactéries et la
levure respectivement, 10 uL d'une solution a 0.2% de chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium
ont été ajoutés dans chaque puit, les plaques ont été ensuite incubées a 37 °C pendant 1 heure.
Le changement visible de couleur du violet au rose indique une croissance des micro-
organismes. La valeur MIC de I'extrait a été considérée comme étant la concentration la plus

faible qui n'a montré aucune croissance microbienne.

11.9.2. Détermination de la concentration minimale fongistatique (CMF)

A partir de colonies fongiques agées de 7 jours, une suspension sporale a été ajustée a
0,5 McFarland. Ensuite, une dilution de 1 : 50 a été réalisée dans le milieu RPMI 1640, ceci
correspond a 2 fois la densité dont on a besoin. 100 uL. de chaque suspension sporale ont éete
transférés dans les puits de la microplaque contenant déja 100 uL des extraits en double
concentration, ceci permet d’avoir un inoculum final d'environ 0,4 a 5 x 10* UFC / mL. Les
deux derniéres lignes ont été réservées pour le contréle positif (Amphotéricine B) et le contrdle
négatif (DMSO a 1%). Les deux derniéres colonnes ont servi de contrdle de croissance et de
stérilité. Apreés incubation a 35°C pendant 46 a 50 heures, la CMF est déterminée comme étant
la plus faible concentration de I’extrait inhibant la croissance du champignon pathogene

visuellement en comparants aux puits du contrdle de croissance (sans extraits) (CLSI, 2002).
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11.9.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration bactéricide minimale (CMB) a été déterminée en utilisant les résultats
du test précedent. Les concentrations ne montrant aucune croissance bactérienne visible ont été
déterminées, et a partir de ces puits, 10 pL ont été prélevés et stries sur des plaques d'agar pour
juger de la viabilité. Aprés une incubation a 37 °C pendant 24 heures, les concentrations les
plus faibles des extraits n'ayant pas permis une croissance bactérienne (empéchant la croissance
de > 99,9% des cellules microbiennes) sur le milieu solide ont été considérées comme les
valeurs des CMB (Rakholiya et al., 2015).

11.9.4. Détermination de I'indice CMB/CMI

Pour déterminer I'efficacité et I'effet bactéricide ou bactériostatique sur la croissance des
bactéries des extraits d'acétate d'éthyle, le rapport (CMB / CMI) a été calculé. Si le rapport
CMB / CMI < 4 D’effet est bactéricide et si 4> CMB / CMI <32 ’effet est bactériostatique
(Rakholiya et al., 2015).

11.9.5. Etude de la cinétique de létalité (Time Kill)

Afin d’évaluer le mode d’action des différents extraits fongiques, une cinétique de
Iétalité en fonction du temps et des concentrations a été réalisée ; pour cela ; un volume de 200
pL des suspensions bactériennes dont la densité a été ajustée a 0,5 McFarland, et diluée 1/10
fois dans le milieu MHB a été introduit dans des tubes Falcon stériles de 15 mL contenant 1800
pL de MHB et différentes concentrations des extraits fixées a CMI/2, CMI et CMI x2 pour
I’isolat JOR26 et CMI, CMI x2 et CMI x4 pour le reste des isolats. La concentration finale des
suspensions bactériennes présente dans les tubes était d'environ 5 x 10° UFC/mL. Des tubes
contenant 1% de DMSO, I’'inoculum bactérien, du MHB et sans extraits ont été utilisés comme
contrdles positifs. Tous les tubes ont ensuite été incubés a 37 °C dans un agitateur rotatif a 150
tr/min. Un volume de 100 uL d'échantillon a été prélevé de chaque tube a (0, 1, 2,4, 6, 12 et 24
heures d’incubation), 4 dilutions décimales ont été réalisées et 25 pL de chaque dilution ont été
étalés sur MHA et incubés a 37 °C. Aprés 24 heures d'incubation, les colonies bactériennes
émergentes ont été comptées, les UFC’s/mL ont été calculées et comparées avec celles des

cultures témoins sans extraits.

Le pourcentage de réduction du nombre total d'UFC viables a été compté en utilisant

la formule suivante :

. Le nombre initial — Le nombre a un intervalle X
Pourcentage de reduction = — x 100
nombre initial
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Une courbe logio UFC/mL en fonction du temps a été tracée pour déterminer le taux de
destruction. En effet, I'effet bactéricide est obtenu avec un pourcentage de létalité de 90% apres
6 heures, ce qui équivaut 99,9 % (> 3 logio) de létalité aprés 24 heures. Cependant, si I'inoculum
d'origine est maintenu ou la réduction est inférieure a 99,9% (< 3 logio), l'effet est
bactériostatique (Rani et al., 2017 ; Perim et al., 2018).

11.10. Activité antioxydante

11.10.1. Détermination de la teneur phénolique totale

La teneur en composes phénoliques (TCP) des extraits d'acétate d'éthyle des
champignons endophytes a été déterminee par le test basé sur le réactif de Folin-Ciocalteu décrit
par Tan et al. (2017) avec des modifications mineures. En bref, 10 uL des extraits d'acétate
d'éthyle a 1 mg/mL ont été oxydés avec 50 puL du réactif Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois dans de
I'eau distillée) pendant 5 minutes a température ambiante. La réaction a ensuite été neutralisée
avec 40 pL de carbonate de sodium a 7,5%. Aprés 30 minutes a une température ambiante,
I'absorbance de chaque puits a été mesurée avec un lecteur de microplaques a 765 nm. La méme
procédure a été répétée pour des aliquotes de (0-160 pg/mL) d’une solution méthanolique
d'acide gallique utilises comme étalons pour la courbe d'étalonnage (figure 14). Le contenu
phénolique total a été exprimé en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait sec (ug EAG/mg d’extrait).

11.10.2. Détermination de la teneur totale en flavonoides

La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode spectrophotométrique sur
microplaques a 96 puits en utilisant du trichlorure d'aluminium (Tan et al., 2017). Pour cela,
100 pL d'eau distillée, 10 pL de NaNO2 (50 g/L) et 25 L du standard ou des extraits (1 mg/mL)
ont été ajoutés successivement dans chacun des 96 puits de la microplaque, le mélange a été
agité puis laisser au repos pendant 6 minutes a température ambiante. 15 pL d’une solution
aqueuse d'AICl3 (10% p/v) ont ensuite été ajoutés au mélange. Apres 6 minutes, les échantillons
ont eté alcalinisés en utilisant 50 UL d’une solution aqueuse de NaOH (1 M) et 50 pL d'eau
distillée. Les mélanges ont été incubés a température ambiante pendant 15 minutes, puis
I'absorbance a été déterminée a 510 nm en utilisant un lecteur de microplaques. La méme
procédure a également été effectuée pour la quercétine en tant que solution standard avec des
concentrations comprises entre 0 et 40 ug/mL pour la construction de la courbe d'étalonnage
(figure 14). Le contenu total en flavonoides a été exprimé en microgramme d’équivalent de

quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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Figure 14. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des Polyphénols (a droite)
de la quercétine pour le dosage des flavonoides (a gauche). Chaque point représente la moyenne +
SD (n = 3).

11.10.3. Evaluation de I’activité antioxydante

11.10.3.1. Test du pouvoir piégeur du radical DPPH

L'activité antioxydante des extraits et de I'acide ascorbique a été mesurée en se basant
sur le pouvoir de piégeage du radical libre DPPH en utilisant la méthode décrite par Caicedo et
al., (2019) et Quy et Xuan (2019) avec quelques ajustements. Pour ce faire, différentes
concentrations des extraits fongiques ont été préparees (2-1024 pg/mL), puis 50 pL de chaque
concentration ont été transvases dans les puits des microplaques, auxquelles, 100 uL. de DPPH
(0,2 mM DPPH dans le méthanol) ont été ajoutés. Aprés mélange, la réaction a été laissée dans
'obscurité a température ambiante pendant 30 minutes et 1’absorbance a été mesurée a 517 nm
en utilisant un lecteur de microplaques (Tunable Microplate Reader). L'acide ascorbique (AA)
a ¢été utilis¢é comme témoin positif et 1’activité de piégeage du radical DPPH des extraits
fongiques a été exprimée en pourcentage d'inhibition. La diminution de I'absorbance de la
solution de DPPH indique une augmentation de I'activité de piégeage du radical DPPH.

L'activité de piégeage du radical DPPH (%) a été calculée selon la formule suivante :

(A contrdole — Aéchantillon )

_ x 100
controle

DPPH Scavenging activity (%) =

A controle = Absorbance du contrdle (solvent + DPPH).
A ¢ehantillon = Absorbance de 1’extrait fongique (échantillon + DPPH).

La valeur ICso (ug/mL) a été déterminée comme la concentration requise pour diminuer
la concentration initiale en radical DPPH de 50%. Par conséquent, la valeur 1Cso la plus faible

indiquait I’activité de piégeage du radical DPPH Ila plus élevée.
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11.10.3.2. Test du pouvoir réducteur (FRAP, Ferric Reducing Antioxydant Power)
TBTZ

L'activité antioxydante des extraits a été mesurée en utilisant le test du pouvoir réducteur
du fer (FRAP) comme il a été décrit par Tesanovi¢ et al. (2017) avec quelques modifications.
Les solutions méres comprenant une solution tampon d'acétate (300 mM, pH 3,6) (25 mL), une
solution 10 mM de 2,4,6-tris- (2-pyridyl) -S-triazine (TPTZ) dans du HCI 40 mM (2,5 mL) et
une solution aqueuse de chlorure ferrique FeCls.6H-O (20 mM) (2,5 mL) a été préparée. Une
solution de travail fraiche du réactif FRAP a été préparée en mélangeant 25 mL du tampon
acétate, 2,5 mL de TPTZ et 2,5 mL de FeCl3.6H-0.

10 uL des extraits de champignons endophytes a différentes concentrations (2-1024
png/mL) ont été transférés dans les puits des microplaques avec 225 pL du réactif FRAP
fraichement préparé. 10 puL du solvant (H20) avec 225 pL du réactif FRAP ont été utilisés
comme blanc. Apres 30 minutes d'incubation dans I'obscurité & 37 °C, la mesure de I'absorbance
a été effectuée a 593 nm. Les valeurs du pouvoir réducteur exprimées en milligramme
d'équivalents d'acide ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA/g d’extrait) ont été calculées

selon la courbe d'étalonnage standard de la solution d'acide ascorbique (TeSanovi¢ et al., 2017).

11.10.3.3. Test du pouvoir réducteur (PR) du fer

Le pouvoir réducteur des extraits a été testé en suivant la méthode décrite par Hameed
et al. (2017) et Prihantini et Tachibana (2017) avec de Iégeres modifications. Les extraits
d'acétate d'éthyle des champignons endophytes a différentes concentrations (2-1024 pg/mL,
100 pL) ont été mélangés avec du tampon phosphate de sodium (0,2 M, pH 6,5, 500 uL) et du
ferricyanure de potassium [KaFe (CN)s] (1%, 500 pL) suivi d'une incubation a 50°C pendant
20 minutes. Aprés incubation, la réaction a été interrompue par addition d'acide trichloracétique
(10%, 500 puL) et centrifugée a 3000 tr/min pendant 10 minutes. 500 pL du surnageant ont été
mélanges avec 500 pL d'eau distillée et 100 pL de la solution de chlorure ferrique (FeCls) a
0,1%. Aprés 10 minutes, I'absorbance de toutes les solutions a été mesurée a 700 nm. Une
absorbance plus élevée du mélange réactionnel indique un meilleur pouvoir réducteur. Les
valeurs du pouvoir réducteur ont été exprimées en milligramme d'équivalents d'acide

ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA/g d’extrait).

11.11. Détermination de la production du L-asparaginase par les
champignons endophytes

I11.11.1. Criblage qualitative de la production du L-asparaginase sur gélose
La méthode de screening sur boite est une procédure de criblage qualitative, simple et
rapide pour la production de L-asparaginase (Uzma et al., 2016). Une augmentation du pH due
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a l'accumulation de I’ammoniac dans le milieu entraine le changement de couleur du milieu du
jaune au rose et suggére que les champignons endophytes sont capables d'utiliser I'asparagine
(substrat) par la sécrétion de I'asparaginase.

Afin de vérifier la production de L-asparaginase par les champignons endophytes, ces
derniers ont été inoculés sur des boites contenant le milieu Modified Czapek Dox (MCD). Tous
les composants du MCD étaient bien mélangés a I'exception de I'agar, du L-asparagine et du
rouge de phénol. Le pH a été ajusté avec du HCI (1N) a 6.2, puis l'agar a été ajouté et mélangé
aux autres ingrédients, et le milieu a été passé a l'autoclave (121°C/20 minutes). Apres
refroidissement du milieu, le L-asparagine et le rouge de phénol stérilisés par filtration ont été
ajoutés et mélangés correctement. Des disques de 5 mm des cultures fongiques agées de 7 jours
ont été inoculés sur la gélose MCD puis incubé a 28°C pendant 5-7 jours. Des boites non

inoculées ont servi de controle

Les isolats qui présentaient une zone rose autour des colonies indiquaient une
production de L-asparaginase. Le changement de couleur du milieu du jaune au rose est causé
par libération de I'ammoniac, qui est le sous-produit de I'hydrolyse du L-asparagine provoquée
par I'enzyme L-asparaginase. L'indice enzymatique a ensuite été calculé selon la formule

suivante :

Diameétre de la zone rose

Index Enzymatique =
y 9 Diametre de la colonie

Les champignons qui ont donné les indexes enzymatiques les plus élevés ont été

sélectionnés pour I'estimation de I'activité enzymatique (EI-Gendy et al., 2017).

11.11.2. Production de L-asparaginase par fermentation submergée et extraction

Les isolats fongiques qui ont montré des résultats positifs dans le test précedent ont été
sélectionnés et la production de L-asparaginase a éte realiseée par fermentation submergée en
utilisant le milieu liquide MCD. Les isolats fongiques ont été cultivés sur le milieu PDA et
incubés a 28 °C pendant 5 jours. Des disques de 5 mm des inoculums ont été prélevés des
cultures fongiques en utilisant un emporte-piéece et inoculés dans des Erlenmeyers de 250 mL
contenant 100 mL du milieu liquide MCD (pH 6,4) et incubé a 28 °C pendant 7 jours. Un milieu
non inoculé a servi de témoin. Aprés incubation, les cultures fongiques ont été récoltées par
filtration sur papier filtre Whatman n°1. Les filtrats ont été clarifiés a travers quatre couches de
gaze ; centrifugés a 10 000 tr/min pendant 15 minutes et les surnageants ont été utilisés comme

enzyme brute pour estimer l'activité de la L-asparaginase (Bhosale et As-Suhbani 2019).
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11.11.3. Evaluation quantitative de la production du L-asparaginase
L'activité de L-asparaginase a été mesurée selon la méthode de Uzma et al. (2016), qui
utilise la réaction de Nesslerization dans laquelle I'ammoniac libéré du L-asparagine est indiqué

par la formation d'une solution de couleur orange.

A un mélange réactionnel contenant 0,5 mL de tampon tris HCI 0.5 M (pH 8,2) et 0,1
mL de L-asparagine 0.04 M, 1 mL de I’enzyme brute a été ajouté, le volume du mélange
réactionnel a été complété a 2 mL avec de I'eau distillée et incubé a 37 °C pendant 30 minutes.
La réaction a été arrétée ensuite par addition de 0.5 mL d'acide trichloroacétique (TCA)1.5 M
et centrifugée a 10 000 rpm pendant 10 minutes. Des tubes ont été préparés en ajoutant la source
d'enzyme apres I'ajout du TCA, ont servis de blanc. Apres centrifugation, 0.1 mL du surnageant
est dilué dans 3.7 mL d'eau distillée et traité avec 0.2 mL du réactif de Nessler et incubé pendant

15 a 20 minutes & une température ambiante. L'absorbance a été enregistrée ensuite a 450 nm.

La quantité d'ammoniac libérée par 1’échantillon a été calculée en utilisant une courbe
standard de sulfate d'ammonium et I'activité enzymatique a été exprimeée en unité internationale
(UI) (figure 15). Une unité internationale de L-asparaginase est la quantité d'enzyme nécessaire

pour libérer 1 umol d'ammoniac en 1 minute par mL dans les conditions du test.

(nwmole de NH; liberée) (2.5)
(0.1) (20) (1)

Ou; 2.5 =Volume initial du mélange enzymatique (mL)

Enzyme (Ul/ml) =

0.1 = Volume du mélange enzymatique utilisé dans la réaction finale (mL)
30 = Temps d'incubation (minutes)

1 = Volume d'enzyme utilisée (mL)
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Figure 15. Courbe d’étalonnage de (NH4)2SO4 (umol/mL). Chaque point représente la moyenne
+SD (n=23).
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11.12. Evaluation de I’effet cytotoxique et antiprolifératif sur les cellules
tumorales in vitro

L’activité antiproliférative des extraits fongiques a été évaluée initialement contre les
cellules HepG2 en utilisant le protocole standard de la méthodologie colorimétrique MTT

(bromure de 3- (4,5-diméthylthiazol-2-y1) -2,5-diphényl tétrazolium).

11.12.1. Culture des lignées cellulaires

Les cellules ont éte cultivées dans du RPMI-1640 sans glutamine, supplémenté avec
10% de sérum de veau feetal, 100 U/mL de pénicilline et 100 pg/mL de streptomycine. Les
cellules ont été maintenues a 37 °C dans une atmosphere humidifiée a 5% de CO,. Apres
incubation, le milieu a été rejeté et les cellules ont ensuite été lavées une fois avec un mélange
(0.25% Trypsine /0.02% EDTA) pour éliminer les cellules mortes. Apres avoir rejeté le
mélange de lavage, les cellules ont été encore une fois traitées avec le méme mélange, agitées
et incubées 5 minutes a 37 °C pour détacher les cellules vivantes adhérentes. Apres cela, le
milieu complet RPMI-1640 additionné de L-glutamine, 100 U/mL de pénicilline, 100 pg/mL
de streptomycine et 10% de sérum de veau feetal permettant 1’arrét de 1'action de la trypsine a

été rajouté aux flacons de culture (Malhdo et al., 2019).

11.12.2. Test de PMTT

Les suspensions cellulaires ont été diluées avec du milieu RPMI-1640 et ajustées
approximativement a 5.10* cellules/mL. Aprés cela, 100 pL des cellules HepG2 ont été
ensemencées dans des plaques de culture tissulaire a 96 puits et laissées se fixer pendant 24
heure & 37 °C et 5% de COa.

Les extraits de champignons endophytes et la doxorubicine (contréle positif) ont été
dissous dans du DMSO afin d’obtenir une solution meére a 10% (p/v). Une solution de travail
(1% v/v) a ensuite éte préparée en dissolvant I'extrait dans le milieu RPMI-1640. Pour toutes
les expériences, la concentration finale de DMSO dans le milieu était de 1% (v/v) et les témoins
n‘ont recu que 1% de DMSO. Aprés 24 heures d'incubation, 100 pL des extraits a différentes
concentrations ont été ajoutés aux cellules adhérentes. Et une incubation pendant 96 heures a
37 °C dans un incubateur a 5% de CO- a été realisée. Des cellules traitées au DMSO et a la
doxorubicine ont été préparées comme témoin négatif et positif respectivement. Le milieu ne

contenant que les cellules a été utilisé comme témoin de croissance.

Aprés la période visée, les plaques ont été videes du RPMI-1640 et remplacé par 100
pL de la solution de MMT (5 mg /mL dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBS))
et incubées pendant 3 heures a 5% de CO; et a 37 °C. Le contenu des plaques de culture a
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ensuite été centrifugé pendant 2 minutes a 1.800 tr/min a 4 °C, le surnageant éliminé et 100 pL
de DMSO ont été ajoutés pour dissoudre les cristaux de formazan précédemment constitués et
précipités. Apres une légére agitation de 15 minutes, I’absorbance a été mesurée a 570 nm a
I'aide d'un lecteur de plaques (Zhao et al., 2014; Minarni et al., 2017; Malh&o et al., 2019).

Les résultats sont exprimés en pourcentage de viabilité cellulaire par rapport au témoin
solvant (cellules incubées avec du milieu de culture avec 1% de DMSO) et calculés a l'aide de
la formule suivante :

Viabilité cellulaire (%) = [(Abs échantillon / Abs contr6le)] x 100

Abs contrdle = DO moyenne des cellules non traitées ;
Abs échantillon = DO moyenne des cellules traitées.

La relation entre les cellules survivantes et les concentrations des extraits est tracée pour
obtenir la courbe de survie. La concentration d'extrait qui a entrainé la mort 50% des cellules
cancéreuses (CCso) a ensuite été calculée.

Les extraits ayant 1’activité la plus élevée sur la base de la valeur des CCsp (CCso trés
basses) ont ensuite été testés sur d'autres lignées de cellules cancéreuses A549, U251 et MDA-
MB 231 en utilisant une gamme de concentrations de 0.01-20 pg/mL. Par contre les extraits
ayant montreé des valeurs de CCso élevée ont été testés contre des lignées saines HaCaT et C8-
D1A pour évaluer leurs cytotoxicités en utilisant la méme méthode décrite ci-dessus, la gamme

de concentration utilisée est de 0.01-40 pg/mL.

11.13. Détection de la griséofulvine par MALDI-TOF MS (Autoflex-speed)

11.13.1. Principe de la méthode de spectrométrie de masse MALDI-TOF.
Le MALDI-TOF est un spectromeétre de masse, couplant une source d'ionisation laser
assistée par une matrice (MALDI = Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation) et un

analyseur a temps de vol (TOF = Time-Of-Flight mass spectrometry) (Seng et al., 2009).

On peut schématiser un spectrométre de masse en 4 parties (figure 16) : Le systéme
d’introduction de I’échantillon, la chambre d’ionisation produisant des ions en phase gazeuse,
I’analyseur, séparant les ions en fonction de leur rapport masse sur charge et le détecteur
transformant le courant ionique en courant électrique. L’ionisation est I’étape la plus importante

pour I’identification des molécules (Descy et al., 2010).

La principale fonction de la spectrométrie de masse MALDI TOF (Bruker Daltonics,
Germany), en microbiologie clinique, est I’identification des microorganismes par 1’analyse de
leurs protéines totales. La spectrométrie de masse combinée a une désorption- ionisation laser

assistée par une matrice, d’'un microorganisme isolé, permet de réaliser cette identification en
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quelques minutes et avec une haute précision (Seng et al., 2009). Egalement, la spectrométrie
de masse MALDI TOF est une technique physique d’analyse extrémement sensible, permettant
de détecter et d’identifier des molécules d’intérét comme les protéines, les oligosaccharides, les

oligonucléotides et les polymeéres (Jerome Jeyakumar et al., 2018).
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Figure 16. Représentation schématique du fonctionnement d’un spectrométre de masse
MALDI-TOF (Suarez et al., 2015).

11.13.2. Préparation des échantillons pour MALDI-TOF MS

L’extrait fongique de I’isolat Penicillium griseofulvum JOR22 et la griséofulvine pure
ont été dissous dans du méthanol a une concentration de 100 pg/mL, 1.5 uL des solutions ont
été déposés en triple sur une plaque cible MALDI en acier (Bruker Daltonics, Wissembourg,
France). Apres séchage a une température ambiante pendant 15 minutes, 1.5 pLL de suspension
de matrice HCCA (acide a-cyano-4-hydroxy-cinnamique saturé dissous dans la solution
contenait 50% d'acétonitrile, 47,5% d'eau HPLC et 2,5% d'acide trifluoracétique) ont ensuite
été superposes sur chaque point pour permettre la cristallisation. 1,5 uL de la solution de matrice
HCCA ont été déposés en triple sur la plaque cible comme contréle négatif. La cible a été

ensuite séchée a l'air et & une température ambiante pendant 15 minutes (Hleba et al., 2017).

11.13.3. Analyse des échantillons par MALDI-TOF MS

Pour le profilage métabolique, un spectrometre de masse a désorption/ionisation laser
assistee par matrice (MALDI-TOF) a éteé utilise. Apres séchage, la plaque a été immédiatement
introduite dans 1’ Autoflex-Speed linear MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Allemagne),
équipé d'un laser Nd : YAG a 355 nm pour étre analyser. Les spectres ont été acquis
automatiquement a l'aide du logiciel FlexControl 3.4 (Bruker Daltonics, Allemagne) en mode
ion-positif linéaire en utilisant les parametres suivants : source d'ions 1 = 19,5 kV, source d'ions
2 =18,2 kV, tension du détecteur = 2872 V, gamme de masses de m/z =100 a 2500. Les spectres
ont été mesurés au hasard a une moyenne de 500 tirs laser avec une fréquence laser de 1000
Hz. La tension de la lentille était de 7,00 kV et le temps d'extraction des ions pulsés était de 140
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ns. Les spectres acquis ont éte exportés dans le logiciel FlexAnalysis v.3.4 (Bruker Daltonics,
Allemagne) et prétraités en utilisant des algorithmes standard pour la soustraction, le lissage et
la normalisation de la ligne de base (Chang et al., 2016; Sivagnanam et al., 2017 Hleba et al.,
2017).

11.14. Analyses statistiques

Les résultats de I’activité antimicrobienne ont été analysés statistiquement par le test de
(One-way ANOVA) suivi de celui de Student-Newman-Keuls multip-rang test en utilisant le
logiciel SAS/STAT® 9.2. La comparaison de ’effet des extraits sur les bactéries a Gram positif et
a Gram négatif et ceux des différents tests antioxydants et de I’activité asparaginase ont été analysés
par One-way ANOVA, suivi du test de Dunnett multiple comparaisons pour les comparaisons avec
les standards ou le test de Tukey’s pour déterminer les différences significatives entre les groupes
en utilisant le logiciel de Graph Pad Prism.V7.00. Les résultats sont exprimés en moyenne + SD,

les valeurs de p < 0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Isolement et purification des champignons endophytes

Aucune croissance de champignons ou de bactéries n'a été enregistrée sur les milieux
de culture utilisés pour le contr6le de I'efficacité de la stérilisation de surface. Ceci nous conduit
a deéduire que les étapes utilisées dans le processus de stérilisation étaient suffisantes pour se
débarrasser des microorganismes de surface (Epiphytes) et de leurs spores, et que les isolats
obtenus peuvent étre considérés comme étant des champignons internes (Endophytes) pour les

plantes étudiées.

Toutes les parties de plantes utilisées ont été colonisées par des champignons
endophytes. A partir des 230 fragments utilisés (racines, tiges et feuilles) et a raison de 115
fragments pour chacune des deux plantes J. oxycedrus L. et P. Lentiscus L., 126 isolats ont été

obtenus dont 70 a partir de J. oxycedrus L. et 56 a partir de P. Lentiscus L.

La comparaison du nombre des isolats et des taux de colonisation et d’isolement, a
montré que ces derniers étaient plus élevés dans les racines, suivi des tiges, alors que les feuilles
venaient en dernier pour les deux plantes. Pour J. oxycedrus L., le nombre des isolats dans les
racines était de 32 avec des taux de colonisation et d’isolement de 86.67 % et 1.07
respectivement, pour les tiges, le nombre des isolats étaient de 26 (76.67%, 0.87) alors que pour
les feuilles, 12 isolats ont été obtenus avec un taux de colonisation de 36% et d’isolement de
0.48. Concernant P. Lentiscus L., le nombre des isolats étaient de 33, 20 et 3, avec des taux de
colonisation de 60 %, 44.44% et 4.44% et d’isolement de 0.6, 0.44 et 0.07 pour les racines,
tiges et feuilles respectivement (tableau 5).

Tableau 5. Nombre des isolats, taux de colonisation et d'isolement enregistrés chez les deux
espéces de plantes utilisées.

Plantes Pistacia lentiscus L. Juniperus oxycedrus L.
Feuilles Tiges Racines | Feuilles Tiges Racines

Nombre des isolats 03 20 33 12 26 32
Nombre total des isolats 56 70
Taux de colonisation (%) 4.44 44.44 60.00 36.00 76.67 86.67
Taux de colonisation global (%) 37.93 68.24
Taux d’isolement 0.07 0.44 0.60 0.48 0.87 1.07
Taux d’isolement global 0.39 0.82

Dans cette étude, tous les échantillons testés ont donné au moins un isolat, le nombre
des isolats, les valeurs des taux de colonisation et d’isolement de ces deux plantes étaient
significativement plus élevés dans les racines que dans les tiges et les feuilles indiquant que la
distribution des champignons endophytes differe entre les différents tissus et les organes des
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vegétaux, cette variation a également été constatée par Li et al. (2020) qui ont récupéré 1046
isolats de champignons endophytes a partir de dix espéces de plantes halophytes et ont trouvé
que les taux de colonisation des champignons endophytes variaient entre 7.5 + 3.33% et 83.75
+ 8.95% dans les tiges et entre 33.75 + 11.19% et 97.5 + 1.67% dans les racines. Du et al.
(2020) ont isolé 420 isolats fongiques endophytes a partir de Securinegas uffruticosa, 170
provenaient des racines, 143 des tiges et 107 des feuilles. Dans leur étude sur Mukia
maderasapatana (L.), Kannan (2017) ont trouvé que les segments racinaires étaient plus
densement colonisés par les champignons endophytes, comme en témoigne la colonisation

totale des feuilles, tiges et racines qui s'est avérée étre de 86, 64 et 92% respectivement.

Le taux de colonisation, la diversité et la composition des communautés des
champignons endophytes sont affectées par la saison, la situation géographique, I'age et le type
de tissus (Yao et al., 2017; Zhou et al., 2018). Ces différences peuvent étre expliquées par le
fait que le sol est relativement humide et riche en matieres organiques et est capable de
participer a ’augmentation de 1’abondance et de la diversification des champignons du sol et
des champignons rhizosphériques, ce qui facilite 1’établissement des relations endophytiques
avec les racines des plantes et la pénétration par rapport aux autres organes (Yao et al., 2017;
Li et al., 2020).

Une autre raison a été abordée par des études précédentes qui suggéraient que la
morphologie et les substances chimiques des tissus influencaient également la composition
communautaire dans les différents organes de plantes, les racines en tant que sources
importantes de substrat facilement accessible peuvent fournir un microenvironnement
relativement stable favorisant la survie et la coexistence de nombreux champignons. Certains
genres présentent une sorte de préférence ou de spécialisation envers les tissus d'un organe
végétal en raison de la capacité de ces genres a consommer et a croitre sur une substance

specifique dans ces tissus (Yao et al., 2017).

111.2. Dépistage préliminaire de I’activité antimicrobienne

Apres les étapes d'isolement, et de purification, les activités antibactérienne et
antifongique des isolats endophytes ont été dépistées par la technique des cylindres d’agar et
celle de la double culture respectivement. Parmi les 126 isolats testés, 33 (26.19 %) isolats
seulement étaient actifs au moins contre une bactérie pathogéne, parmi eux 3 (9.09 %) étaient
actifs contre toutes les bactéries testées alors que 30 (90.91 %) étaient uniquement actifs contre
les bactéries a Gram positif (tableau 6).

49



Résultats et discussion

Les deux isolats JOR22 et JOR31 ont montré I’activité la plus importante contre toutes
les bactéries pathogénes ou les zones d’inhibition atteignaient les 34 et 31 mm contre E. coli 1
et B. cereus respectivement, alors que les isolats PLT7, PLTS, PLF5 et I’isolat JOR26 ont été
trés actifs contre les bactéries a Gram positif avec des zones d’inhibition de 20, 20, 22 et 12
mm contre B. cereus et de 24, 17, 21 et 11mm contre S. aureus 1 respectivement (tableau 6,
figure 17).

D’un autre coté, ’isolat PLR9 avait montré un large spectre d’activité, inhibant les
bactéries a Gram positif et a Gram négatif avec une activité modérée de10 mm contre B. cereus
1. Cependant, contre S. aureus 1 et E. coli 1 I'activité était plus forte avec des zones d'inhibition
de 15 et 16 mm respectivement. D'autre part, I'isolat a montré une faible capacité d’inhibition

de la croissance de P. aeruginosa 1 (tableau 6).

Concernant ’activité contre les champignons filamenteux et la levure (tableau 7), les
deux isolats JOR31 et JOR22 ont montré 1’activité la plus forte contre toutes les especes
fongiques y compris la levure. Le pourcentage d’inhibition le plus élevé (81.46%) a été observé
avec I’isolat JOR22 contre M. canis, alors que le reste des isolats avaient montré des activités
moyennes a faibles, dont les plus importantes étaient celles obtenues par PLT8, PLT7 et JOR26
avec des pourcentages d’inhibition de 73.97%, 54.89%, 14.14% contre P. infestans, de 41.83%,
43%, 45.96% contre T. mentagrophytes et de 45.03%, 46.97%, 49.46% contre M. canis

respectivement (figure 18).

En se basant sur le morphotype et les résultats des activités antibactérienne et
antifongique des isolats fongiques obtenus contre des microorganismes pathogénes pour les
plantes et/ou les humains, une dizaine d’isolats ayant eu une trés bonne activité ont été

sélectionneés et regroupés en trois groupes :

- Groupe 1. Incluant les deux isolats JOR22 et JOR31 morphologiquement identiques et
possédant une tres bonne activité et un large spectre contre toutes les bactéries et les

champignons pathogenes.

- Groupe 2. Incluant des isolats possédant une activité inhibitrice contre toutes les bactéries
a Gram positif et une activité antifongique moyenne. Ce groupe a été subdivisé en 4 sous-
groupes selon leur similarité morphologique ; (PLT8, PLT12), (PLF5, PLR17), (PLT7,
PLT10) et (JOR26 JOR27).

- Groupe 3. Ce groupe est représenté par 1’isolat PLR9 qui possede une bonne activité
contre les bactéries pathogénes a Gram positif et certaines & Gram négatif ainsi qu’une

activité antifongique moyenne.
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Tableau 6. Résultats du screening préliminaire de 1’activité antibactérienne par la technique
des cylindres d’agar.

Zones d’inhibition (mm)

folrfgilgtses B. cereus S.aureus 1 P. aeruginosa 1 E. coli 1
Pistacia lentiscus L.
PLF2 07 00 00 00
PLF4 15 14 00 00
PLT6 08 09 00 00
PLT7 20 24 00 00
PLTS8 20 17 00 00
PLT10 20 21 00 00
PLT12 22 20 00 00
PLT14 07 00 00 00
PLR4 10 11 00 00
PLR5 14 00 00 00
PLR9 10 15 00 16
PLR17 17 15 00 00
PLF5 22 21 00 00
PLR6 11 14 00 00
PLR20 11 11 00 00
Juniperus oxycedrus L.
JOF1 00 10 00 00
JOF12 10 00 00 00
JOT7 09 00 00 00
JOT22 11 00 00 00
JOR1 19 09 00 00
JOR2 12 00 00 00
JOR3 16 10 00 00
JOR5 09 06 00 00
JOR12 11 00 00 00
JOR14 11 11 00 00
JOR22 30 28 8 34
JOR23 11 08 00 00
JOR24 11 00 00 00
JOR25 11 11 00 00
JOR26 12 11 00 00
JOR27 11 10 00 00
JOR28 14 20 00 00
JOR30 17 00 00 00
JOR31 28 28 11 31

B. cereus : Bacillus cereus, S. aureus 1 : Staphylococcus aureus 1, P. aeruginosa 1 : Pseudomonas
aeruginosa 1, E. coli 1 : Escherichia coli 1.
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PLF5/S. a

= .

i

PLRY/S. a PLRY/B. c PLRY / E. coli PLRY/P. a

Figure 17. Résultats du criblage préliminaire contre les bactéries pathogenes. (B. c) Bacillus
cereus ATCC 10876, (S. a) Staphylococcus aureus ATCC 25923, (E. c) Escherichia coli ATCC 25922,
(P. @) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Tableau 7. Résultats du screening préliminaire de 1’activité antifongique par la technique de la
double culture des meilleures souches.

Zones d’inhibition

Isolats Pourcentages d’inhibition (%)
fongiques . - (mr_n)
M. canis T. Mentagrophytes  P. infestans C. albicans
Pistacia lentiscus L.
PLT8 45.03+1.45 41.83+0.24 73,97+1.73 00
PLT12 53.64+0.43 31.54+6.31 78,56+1.69 00
PLF5 43.05+1.34 30.63+0.88 73,97+1.73 00
PLR17 46.36+0.43 36.75+1.06 66,32+1.79 00
PLT7 46.97+9.86 43.00+5.78 54,89+1.36 00
PLT10 47.66+3.31 33.00+3.58 53,39+1.36 00
PLR9 58.80+3.02 38.82+4.40 66,92+1.39 00
Juniperus oxycedrus L.
JOR31 80.80+0.76 61.00+0.41 66,03+1.42 10£00
JOR22 81.46+0.29 70.66+0.64 57,14+1.52 10£00
JOR26 49.46+0.50 45.96+2.77 14,14+0.82 00
JOR26 43.33+1.34 40.65+1.06 13,68+1.36 00

M. canis : Microsporum canis, T. mentagrophytes : Trichophyton mentagrophytes, P. infestans :
Phytophthora infestans, C. albicans : Candida albicans, = xx= SD (standard deviation) .

JOR26 /M. ¢

PLT8/M.c T=P.d PLFS5/M.c T:P.i

Figure 18. Résultats du criblage préliminaire contre les champignons pathogenes filamenteux.
(M. c¢) : Microsporum canis, (T. m) : Trichophyton mentagrophytes. (P. i) : Phytophthora
infestans, (T) : Témoin.
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La technique des cylindres d'agar est couramment utilisée pour le criblage préliminaire
afin de minimiser le temps, les dépenses et les tentatives de sélection des microorganismes
actifs. Cette technique est également utilisée pour détecter les composés non volatils produits
par les micro-organismes (Sadrati et al., 2013 ; Hamzah et al., 2018). Au cours de la croissance,
les champignons endophytes sécretent des métabolites extracellulaires dans le milieu gélosé.
Dans la méthode des cylindres d'agar, le milieu fongique contenant ces métabolites
extracellulaires est déposé sur le milieu gélosé préalablement inoculé avec les bactéries
pathogénes. Pendant le temps d'incubation, les métabolites extracellulaires fongiques diffusent
a partir des cylindres d’agar dans le milieu géloseé afin de tuer ou d’inhiber les bactéries testées.
L'apparition d'une zone d'inhibition autour des cylindres d'agar indique I'activité antibactérienne
(Sibero et al., 2018).

L'activité antagoniste obtenue contre les bactéries pathogenes par cette technique, peut
donc étre due a la sécrétion dans le milieu gélosé des métabolites antibactériens diffusibles
(antibiotiques) (Kamil et al., 2018), alors que celle obtenue contre les champignons
phytopathogénes peut étre due aussi bien a la sécrétion de molécules antifongiques, ou
d’enzymes extracellulaires dégradant la paroi cellulaire (protéase, cellulase, lipase, chitinase)
ou les deux (Mohamad et al., 2018), mais aussi au mycoparasitisme ou a la compétition par
rapport aux nutriments (Aramsirirujiwet et al., 2016).

111.3. Identification des champignons endophytes sélectionnés
L’identification des isolats actifs a été réalisée, en se basant dans un premier temps sur
les caracteres morphologiques (tableau 8), cette identification a ensuite été complétée et

confirmée par une autre identification moléculaire.

Tableau 8. Identification morphologique des isolats les plus actifs.

Sources (Plantes) Isolats Organes Identification morphologique
PLT8/PLT12 Tiges Phoma sp. 1
Pistacia lenfiseus L. PLF5/PLR17 Feuilles/Racines Phoma sp. 2
PLT7/PLT10 Tiges Botrytis sp.
PLR9 Racines Aspergillus sp.
JOR22 Racines Penicillium sp. 1
Juniperus oxycedrus L. JOR31 Racines Penicillium sp. 2
JOR26 Racines Diaporthe sp.
JOR27 Racines Diaporthe sp.
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Les caractéristiques morphologiques et phylogenétiques de chaque isolat sont décrites

ci-dessous :

e Lessouches PLT8/PLT12 et PLF5/PLR17

Les souches PLF5/PLR17et PLT8/PLT12 ont montré aprés 14 jours d’incubation a
28°C, des caracteristiques morphologiques différentes sur les divers milieux de cultures utilisés
(figure 19 et 20) :

Les souches PLT8/PLT12 (figure 19)

Sur PDA, la croissance de ces champignons était tres lente avec des diameétres atteignant
les 16 mm. Les colonies étaient veloutées au centre avec des marges cotonneuses, denses, un
peu épaisses et 1égérement granuleuses avec des sillons étroits et des bords légerement ondulés.
La surface des colonies était de couleur grise blanchétre et le revers de couleur marron avec des

sillons étroits.

Sur MEA, la croissance était trés lente avec des diamétres atteignant les 14 mm. Les
colonies étaient trés denses, veloutées, plates, Iégérement granuleuses au centre et lisses sur les
bords avec des sillons espacés et des bords ondulés. La surface des colonies était de couleur

blanche et le revers grisatre au centre avec des marges beiges.

Sur YES, la croissance était lente avec des diametres atteignant les 18 mm. Les colonies
étaient denses, veloutées, plates, lisses au bords et ridées au centre avec des sillons étroits et
des bords ondulés. La surface des colonies était de couleur jaunatre a beige au centre et

blanchatre aux bords, le revers était jaunatre a brun au centre avec des marges beiges.

Sur CYA, la croissance était moyenne avec des diameétres atteignant les 25 a 26 mm.
Les colonies étaient tres denses, veloutées, plates et lisses avec des sillons trés espacés et des
bords bien définis. La surface des colonies était de couleur beige a beige claire et le revers

jaunatre a beige.
Les souches PLF5/PLR17 (figure 20)

Sur PDA, la croissance était trés lente avec des diamétres atteignant les 16 mm. Les
colonies étaient veloutées, denses, lisses et plates avec des bords ondulés. La surface des
colonies était de couleur grise a brune péle au centre et blanchatre sur les bords, peu sillonnées,

le revers était de couleur vert olive et peu sillonné.

Sur MEA, la croissance était trés lente avec des diametres atteignant les 17 mm. Les

colonies étaient poudreuses, denses, granuleuses et légerement surélevées au centre avec des
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bords bien définies. La surface des colonies était de couleur noire au centre et blanche

transparente sur les bords, le revers était de couleur verte olive foncée avec des marges claires.

Sur YES, la croissance était lente avec des diametres atteignant les 20 a 21 mm. Les
colonies étaient veloutées, denses, lisses et plates avec des bords ondulés et une croissance
radiale avec formation de sillons étroits. La surface des colonies était formée de cercles de
différentes couleurs allant du brun clair au centre, suivie du brun foncé, du blanc, du brun clair

et du beige sur les bords, le revers était de couleur gris pale a brune pale et sillonne.

Sur CYA, la croissance était moyenne avec des diametres atteignant les 26 a 27 mm.
Les colonies étaient veloutées, denses, lisses et plates avec des sillons espacés et des bords bien
définis. La surface des colonies était de couleur beige foncé au centre a beige clair sur les bords,

le revers était jaunatre a beige avec des sillons espacés.

En ce qui concerne les caractéristiques microscopiques, ces quatre souches ont montré

presque les mémes caractéristiques a I’exception de la forme et de la taille des conidies.

Les pycnides apparaissent en grand nombre apres 8 a 10 jours d’incubation sur MEA
pour PLF5 /PLR17 et sur MEA et PDA pour PLT8/PLT12, cependant avec un nombre moindre.
Elles apparaissent au centre des colonies, solitaires ou bien agrégées, sur la surface ou bien
partiellement immergées dans la gélose avec des tailles différentes et des formes plus ou moins
globuleuses avec un ostiole centrale papillaire permettant la sortie des conidies sous forme de
gouttelettes grises a blanchatres. Au début de la croissance, les pycnides sont de couleur vert

olive et deviennent vert olive foncé a noir a maturation (figure 19 et 20).

Le péridium constitué d’une paroi épaisse brune a noir avec des cellules angulaires a
globuleuses, sa surface interne est bordée de cellules hyalines donnant naissance aux cellules
conidiogenes, alors que sa surface externe est généralement entourée d’appendices hyphales
bruns surtout au niveau de ’ostiole. Les cellules conidiogénes produites en grand nombre,
sessiles, phialidiques, hyalines, a parois lisses, avec des formes trés variables ; majoritairement
sous-globuleuses a lagéniformes ou coniques, souvent a cou allongé. Les conidies de PLF5/
PLR17 formées d’une seule cellule, sont cylindriques a légérement allantoides avec des
extrémités arrondies légérement gonflées et un centre rétréci, droites ou légerement incurvees,
hyalines, lisses et non septées, elles possédent de 0 a 2 globules terminales. Pour PLT8/PLT12,
les conidies étaient plus larges et plus courtes que celles produites par PLF5/ PLR17, elles ont
des formes variables ; ellipsoidales, oblongues a lagéniformes, lisses et non septées, possedent

de 0 a 2 globules centrales ou subterminales.
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Les hyphes sont cloisonnés avec des ramifications en alternance, hyalins, minces, a

parois lisses (figure 19 et 20).
Forme sexuée : indéterminée.

En se basant sur la recherche mégablast sur la base de données nucléotidiques GenBank
du NCBI, les isolats les plus proches de PLT8/PLF5 étaient Ochrocladosporium frigidaria CBS
103.81 (99.80/99.80%) et Neocucurbitaria quercina CBS 115095 (96.47 /96.47 %) pour I'ITS,
Neocucurbitaria keratinophila CBS 121759 (99.67/100%) pour LSU, alors que pour BenA,
RPB2 et TEF1 les isolats le plus proches étaient Neocucurbitaria acanthocladae CBS 142398
(94.83 /94.83%), Neocucurbitaria aetnensis C261 (92.41/92.84%) et Neocucurbitaria acerina
CBS 142403(97.89 /97.79%) respectivement (tableau 9).

L'ensemble des données des séquences ITS-LSU-RPB2-TEF1-BenA des membres de
la famille des Cucurbitariaceae comprenant les quatre souches de cette étude et 60 souches de
référence, étaient regroupés en 13 clades correspondant a 12 genres appartenant a la famille des
Cucurbitariaceae, et un clade correspondant a I’outgroup ont été analysés. Le résultat de cette
analyse a montré que nos quatre souches font partie du genre Neocucurbitaria (famille des
Cucurbitariaceae) et sont proches des espéces Neocucurbitaria cisticola CBS 142402 et
Neocucurbitaria acanthocladae CBS 142398. Cependant, elles se détachent nettement de ces
dernieres et forment un clade monophylétique distinct, ce qui montre donc que 1’0n est en

présence d’une nouvelle espéce Neocucurbitaria sp. nov. (figure 21).
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Figure 19. Caractéristiques coloniales et morphologie microscopique de I’isolat PLTS apres 14
jours d’incubation a 28 °C ; sur PDA (A, B), MEA (C, D), YES (E, F). CYA (G, H). A, C, E, G,
Surface. B, D, F, H, Revers. En vue microscopique ; I, Mycélium. J-O, Etapes de formations des
pycnides. O, pycnide mature. P, Pycnide avec appendices. Q, Pycnides sur gélose. R, S, Conidies. T,
U, Cellules conidiogénes. V, Paroi pycnidiale. W, Cellules de la paroi pycnidiale. X, Pycnides matures
agrégées.

58



Résultats et discussion

Figure 20. Caractéristiques coloniales et morphologie microscopique de 1’isolat PLF5 aprés 14
jours d’incubation a 28 °C ; sur PDA (A, B), MEA (C, D), YES (E, F). CYA (G, H). A, C, E, G,
Surface. B, D, F, H, Revers. En vue microscopique ; I, Mycélium. J-O, Etapes de formations des
pycnides. O, pycnide mature. P, Pycnide avec appendices. Q, Pycnides sur gélose. R, S, Conidies. T,
Cellules conidiogenes. U, Paroi pycnidiale. V, Cellules de la paroi pycnidiale. W, Pycnides matures
agrégeées.
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Figure 21. Arbre phylogénétique des souches PLT8/PLT12 et PLF5/PLR17 généré par
I'analyse du Maximum Likelihood basé sur I'alignement combiné des données des séquences
ITS-LSU-RPB2-TEF1-BenA. L'arbre est enraciné avec Pyrenochaetopsis leptospora CBS 101635.
Les valeurs maximales du bootstrap ML>50% sont représentées au niveau des noeuds.
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e Lessouches PLT7/PLT10

Sur PDA, les colonies ont une croissance rapide avec des diametres atteignant les 38 mm
en 7 jours d’incubation. Elles étaient légérement laineuses, un peu élevés, a bords réguliers,
leur revers brun et leurs surfaces étaient brune grisatre, devenant brunes avec I'age avec une
production de pigments marrons diffusibles. Sur MEA, les diametres des colonies étaient de 21
mm apres 7 jours d’incubation, elles étaient Iégérement cotonneuses ou velues, planes, a bords
réguliers, leur surface était blanche a brune claire et leur revers beige a jaunatre. Pas de

production d’exsudats sur les deux milieux.

Le mycélium était brun pale, ramifié, septé, superficiel, a parois minces, granulé ou ponctue.
Les conidiophores micronémateux, brun péle, lisses, granuleux ou ponctués, non ramifiés et
droits. Les cellules conidiogénes holoblastiques, polyblastiques, intégrées, intercalaires, brunes
pales. Les conidies produites au niveau de la région gonflée s'élevant latéralement des cellules
conidiogénes. La région conidiogéne gonflée hyaline a brune pale, simple ou formant une large
téte a branche dichotomiques ou trichotomiques, pyriforme, cylindrique ou sphérique, lisse, a
paroi mince, déterminée, denticulée, de taille variable. Les conidies solitaires a une cellule, 1-
5 conidies sur chaque conidiogene, simples, brunes pales, verruqueuses a capitées, a parois
minces, ellipsoides, obovoides, clavées, droites ou légerement courbées, la base trongquée et

I’apex obtus (figure 22).
Forme sexuée : indéterminée.

La recherche mégablast sur la base de données nucléotidiques GenBank du NCBI des
régions ITS et LSU pour les souches PLT7/PLT10 a montré que les isolats les plus proches
ayant les plus grands pourcentages de similarité étaient Micronematobotrys verrucosus O15-
2161 (98.50/98.50 %) et Smardaea australis PSC4043 (98.37/98.37 %) respectivement
(tableau 9).

Les analyses phylogénétiques ont été effectuées en utilisant les données des séquences
combinées de ITS et de LSU des taxons de Pyronemataceae, sélectionnés apres le blast
précedent. Les données finales de 1’alignement multiple comprenaient 72 séquences
représentant 44 différents genres de la famille Pyronemataceae et les 2 séquences de cette

étude.

L'arbre phylogénétique généré par ’analyse du Maximum likelihood des régions
combinées a montré que les souches PLT7/PLT10 étaient clairement intégrés dans la famille

des Pyronemataceae et tres proches de Micronematobotrys verrucosus E13-215 soutenu par
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une valeur elevée du bootstrap du Maximum likelihood (ML=95 %). Pour cela et en se basant

sur les caractéristiques morphologiques et phylogénétiques, les souches PLT7/PLT10 ont été

confirmées comme étant Micronematobotrys verrucosus (figure 23).

,"‘\‘,\“l
v o -\j; v o

Figure 22. Caractéristiques coloniales et morphologie microscopique des souches PLT7 et
PLTI10 apres 7 jours d’incubation a 28 °C ; sur PDA (A), MEA (B) et de I’isolat PLT10 sur PDA
(C), MEA (D). En vue microscopique ; E-L, Déférentes formes des cellules conidiogenes avec conidies.
M-P, Formation des cellules conidiogénes sur le mycélium. Q, R, Mycélium. S-U, Conidies sous
microscope optique. V, W, Conidies sous microscope électronique.

62



Résultats et discussion

Cheilymenia crucipila KH.03.63

Cheilymenia sclerotiorum KH.03.115

Spooneromyces helveticus JS08.030

L Spooneromyces laeticolor HFG 88.013

_{Aleuria aurantia AFTOL-ID 65

92! Aleuria aurantia KH.04.81

Pseudaleuria fibrillosa MCVE:30135

Pseudaleuria quinaultiana p712L
Paratrichophaea boudieri BAP 481
Chaetothiersia vernalis BAP 492

9 L Chaetothiersia vernalis HDT 53173

99 ~ Byssonectria terrestris U.L. 93-13
Byssonectria fusispora U.L. 167-13

Melastiza flavorubens DHP 04.570

Melastiza flavorubens KS-94-075

Wilcoxina mikolae WS 36

99 r Pyronema omphalodes CBS 620.82

Pyronema omphalodes TL-11685

Lasiocupulina mediterranea MV 180702-01

Rhodotarzetta rosea KH.03.107

Leucoscypha leucotricha KS-94-05

_;Sowerbyella angustispora HMAS 70323
Sowerbyella imperialis CL2004.105

Tricharina gilva CBS 236.85

Tricharina cretea CBS 235.85

86, Trichophaea abundans CBS 241.32

99 I Trichophaea abundans CBS 250.31

Sphaerosporella hinnulea HD Rana 81.104

Anthracobia melaloma CBS 293.54

o1 - Anthracobia macrocystis AFTOL-ID 73

98 - Miladina lecithina KH.03.156

Miladina lecithina KH.04.22

90  Ramsbottomia crechqueraultii DHP 06.608

Ramsbottomia asperior KH.03.79

Scutellinia scutellata KH03212003-1

99 Scutellinia hyperborea KH.03.116

99, Orbicula parietina CBS 166.71

241 Orbicula parietina CBS 238.32

Pseudombrophila theioleuca DHP 3498

Lasiobolidium orbiculoides CBS 344.73

99 | Lasiobolidium spirale CBS 866.71

78 Pulvinula archeri BAP 458

Pulvinula globifera DHP DR-104

Parascutellinia carneosanguinea KH.03.34

Kotlabaea delectans T.R.L. 1992/089

99| Kotlabaea delectans KL P0373

Arpinia inops HD Rana 75.082
_' — Otidea alutacea HK039
63 Otidea onotica KH.09.132

Warcupia terrestris CBS 891.69
Monascella botryosa CBS 233.85
Planamyces parisiensis CBS 143165
Boubovia nicholsonii KH.03.65
Aleurina americana HMAS 61300
90 Aleurina imaii HMAS 57707
99 r Jafnea fusicarpa DHP 148
Jafnea semitosta ILLS60494
Pyropyxis rubra K.Egger 289
Smardaea amethystina KH-97-132
8| Smardaea australis PSC4043
o7 [ ! Smardaea australis PSC3637
3, @ PLT7
|| PLT10
o5 [ Micronematobotrys verrucosus E13-2151
91 o1 I Micronematobotrys verrucosus E3-2181
69 L Micronematobotrys verrucosus 015-2161
_r Acervus globulosus HKAS 88987
Acervus heilongjiangensis HMAS 271281

Octospora roxheimii KH.05.01
_' [ Humaria aurantiaca 7009
Neottiella rutilans KH.03.55
Sphaerosporium equinum MUCL 40795

E Neolecta vitellina MCVE 28969
Neolecta irregularis FH:DAH-25

o

75

85

0.02

Figure 23. Arbre phylogénétique des souches PLT7 et PLT10 généré par l'analyse du
Maximum Likelihood basé sur I'alignement combiné des données des séquences ITS-LSU.
L'arbre est enraciné avec Neolecta vitellina MCVE 2896 9 et Neolecta irregularis FH: DAH-25. Les
valeurs maximales du bootstrap ML>50% sont représentées au niveau des nceuds.
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e Lessouches JOR26/JOR27

Les souches JOR26/JOR27 ont montré aprés 28 jours d’incubation a 28°C, une
croissance tres lente sur la plupart des milieux de culture utilisés avec des caractéristiques

culturales différentes (figure 24) :

Sur PDA, le diametre des colonies était de 26 a 27 mm. Elles étaient veloutées, denses,
lisses, surélevées au centre et partiellement immergées dans la gélose, avec des bords bien
définis. La surface des colonies était de couleur verte olive au centre et verte grisatre pour le

reste de la colonie, le revers était de couleur brun péle avec des fissures au centre.

Sur MEA, le diamétre des colonies était de 11 a 12 mm. Elles étaient veloutées, denses,
lisses, plates avec des bords bien définis. La surface des colonies était blanche et le revers brun

avec un centre brun foncé.

Sur YES, le diamétre des colonies était de 10 a 11 mm. Les colonies étaient veloutées,
denses, lisses, plates, partiellement immergées dans la gélose avec des bords irréguliers. La

surface des colonies était noire au centre et brune sur les bords et le revers était brun grisatre.

Sur YMEA, le diamétre des colonies était de 16 a 17 mm. Les colonies étaient veloutées,
denses, lisses, plates avec des bords ondulés et bien définis. La surface des colonies était verte

grisatre et le revers verdatre. Une pigmentation verdatre diffusible du milieu a été observée.

Sur CYA, le diamétre des colonies était de 12 a 13 mm. Les colonies étaient veloutées,
denses, lisses, plates avec des bords irréguliers. La surface des colonies était noire au centre et

grise aux bords et le revers était de couleur noir au centre et grisatre sur les marges.

Sur SDA, le diamétre des colonies était de 14 a 15 mm. Les colonies étaient veloutées,
denses, lisses, bombées, partiellement immergé dans la gélose avec des bords irréguliers. La

surface des colonies était blanche a brune et le revers était de couleur rouge brique.

Pour les caractéristiques microscopiques, les péritheces non ostiolés, brun foncé a noir,
solitaires, dispersés, globuleux a sous-globuleux. Ils sont généralement produits sur PDA aprés
plus de 40 jours d’incubation. Les asques englobent 8 ascospores, sessiles, hyalines,
unituniquees, fusiformes allonges a clavés, étroits, se rétrécissant vers la base, apex arrondi,
sans anneau apical distinct et sans paraphyses. Les ascospores, uni a bisériées, cylindriques a
fusiformes allongées, extrémités arrondies, 3-5 cloisons, brunes pales, a parois lisses, avec trois

a quatre gros globules au centre et deux petits globules aux extrémités, non resserrés au niveau
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du septum, droites ou légérement incurvees. Les hyphes sont cloisonnés ramifies, hyalins,

minces, a parois lisses (figure 24).
Forme asexuée : indéterminée.

Le test du blast a permis de déterminer de maniere tres nette que les souches
JOR26/JOR27 appartenaient a I’ordre des Diaporthales et sont étroitement liées aux familles
Coryneaceae, Sydowiellaceae et Stilbosporaceae avec de trés faibles pourcentages de
similitude avec les membres de ces familles. Ces pourcentages étaient de 83.14/ 83.25 %
obtenus avec 1’espéce Hapalocystis kickxii D108 de la famille des Sydowiellaceae, 81.85/81.82
% avec Stilbospora orientalis CBS 135075 de la famille Stilbosporaceae pour I’ITS, 95.83/
95.74 % avec Coryneum depressum D202 de la famille Coryneaceae et 95.62/95.52% avec

Chapeckia nigrospora CBS 125532 de la famille Sydowiellaceae pour LSU (tableau 9).

L'alignement des séquences des membres appartenant a 1’ordre des Diaporthales
comprenait les deux souches de cette étude ainsi que 54 souches de référence d'études récentes.
Ces 56 isolats étaient regroupés en 26 clades correspondant a 25 familles des Diaporthales, et
un clade supplémentaire correspondant a I’outgroup. Selon I’arbre phylogénétique généré par
ces datas concaténés des sequences ITS-LSU, les deux souches se détachent nettement des
especes des genres les plus proches et forment un clade monophylétique distinct, ce qui montre
donc que I’on est en présence d’un nouveau genre. En plus, elles se positionnent entre des
genres appartenant a deux familles distinctes, celles des Asterosporiaceae (qui comporte
Asterosporium comme unique genre) et celle des Sydowiellaceae (qui comporte les genre
Chapeckia, Hapalocystis ainsi que d’autres genres encore plus ¢loignés), alors que les genres
membres des familles Coryneaceae et Stilbosporaceae étaient tres loin. Les deux isolats étaient
plus proches a Asterosporium (famille des Asterosporiaceae) mais se détachent nettement des
especes de ce genre. Ceci suggére donc fortement que nos souches appartiennent a un nouveau

genre faisant lui-méme partie d’une nouvelle famille (figure 25).
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i v Nt - B S
Figure 24. Caractéristiques coloniales et morphologie microscopique de 1’isolat JOR26 aprés
28 jours d’incubation a 28 °C ; sur PDA (A, B), MEA (C, D), YES (E, F). YMEA (G, H). CYA (I,
J). SDA (K, L). A, C, E, G, |, K, Surface. B, D, F, H, J, L, Revers. En vue microscopique ; M,
Mycélium. N-S, Ascospores. T-W, Asci. X, Ascomata.
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Figure 25 . Arbre phylogénétique des souches JOR26/JOR27 généreé par I'analyse du Maximum
Likelihood basé sur l'alignement combiné des données des sequences ITS-LSU. L'arbre est
enraciné avec Nakataea oryzae CBS 243.76 et Magnaporthe grisea Inal68. Les valeurs maximales du
bootstrap ML>50% sont représentées au niveau des nceuds.
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e Lessouches JOR22/JOR31

Apres 7 jours d’incubation a 28°C, les caractéristiques suivantes ont été observées sur les

différents milieux de culture (figure 26).

Sur PDA, le diameétre des colonies était de 28 a 30 mm, les colonies étaient plates, denses,
trés veloutées a poudreuses avec un centre un peu en relief, des bords bien définies et une
sporulation abondante. La surface des colonies était bleu-grisatre au centre et blanche au bord
avec une grande production d’exsudats jaunatres a transparents, et des pigments solubles dor¢s,

le revers était gris pale et peu sillonné.

Sur MEA, le diamétre des colonies était de 31 a 32 mm, les colonies étaient plates, denses,
veloutées a poudreuses, avec un centre un peu en relief, bords bien définis et une sporulation
abondante, La surface des colonies était verte terne a grise-jaunatre au centre et blanches sur
les bords ; des exsudats jaunatres a transparents ont été produits, mais pas de pigments solubles,

le revers était beige-jaunatre et sillonné.

La croissance des colonies sur CDA était restreinte, avec des diamétres atteignant les 25 a
26 mm, avec des colonies plates a bords bien définis et une faible sporulation. La surface des

colonies était grisatre a rougeatre, et le revers orange a rouille pale.

Sur CYA, les colonies était d’un diamétre de 38 a 39 mm, 1égeérement denses, veloutées, un
peu surélevées avec des bords bien définis et une faible sporulation. La surface des colonies

était blanchatre et le revers beige-jaunatre et sillonné.

Sur YES, les colonies était d’un diamétre de 34 a 35 mm, légérement denses, veloutées, un
peu surélevées, avec des bords bien définis, sans sporulation, La surface des colonies était

blanche et le revers beige sillonné.

Les conidiophores a parois lisses, hyalins, ter a tetra-verticillés irréguliers avec trois a
cing branches ou plus, les branches étaient fortement divergentes. Les phialides en forme de
flacons avec un col trés court et peu visible. Les conidies largement ellipsoidales, parfois sous-
globuleuses, hyalines a verdatres, a parois lisses. Les métules et les ramis cylindrique. Les stipes

a parois lisses, Le mycélium hyalin et cloisonné. Aucun sclérote n'a été détecté (figure 26).

Forme sexuée : indéterminée.
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Selon les résultats du mégablast sur la base de données nucléotidiques GenBank du
NCBI, les especes les plus proches de JOR22/JOR31 étaient Penicillium griseofulvum CBS
185.27, Penicillium dipodomyicola NRRL 35583 et Penicillium camemberti 944 avec un
pourcentage de similarité identique et trés élevé de 100 % pour I’'ITS. Cependant, pour BenA
et RPB2, I’espéce la plus proche était Penicillium griseofulvum CBS 185.27 avec des
pourcentages de similarité de 98.82/99.05 % pour BenA et de 98.76/98.76 % pour RPB2
(tableau 9).

Figure 26. Caracteristiques coloniales et morphologie microscopique des isolats
JORR22/JOR31 apres 7 jours d’incubation a 28 °C ; sur PDA (A, B), MEA (C, D), CDA (E, F).
CYA (G, H) YES (I, J). A, C, E, G, |, Surface. B, D, F, H, J, Revers. En vue microscopique ; K,
Mycélium. L, Conidies. M, N, Conidies et Conidiophores. O, Exsudats sous microscope binoculaire

stéréo.
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L'arbre phylogénétique a été construit en utilisant un total de 44 séquences fongiques
dont 41 séquences obtenues a partir du GenBank et représentant les différentes espéces les plus
proches de Penicillium ainsi qu’une séquence de Penicillium lanosum CBS 106.11 utilisé

comme outgroup, et les deux séquences de cette étude (JOR22/JOR31).

L'analyse phylogénétique multicentrique des régions combinées de ITS, BenA et RPB2
a été utilisée pour identifier et differencier les souches JOR22/JOR31 des especes de
Penicillium étroitement apparentées. L’analyse a montré que JOR22/JOR31 appartenaient
clairement au clade Penicillium et sont étroitement groupés avec 1’espece Penicillium
griseofulvum CBS 185.27 avec une valeur de bootstrap du Maximum likelihood tres élevee
(ML=100 %). Les souches JOR22/JOR31 ont donc été confirmées comme étant Penicillium

griseofulvum (figure 27).

Penicillium polonicum CBS 222.28

Penicillium christenseniae CBS 126236

Penicillium camemberti CBS 299.48

Penicillium cavernicola CBS 100540

Penicillium expansum ATHUM 2534

Penicillium palitans CBS 107.11

Penicillium crustosum CBS 115503

Penicillium venetum CBS 201.57

Penicillium thymicola CBS 111225

Penicillium nordicum CBS 109538

Penicillium verrucosum NRRL 5571

Penicillium albocoremium CBS 472.84

Penicillium hirsutum CBS 135.41

Penicillium radicicola CBS 112430

Penicillium gladioli CBS 332.48

Penicillium marinum CBS 109550

Penicillium sclerotigenum CBS 101033

Penicillium clavigerum CBS 310.48 E

Penicillium kewense CBS 344.61 S

Penicillium goetzii CBS 285.73 —-

Penicillium dipodomyis CBS 110412 ==

Penicillium nalgiovense CBS 352.48 G
C
D
o

90|

Penicillium lanosocoeruleum CBS 215.30
s~ Penicillium glycyrrhizacola 74212
Penicillium desertorum DTO 14815
Penicillium halotolerans CBS 131537
Penicillium mononematosum CBS 172.87
Penicillium confertum CBS 171.87
Penicillium flavigenum CBS 419.89
Penicillium allii-sativi DTO 14814
Penicillium tardochrysogenum CBS 132200
si— Penicillium rubens CBS 339.52
ssk Penicillium vanluykii CBS 131539

& JOR22
& JOR31
Penicillium griseofulvum CBS 185.27
Penicillium dipodomyicola CBS 173.87
Penicillium concentricum CBS 477.75
Penicillium mexicanum CBS 138227
Penicillium coprophilum CBS 110760
Penicillium brevistipitatum KAS7514
L Penicillium glandicola CBS 498.75
L— Penicillium chrysogenum NRRL 35635
Penicillium lanosum CBS

99

91!

H
0.0010

Figure 27. Arbre phylogénétique des souches JOR22/JOR31 généré par l'analyse du Maximum
Likelihood basé sur I'alignement combiné des données des sequences ITS-BenA-RPB2. L'arbre
est enraciné avec Penicillium lanosum CBS 106.11. Les valeurs maximales du bootstrap ML>50% sont

représentées au niveau des noeuds.

70



Résultats et discussion

e L’isolat PLR9

Figure 28. Caractéristiques coloniales et morphologie microscopique de 1’isolat PLR9 apreés 7
jours d’incubation a 28 °C ; sur PDA (A, B), MEA (C, D). Aprés 10 jours d'incubation sur PAD (E),
sur MEA (F). A, C, Surface. B, D Revers. En vue microscopique ; G, Mycélium. H, Conidies. I,
Conidiophores. J, Exsudats sous microscope binoculaire stéréo. K, Pigments rougeatres / brunatres.

Les colonies de PLR9 ont montré une croissance rapide sur MEA et PDA, les diameétres
des colonies apres 7 jours d'incubation étaient respectivement de 36-38 et 38-40 mm. Les
colonies étaient veloutées, lisses et plates. Leur surface était blanche sans aucune production de
spores, le revers était sillonné de couleur beige a brun clair sur PDA et brunatre sur MEA. Au-
dela du septiéme jour d’incubation, le champignon commence a produire un pigment rougeatre-
brunétre sur les deux milieux de culture et devient brun avec le vieillissement sur MEA. La
sécrétion d'exsudats transparents a eégalement été observée uniquement sur MEA et aucun
sclérote n'a été détecté sur les deux milieux de culture. Une forte sporulation de couleur brune-
jaunatre a été observée avec une formation d’un mycélium aérien aprés une incubation

prolongée (a partir du huitiéme jour d'incubation).

Les conidies étaient globuleuses, hyalines-verdatres et lisses, regroupees en chaines
courtes. Les vésicules spatulées. Le mycélium hyalins et septé a paroi lisse et mince (figure
28).
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Forme sexuée : indéterminée.

La recherche mégablast sur la base de données nucléotidiques GenBank du NCBI des
séquences ITS, BenA et CaM de I’isolat PLR9 a montré que l'isolat de PLR9 partageait 99%
de similitude avec Aspergillus neobridgeri NRRL 13078 (tableau 9).

L’ensemble des données alignées des séquences ITS, BenA et CaM de 30 souches,
comprenant l'isolat PLR9, les souches de référence des espéces apparentées et de 1’outgroup,
ont ¢té utilisés pour l'analyse phylogénétique. L’analyse du Maximum likelihood a montré que
PLR9 était étroitement apparenté a I'espece Aspergillus neobridgeri NRRL 13078 soutenu par
une valeur du bootstrap trés élevée (ML=100%). Sur la base de I'identification morphologique
et moléculaire, l'isolat PLR9 a été donc identifie comme étant Aspergillus neobridgeri
appartenant a la section Circumdati (figure 29)
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Figure 29. Arbre phylogénétique de I’isolat PLR9 généré par l'analyse du Maximum
Likelihood basé sur I'alignement combiné des données des séquences ITS, BenA et CaM.

L'arbre est enraciné avec Aspergillus flavus CBS 100927. Les valeurs maximales du bootstrap ML>70%

sont représentées au niveau des nceuds.
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A ce jour et selon la littérature, aucune €tude n’a été faite sur les champignons
endophytes et leurs activités biologiques des plantes étudiées dans ce travail, J. oxycedrus L. et
P. lentiscus L. Cependant, les endophytes associés a d’autres espéces appartenant aux genres
Juniperus et Pistacia ont été examinés comme par exemple : Juniperus procera (Gherbawy et
Elhariry, 2014, 2016), Juniperus communis (Pelaez et al., 2000; Kusari et al., 2009), Juniperus
chinensis var. sargentii, Juniperus rigida, Pistacia vera (Dolatabad et al., 2017) et Pistacia
atlantica (Gerchman et Inbar 2011).

Dans la présente étude, tous les isolats sélectionnés appartiennent aux Ascomycota et
représentent les familles des Eurotiales, Diaporthales, Pleosporales et des Pezizales. Des
résultats similaires ont été obtenus dans des travaux précédents sur les endophytes, ou les
communautés endophytes les plus couramment isolées a l'aide des protocoles d’isolement
standards étaient celles des Ascomycota suivi des Basidiomycota. La plupart des champignons
endophytes isolés par Zhou et al. (2018) et Du et al. (2020) appartenaient aux ordres des
Eurotiales, Diaporthales, Pleosporales, Sordariales, Hypocreales Xylariales et Capnodiales,

tous des ordres appartenant aux ascomycetes, ce qui confirme notre constat.

Diverses études sur la biodiversité des champignons endophytes de différentes plantes
ont révélé que les genres dominants étaient ceux de Aspergillus et de Penicillium (Kim et al.,
2014; Rana et al., 2019). Dans notre étude, deux isolats ont été identifiées en tant que
Penicillium griseofulvum (isolats JOR22/JOR31) et un en tant que Aspergillus neobridgeri
(isolat PLR9). Cette derniere espéce a été caractérisée pour la premiére fois en 2004 par Samson
etal. (2004), qui I’on isolée du sol dans le Nebraska, aux Etats-Unis, elle a été décrite et validée
comme nouvelle espece. Elle n'a jamais été isolée comme endophyte, et notre étude est la
premiére a I’isoler comme endophyte a partir de la plante P. lentiscus L. Cependant, diverses
autres especes du genre Aspergillus ont €té isolées, telles que Aspergillus flavipes Y-62 qui a
été isolé de Suaeda glauca (Akhter et al., 2018), Aspergillus tennesseensis isolé a partir des
tissus internes d'une algue marine non identifiée (Li et al., 2018), Aspergillus fumigatus a partir
des fleurs de Rhizophora stylosa (Zhou et al., 2018), Aspergilus flavus QQSG-3 isolé a partir
de Kandelia obobata (Wu et al., 2018), Aspergillus sp. de Trpterygium wilfordii (Qi et al.,
2018), Aspergillus nidulans, un champignon endophyte isolé a partir de Nyctanthes arbor-tristis
Linn (Talea et al., 2018). Cheng et al. (2018), ont méme constaté que le genre Aspergillus était

parmi les champignons endophytes les plus dominants isolés de Paeonia lactiflora Pallas.

En ce qui concerne Penicillium griseofulvum, il a été isolé en tant qu’endophyte a partir
de plusieurs plantes médicinales, telles que Centella asiatica (Prabakaran et al., 2012), certaines
plantes du Brésil (Rosa et al., 2010), Huperzia serrata en Chine (Wang et al., 2011), les racines
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des plantes cotieres habitant la cote de la Corée (Kim et al., 2014), Strychnos nux-vomica Linn,
Piper nigrum Linn, Garcinia indica Choisy, Chlorophytum sp., Saraca asoca (Roxb.),
Holarrhena Antidysentrica Wall, Hydnocarpus laurifolia (Dennst.) et Rauwolfia serpentina L.
(D’Souza et Hiremath 2015). 1l a également été isolé de Tephrosia purpurea (Luo et al., 2015)

et Astragalus membranaceus var. (Liu et al., 2016)

L’isolat PLT7 a été identifié et confirmé comme étant Micronematobotrys verrucosus
appartenant au genre Micronematobotrys qui est un genre monotypique de 1’ordre des Pezizales
et de la famille des Pyronemataceae, ce genre ne contient qu’une seule espéce qui n’a jamais
été signalée précedemment en Algérie, elle n’a été isolée qu’une seule fois et décrite comme
nouvelle espece endophyte en 2010 a partir Quercus liaotungensis et Ulmus macrocarpa de la
montagne de Dongling, pres de Pékin, en Chine (Sun et Guo 2010). Notre étude serait la

deuxiéme a avoir permis I’isolement de cette espéce.

Pour les souches PLT8, PLT12, PLF5 et PLR17, et apres les analyses phylogénétiques
; toutes les espéces de Neocucurbitaria analysées se regroupent dans un clade monophylétique
dans la famille des Cucurbitariaceae. Nos souches se regroupent également au sein de ce genre
mais dans un sous-clade monophylétique distinct de ceux des autres especes, ce qui nous a
conduit donc a proposer ces souches comme nouvelle espece appartenant au genre

Neocucurbitaria (famille des Cucurbitariaceae, ordre des Pléosporales).

Les Pléosporales sont associées a une large gamme d'hétes et sont principalement
saprobes sur les débris des végétaux, epiphytes, endophytes ou parasites des plantes vivantes,
champignons et insectes, ou mycobiontes dans les lichens (Sun et Guo 2010). Un certain
nombre d'espéces de Neocucurbitaria, comme Neocucurbitaria quercina (anciennement
Pyrenochaeta quercina) et en particulier Neocucurbitaria cava (anciennement Pyrenochaeta
cava) se retrouvent principalement comme endophytes ou saprobes sur les dicotylédones, les
arbres et les arbustes en particulier (de Gruyter et al., 2010; Wanasinghe et al., 2017). A ce jour,
Neocucurbitaria cava est I’espéce la plus isolée en tant qu’endophyte, elle a été isolée a partir
de Quercus cerris (Ragazzi et al., 2001), Ulmus spp. (Martin et al., 2013), les aiguilles des
coniferes en Corée (Eo et al., 2015), Fraxinus ornus (Schlegel et al., 2016), Quercus
robur (Kwasna et al., 2016), Cistus monspelliensis (de Vries et al., 2018), et également de
Hydrastis canadensis (Egan et al., 2016). De plus, plusieurs études rapportent les infections
opportunistes (superficielles et systémiques) causees par certaines especes de ce genre, elles
peuvent étre des agents pathogénes humains provoquant des infections de la peau et des ongles
humains, par exemple Neocucurbitaria unguis-hominis (anciennement Pyrenochaeta unguis-

hominis) (Toh et al., 2016). Elles provoguent également la kératite, comme Neocucurbitaria
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keratinophila (anciennement Pyrenochaeta keratinophila) (Verkley et al., 2010; Valenzuela-
Lopez et al., 2019).

L'analyse phylogénétique basée sur les données des séquences LSU et ITS montre que
les isolats JOR26 et JOR27 se positionnent au sein des Sordariomycetes, et se regroupent en un
nouveau taxon phylogénétique au sein de 1’ordre des diaporthales. Ils constituent un clade bien
apparenté aux Sydowiellaceae et aux Asterosporiaceae. Par conséquent, nous avons proposé

une nouvelle famille pour accueillir les especes de ce groupe.

Les Diaporthales est un ordre distinct des ascomycetes dans la sous-classe des
Diaporthomycetidae (Sordariomycetes) et sont bien connus en tant que champignons saprobes,
endophytes ou pathogénes des plantes, avec une large distribution et une large gamme d'hétes
(Du et al., 2017; Senanayake et al., 2017). Les membres des genres, a savoir les holomorphes
tels que Apiognomonia/Discula et en particulier Diaporthe/Phomopsis sont les plus
couramment isolés en tant qu'endophytes a partir des plantes ligneuses (Rossman et al., 2007;
Moricca et al., 2018).

Les genres fongiques les plus couramment isolés & partir de Distylium chinense,
Paeonia ostii « Feng Dan » et Vellozia gigantea étaient Phomopsis sp. et Diaporthe sp. (Ferreira
et al., 2017a; Yang et al., 2018; Duan et al., 2019). Davila et al. (2018) ont trouvé que parmi
les 68 champignons isolés a partir de Solanum quitoense, Diaporthe citri et D. schini étaient les
espéces les plus fréqguemment isolées. Diaporthe a également été signalé comme le deuxiéme
genre fongique dominant présent dans les tissus de Carapichea ipecacuanha (Ferreira et al.,
2020). Dans une étude de grande envergure, les especes de Phomopsis / Diaporthe ont été
isolées d’un ensemble des 25 espéces des mangroves (Rajamani et al., 2018). Apiognomonia /
Discula ont été également enregistrés comme endophytes isolés a partir de divers feuillages de
plantes ligneuses vivaces comme Quercus robur, Fraxinus ornus et Fagus sylvatica (Stone et
al., 2004; Bahnweg et al., 2005; Unterseher et al., 2007; Pelleteret et al., 2017; Ibrahim et al.,
2017).

En revanche, les membres des clades sceurs de nos isolats Asterosporiaceae et
Sydowiellaceae, ont été tres peu isolés en tant qu'endophytes. Asterosporium a été isolé a partir
de Uncaria tomentosa (Willd.) DC (Rodrigo et al., 2018) et Fagus sylvatica (Kowalski et Kehr,
1992), et seules deux espéces de la famille des Sydowiellaceae ont été signalées comme
endophyte, Sydowiella fenestrans a partir Paullinia cupana (Mart.) Ducke et Cainiella

johansoni a partir Ryas octopetala (Du et al., 2017).
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Cette étude nous a donc permis d’isoler trois espeéces déja connues, Penicillium
griseofulvum ; Aspergillus neobridgeri qui pour la premiere fois est isolé comme endophyte
dans le monde dans cette étude, la troisieme espece est celle de Micronematobotrys verrucosus,
notre étude est la deuxiéme a permettre I’isolement et la description de cette espece appartenant
a ce nouveau genre ne contenant que cette espéce. Elle nous a également permis d’obtenir une
nouvelle espéce appartenant au genre Neocucurbitaria (famille des Cucurbitariaceae) ainsi
qu’'une nouvelle famille appartenant a [’ordre des Diaporthales de la classe des

Sordariomycetes.
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Tableau 9. Résultats du blast des sequences des différentes régions utilisées pour chaque isolat avec les souches les plus proches sur NCBI.

Pourcentages de

Isolats Régions Les especes les plus proches similarité (%) Numéros d’accession
ITS Ochrocladosporium frigidaria CBS 103.81 99.80/99.80 KU314995
Neocucurbitaria quercina CBS 115095 96.47 /96.47 LT623220
PLT8/PLES LSU Neocucurbitaria keratinophila CBS :121759 99.67/100.00 LT623215
B- tubuline Neocucurbitaria acanthocladae CBS 142398 94.83/94.83 MF795894
RPB2 Neocucurbitaria aetnensis C261 92.41/92.84 MF795811
TEF1 Neocucurbitaria acerina CBS 142403 97.89 /97.79 MF795856
ITS Micronematobotrys verrucosus 015-2161 98.50/98.50 EU908690
PLT7/PLT10 LSU Smardaea z_iustralls P_SC4043 98.37/98.37 KY067463
RPB2 Byssonectria terrestris KS-94-4 80.68/80.68 AY500504
TEF1 Smardaea reticulosperma 94.29 /93.99 KC109312
ITS Hapalocystis kickxii D108 83.14/ 83.25 MG548640
JOR26/JOR27 Stilbospora orientalis CBS 135075 81.85/81.82 NR 155789
LsuU Coryneum depressum D202 95.83/ 95.74 MH674330
Chapeckia nigrospora CBS125532 95.62/ 95.52 MK524458
Penicillium griseofulvum CBS 185.27 100.00/ 100.00 DQ339557
ITS Penicillium dipodomyicola NRRL 35583 100.00/100.00 DQ339570
JOR22/JOR31 . Pen!c!llfum ca.membertl 944 100.00/100.00 DQ681327
B- tubuline Penicillium griseofulvum CBS 185.27 98.82/ 99.05 JF909942
RPB2 Penicillium griseofulvum CBS 185.27 98.76/ 98.76 JF909924
ITS Aspergillus neobridgeri NRRL 13078 99.82 EF661410
PLR9 p-tubuline Aspergillus neobridgeri NRRL 13078 99.81 EF661345
CaM Aspergillus neobridgeri NRRL 13078 98.66 EF661359
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I11.4. Optimisation des conditions de la production des molécules bioactives

L’isolat le plus actif de chaque morphotype, JOR22, PLT8, PLF5, PLT7, JOR26 et
PLR9 a été sélectionneé pour le dépistage secondaire de la production des métabolites bioactifs,

ainsi que pour I’optimisation des conditions de production de ces derniers.

111.4.1. Sélection du milieu de culture optimum

Dans cette étape, on a procéde a une sélection du milieu de culture optimum donnant une
meilleure production des molécules bioactives. Pour cela ; les isolats fongiques sélectionnés
précédemment ont été ensemencés sur cing milieux de culture et leur activité antimicrobienne a
été évaluée. Selon les résultats obtenus, il s’est avéré que I’activité antimicrobienne varie selon
le milieu de culture ainsi que la nature des isolats, ou la majorité des isolats ont donné une

meilleure activité sur le milieu MEA, certains sur PDA et les autres sur YMEA.

Pour les isolats PLT8 et PLF5, le milieu de culture optimum était le MEA, ou les
moyennes des zones d’inhibition étaient de 19 et 17.2 mm, suivi du PDA (17.33 et 13.33 mm)
puis le SDA (16.40 et 12.20 mm) respectivement. Concernant I’activité enregistrée avec les

deux milieux YESA et YMEA, elle était faible a nulle surtout avec I’isolat PLF5 (figure 30).

La méme chose a été observée pour les isolats JOR22 et PLR9 (figure 30), ou le MEA
était le milieu permettant la meilleure production des molécules bioactives, avec des moyennes
des zones d’inhibition de 26.56 et 11.33 mm, suivi du PDA (23.44 et 5.33 mm) respectivement.
Une bonne et une moyenne production des molécules bioactives par 1’isolat JOR22 a été
observée sur les deux milieux YESA (20.67 mm) et YMEA (11.56 mm), alors qu’elle était
absente sur le SDA. L’activité de I’isolat PLR9 obtenue aprés croissance sur les autres milieux

était tres faible a nulle.

Le PDA etait le meilleur milieu pour I’isolat PLT7 ot la moyenne des zones d’inhibition
a atteint les 13.80 mm, alors que ’activité obtenue sur le MEA était faible (7.80 mm) et nulle

sur les autres milieux (figure 30).

L’isolat JOR26 était différent des autres isolats, ou le milieu le mieux adapté a ce dernier
était le YMEA avec une moyenne des zones d’inhibition de 19.80 mm. Une moyenne activité
a été observée sur les milieux YESA et MEA (14.93 et 11.57 mm) respectivement, alors que

sur le SDA I’activité antimicrobienne était nulle (figure 30).
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Figure 30. Effet des milieux de culture sur I'activité antimicrobienne des isolats endophytes,

les moyennes portant la méme lettre ne sont pas significativement différentes a (p <0,05).

La production de biomasse et de composés bioactifs par les champignons est affectée
qualitativement et quantitativement par les conditions de culture appliquées telles que la
temperature, le pH, la composition du milieu, la disponibilité des nutriments, la vitesse
d'agitation ainsi que la période d'incubation (Bhalkar et al., 2016). Selon 1’approche
« OSMAC » (One Strain-Many Compounds), il est tres important de faire varier les différents
parametres de culture pour augmenter le nombre de métabolites secondaires disponibles a partir
d’une méme souche microbienne (Bode et al., 2002). La variation de ces conditions permet la
stimulation ou I’activation des différentes voies de la biosynthése augmentant ainsi la diversité
métabolique d’une souche et par 1a méme, les possibilités d’obtenir des composés originaux

(Knight et al., 2003).

La composition chimique des milieux de culture (par exemple les sources de carbone,

d'azote, de phosphore, de soufre ou de fer) est I'un des facteurs les plus importants influencant
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la production des meétabolites secondaires. Les résultats obtenus ont démontré que la
productivité variait selon I’isolat fongique et la composition des milieux. D’une fagon similaire,
plusieurs études ont également observé ces différences ; on citera a titre d’exemple I’étude de
Dulay et al. (2015), ou le Sabouraud Dextrose Broth (SDB) était le milieu de culture le plus
approprié pour les quatre especes de champignons étudiées. Kalyani et al. (2016) ont constaté
également que la croissance et la production des métabolites par Aspergillus niger étaient
maximales lorsque le milieu Sabouraud est utilisé. D’autres études ont montré que la croissance
et la production maximales des métabolites secondaires par Lasiodiplodia pseudotheobromae
(Xiang et al., 2016), la souche 50 de Penicillium sp. (Fan et al., 2019), Colletotrichum
gloeosporioides KP11(Gasong et Tjandrawinata 2016), Alternaria sp. MGTMMPO031
(Palanichamy et al., 2018) et Aspergillus ochraceus MSEF6 (Attia et al., 2019) étaient
observées avec le milieu Potato Dextrose Broth (PDB). D’un autre c6té, Nguyen et al. (2018),
Kumari et al. (2018), Keral et al. (2019) et Chatterjee et al. (2019) ont rapporté que le milieu
Malt Extract Broth (MEB), est celui qui facilite la croissance fongique et est le plus efficace
pour une production maximale des métabolites bioactifs par rapport aux autres milieux utilisés,

ce qui s’accorde également avec les résultats obtenus dans cette étude.

Le carbone et I'azote sont les composants les plus importants des milieux de culture, la
sélection de leurs sources et de leurs concentrations jouent un réle crucial dans la croissance
des champignons ainsi que dans leur production des métabolites primaires et secondaires (Singh
et al., 2017). Shahid et Nadeem, (2015) ont indiqué que le saccharose et I'extrait de levure
étaient les sources de carbone et d'azote les plus favorables & la croissance du mycélium et la
production des alcaloides de I'ergot de certaines especes de Penicillium par rapport a diverses
autres sources. Une autre étude de Fan et al. (2019) a montré que la production d'une famille
spécifique d'aminolipides linéaires était exclusivement détectée dans le milieu contenant du
saccharose. Cependant, dans 1’étude de Gasong et Tjandrawinata (2016), il a été montré que
par rapport a d'autres sources de carbone, la croissance de Colletotrichum gloeosporioides était

a son maximum lorsqu'il était incubé dans un milieu riche en amidon.

L’influence des sources de carbone et d'azote sur la production des métabolites
secondaires a également été signalée. Petersen et al. (2019) ont observé que l'inoculation des
souches de Penicillium sur un milieu Wickerham 15 riche en nutriments, contenant de grandes
guantités de sources de carbone (glucose et malt) et d'azote (peptone et levure), ainsi qu'une
source de sel sous forme de mélange de sel marin, produisent une grande diversité chimique.
Au contraire, ces souches produisent un faible nombre de composés chimiques lorsqu'elles sont

inoculées sur le milieu Artificial Seawater pauvre en nutriments.
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Nos résultats peuvent étre expliqués par le fait que les champignons ont une tres grande
préférence pour un ou plusieurs composés chimiques de leur milieu approprié. Le MEA est
compose de glucose, amidon et de maltose comme sources de carbone, alors que la source
d’azote est constituée de peptone et de protéines dégradées. Il est clair que les isolats ayant
donné une bonne activité apres fermentation sur le MEA exigent les deux sources a la fois et
en quantité importante pour que leur activité soit élevée. Cette exigence est expliquée par la
diminution de P’activité de ces isolats avec le PDA et les autres milieux ne contenant pas de
peptone comme source d’azote ou contiennent une faible concentration de glucose comme
source de carbone. En ce qui concerne, I’isolat PLT7, une grande préférence a I’amidon a été
observeée ; puisque le PDA contient en plus du glucose qui est le sucre le plus simple et qui est
prét a une assimilation directe, une teneur en amidon plus élevée. Une autre raison principale
suggererait que la PDA pourrait avoir des composants tels que des ions métalliques ou d'autres
micronutriments appropriés pour que les enzymes agissent efficacement et améliorent la

croissance et la production de métabolites (Pradeep et al., 2013).

Le milieu YMEA est constitué de glucose, et de concentrations élevées de sources
d’azote représentées par du peptone, 1’extrait de malt et surtout I’extrait de levure qui est trés
riche en protéines, ce qui montre qu’une concentration plus élevée en azote dans le milieu
YMEA semble importante pour déclencher les voies de synthése des métabolites bioactifs pour
I’isolat JOR26. D’un autre cOté, cette activité plus forte observée sur le milieu YMEA peut
également s'expliquer par la présence de certains acides aminés, vitamines, coenzymes et
facteurs de croissance dans les extraits de levure et de malt nécessaires aux organismes

exigeants (Pradeep et al., 2013).

Nos résultats ainsi que d'autres données de la littérature indiquent clairement que la
croissance et le rendement de la biomasse et des métabolites secondaires bioactifs des
différentes espéces de champignons varient considérablement en fonction des espéces et de leur

état nutritionnel.

111.4.2. Choix du meilleur solvant d'extraction et du type de fermentation

Afin de choisir la nature physique du milieu (solide ou liquide) ainsi que le meilleur
solvant donnant une meilleure activité, chaque isolat a été inoculé sur son milieu optimum
précedemment sélectionné en phase liquide et solide, ensuite une extraction par trois solvants de

polarité différente, I’acétate d’éthyle, le dichlorométhane et 1’n-hexane a été réalisée.

Selon TI’analyse statistique et les résultats obtenus aprés dépistage de Dactivité

antimicrobienne, tous les extraits des isolats fongiques ont montré une activité antimicrobienne
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a I’exception de certains obtenus aprés extraction avec 1’n-hexane. D’une maniére générale,
I’efficacité des extraits fongiques, dépendait aussi bien du type de fermentation, de 1’isolat, que

de la polarité du solvant (figure 31).

Concernant le type de fermentation, pour PLT8 et PLF5, les extraits obtenus apres
extraction des milieux solides étaient plus actifs que ceux obtenus apres fermentation sur
milieux liquides. Les moyennes des zones d’inhibition étaient de 16.83 et 15.58 mm
respectivement. En revanche, pour les isolats JOR22 et JOR26, les extraits obtenus apres
fermentation en milieux liquides étaient plus actifs (26 et 15.04 mm) respectivement. Pour
I’isolat PLT7, aucune différence significative n’a été observée entre 1’efficacité des extraits
obtenus aprés fermentation en milieu liquide et solide (16.63 et 16.48 mm) respectivement.

Concernant I’isolat PLR9, une seule fermentation sur milieu liquide a été réalisée.
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Figure 31. Effet de la nature physique du milieu et des solvants sur I'activité antimicrobienne
des isolats endophytes. Les moyennes portant la méme lettre ne sont pas significativement différentes

a (p <0,05). A-E : Acétate d’éthyle, DI : Dichlorométhane, n-H : n-Hexane.
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= = v

JOR26/AE JOR26/D JOR26/NH

Figure 32. Effets des différents solvants sur I'extraction et I'activité antibactérienne des isolats
fongiques. (B. c) : Bacillus cereus ATCC 10876, (SARM) : Staphylococcus aureus résistant a
la méticilline ATCC 43300, (E. c) Escherichia coli 1, (C. f) : Citrobacter freundii ATCC 8090,
(T) : Témoin négatif (DMSO), (EA) : Acétate d’éthyle, (DI) : Dichlorométhane, (NH) : n-
Hexane.
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NH

T=DMSO/B. ¢ T=DMSO / SARM T=DMSO/C.f

Figure 32 (suite). Effets des différents solvants sur I'extraction et I'activité antibactérienne des

isolats fongiques. (B. c) : Bacillus cereus ATCC 10876, (SARM) : Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline ATCC 43300, (E. ¢) Escherichia coli 1, (C. f) : Citrobacter freundii ATCC 8090, (T) : Témoin négatif,
(DMSO), (EA) : Acétate d’éthyle, (DI) : Dichlorométhane, (NH) : n-Hexane.

Pour les solvants, les extraits les plus actifs des isolats PLT8, PLF5, JOR22, JOR26 et
PLRY étaient ceux obtenus aprés extraction a I’acétate d’éthyle, avec des moyennes des zones
d’inhibition de 19.63, 18.50, 43, 26.13 et 13.44mm respectivement et une différence
significative a p < 0.05 avec les deux autres solvants, contrairement a 1’isolat PLT7 ou il n’y
avait aucune différence significative entre I’extrait d’acétate d’éthyle (23.50mm) et de
dichlorométhane (21.88mm). En deuxiéme position, on trouve les extraits de dichlorométhane,

suivis des extraits de I’n-Hexane avec une activité faible a nulle pour la plupart des isolats a
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I’exception de PLT8 et PLF5 qui avaient une activité considérable et sans différence
significative a p < 0.05 avec celles des extraits du dichlorométhane, ou les moyennes des zones
d’inhibition étaient de 16 et 13.88mm pour le dichlorométhane et de 14.88 et 14.38mm pour

I’n-Hexane respectivement (figure 31 et 32).

Plusieurs études ont trouvé que la production, les changements dans le métabolisme et
la diversité des molécules biochimiques produites par les champignons sont non seulement
affectés par la composition chimique des milieux de culture mais aussi par le régime de culture
solide ou liquide. Fan et al., (2019) ont trouvé que certains métabolites sont produits
uniquement sur un seul régime de culture, comme le cyclic depsipeptide (enniatin B1) qui n'a
été détecté que dans des conditions de culture liquide, sa production dépendait du régime de
culture, mais n'était pas trés affectée par la variation des milieux de croissance. Cependant,
certains métabolites sont présents dans les deux régimes de culture comme le polykétide
aromatique produite par I’isolat 68 de Penicillium sp. qui a été trouvé dans tous les milieux
solides et liquides utilisés, alors que ses analogues atrovenetinone (m/z [M + H]*341.1123) et
atrovenetin (m/z [M + H]" 343.1276) étaient exclusifs au régime de cultures liquides. Trés peu
de métabolites se sont révélés tres exclusifs ; leur production dépendait a la fois du régime de
culture mais aussi de la nature du milieu, par exemple, la penitrem B produite par I’isolat 68 de
Penicillium sp. a uniquement été détecté dans I’extrait du milieu solide Sucrose Yeast Medium
(Fan et al., 2019). Dans une étude récente, Zhang et al. (2015) ont observé que lorsque Xylaria
sp. est mise en culture sur milieu solide, elle produisait cing analogues connus de type
cytochalasine 1-5, alors que sur milieu liquide, elle produisait six nouveaux dérivés d'a-pyrone,

les xylapyrones A — F (composés 6-11),

Cette variation dans les résultats obtenus entre les isolats confirme ce qui a été trouvé
auparavant et peut-étre expliqué par le fait que le régime de culture et la nature chimique du
milieu de culture influencent fortement la quantité et/ou la diversité chimique des métabolites
bioactifs produits par les champignons et par conséquence influencent également les activités

biologiques des extraits.

L’un des principaux problémes rencontrés lors de la production des produits naturels
dans l'industrie pharmaceutique est leur faible rendement. Pour résoudre ce probléme, la
recherche et I’optimisation d’un bon systéme de solvant permettant 1’extraction du maximum
de molécules et I’amélioration du rendement des composes bioactifs présents dans les extraits

bruts sont souvent effectuées (Kamat et al., 2020).
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Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus dans plusieurs études précédentes par
exemple ceux de Tong et al. (2014) et Mu’azzam et al. (2015) qui ont constaté que les extraits
d'acétate d'éthyle présentaient la plus forte activité antimicrobienne, suivis par I'extrait de
dichlorométhane, et enfin par celui de 1’n-Hexane qui présentait la plus faible ou aucune
activité. Le potentiel antimicrobien le plus élevé de I'extrait d'acétate d'éthyle par rapport a
d'autres solvants a également été observe chez plusieurs espéces de champignons endophytes
telles que, Alternaria alternata isolé de l'olivier Olea europaea L. (Malhadas et al., 2017),
Chaetomium sp. NF15 isolé a partir de Justicia adhatoda L. (Fatima et al., 2016),
Neofusicoccum ribis a partir du Gandaria (Bouea macrophylla Griffith) (Anindyawati et
Praptiwi 2019), Aspergillus twelwitschiae un champignon marin (Sewelam et al., 2017),
Aspergillus terrus (JAS-2) associé a Achyranthus aspera (Goutam et al., 2016) et Alternaria
sp. isolé a partir de la plante médicinale Euphorbia hirta (L.) (Singh et al., 2015). Rahmawati
et al. (2018) ont également trouvé des activités antibactériennes et antifongiques plus élevées
dans la fraction d'acétate d'éthyle de champignons endophytes isolés de Falcataria moluccana
suivis par les extraits du méthanol et de 1’n-Hexane. (Ramos et al., 2010) ont démontré que les
extraits fongiques d'acétate d'éthyle et de n-butanol présentaient 1’activité antimicrobienne la
plus élevée contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif par rapport aux extraits aqueux
et éthanolique. De méme, l'activité maximale des extraits fongiques a été observée avec les
extraits d'acétate d'éthyle méme avec d'autres types d'activités biologiques. Par exemple,
I'activité antioxydante (Fatima et al., 2016; Rahmawati et al., 2018), et I'activité cytotoxique et

antiproliférative (Kumari et al., 2018; Dhayanithy et al., 2019).

Dans certaines études, les composés antimicrobiens étaient présents dans la fraction
hautement polaire (méthanol), des champignons endophytes Cochliobolus kusanoi isolé a partir
de Nerium oleander L. (Alurappa et al., 2014), et Chaetomium globosum isolé a partir de
Withania somnifera (Kumar et al., 2013). Rahmawati et al. (2018) ont au contraire constaté que
I'extrait brut de 1’hexane du mycélium fongique est le seul extrait qui a présenté une activiteé

antifongique par rapport aux extraits d'acétate d'éthyle et de méthanol.

Les solvants organiques jouent un role important dans I'extraction des produits naturels
bioactifs sous forme de composés bruts a partir des milieux de culture (Sewelam et al., 2017).
En fonction de leur polarité, ils peuvent également extraire des métabolites secondaires présents
de maniére différentielle (Kamat et al.,, 2020). L'acétate d'éthyle, le chloroforme et le
dichlorométhane sont des solvants semi-polaires qui peuvent dissoudre les stérols, les
alcaloides, les glycosides, les terpénoides et les flavonoides. Tandis que I'hexane est non polaire

et peut dissoudre des composés non polaires tels que la lignine, la cire, les lipides, I'aglycone,
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et le stérol (Tata et al., 2020). Cela signifie que les extraits des isolats PLT8, PLF5, PLT7 et
JOR26 renferment au moins deux différents groupes chimiques de métabolites actifs répartis
selon leur polarité, le premier avec des molécules semi-polaires qui sont extraites par I'acétate
d'éthyle avec une forte concentration, et le second avec des molécules apolaires qui sont
extraites avec le n-Hexane mais a faible quantité. Tandis que les isolats JOR22 et PLR9, ne
produisent que des molécules semi-polaires avec des quantités importantes. De plus, Il existe
divers rapports selon lesquels I'activité antibactérienne dépend du solvant utilisé, de la structure
des composés présents dans les extraits et de la souche étudiée. Les extraits bruts récupérés par
des différents solvants organiques possédent des composes chimiques différents et en
différentes quantités et par conséquent, ils agissent de maniere différentielle sur les bactéries
(Padalia et Chanda 2015).

I11.5. Activité antimicrobienne des extraits d'acétate d’'éthyle
Tous les extraits de 1’acétate d’éthyle ont été testés contre une large gamme de bactéries
de référence et multirésistantes aux antibiotiques, et un plus grand nombre de champignons

dermatophytes par la technique des puits.

111.5.1. Activité contre les bactéries multirésistantes
Selon les diameétres des zones d’inhibition, I’efficacité des extraits contre les bactéries

testées a éte classée comme suit :

- Activité trés forte, diameétre de zone >30 mm ;

- Activité forte, diametre de zone 21-29 mm ;

- Activité modérée, diameétre de zone 16-20 mm ;

- Activité faible, diameétre de zone 11-15 mm ;

- Peu ou pas d’activité, diamétre de zone <10 mm (Mutai et al., 2009).

Les extraits d’acétate d’éthyle des isolats PLT8, PLT7, PLF5 et JOR26 étaient actifs
uniquement contre toutes les bactéries a Gram positif, alors que les bactéries a Gram négatif

étaient complétement résistantes (figure 42).

Pour I’extrait de I’isolat PLTS8 (figure 33), I’activité était trés forte contre M. luteus et
M. yannicii, la méme chose a été observée avec 1’extrait de PLF5 contre ces deux bactéries en
plus de S. aureus 3,4 et 5 et S. pyogenes. M. yannicii était la bactérie la plus sensible avec des
zones d’inhibition atteignant les 50 mm. Pour le reste des bactéries, 1’activité de ces deux

extraits était forte (figure 34).
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L’activité antibactérienne de 1’extrait de I’isolat PLT7 était trés forte contre 4 des
bactéries pathogeénes testées, ou les plus grandes zones d’inhibition étaient de 27.5 et 28 mm
contre S. aureus 2 et M. yannicii respectivement, ’activité était moyenne contre la plupart des

autres bactéries (17 a 18 mm) sauf contre E. faecalis 1 ou elle était faible (11 mm) (figure 35).

L’efficacité de I’extrait de I’isolat JORR26 était tres forte contre S. aureus 1 (30 mm),
B. cereus (31.5 mm) et S. aureus 2, (33 mm), forte contre S. pyogenes et M. yannicii avec des
moyennes des zones d’inhibition de 24 et 25.5 mm respectivement. Pour le reste des souches
de S. aureus, I’activité était moyenne (17 a 19 mm), alors que contre les espéces du genre

Enterococcus I’activité était faible (14 mm) (figure 36).

L'extrait d'acétate d'éthyle de I'isolat PLR9 s'est révélé avoir une activité antibactérienne
importante contre les bactéries a Gram positif et une activité modérée contre les bactéries a
Gram négatif. Les zones d'inhibition les plus importantes ont été observées contre S. aureus 3,
S. aureus 5 et E. coli 1 avec 21 mm de diamétre. En revanche, une inhibition d’uniquement 9
mm a été observé contre K. pneumoniae 1 et K. pneumoniae 2. Cependant, les souches P.

aeruginosa 2 et P. aeruginosa 3 étaient les bactéries les plus résistantes (figure 37 et 38).

En se basant sur les diamétres des zones d’inhibition, en plus d’étre I’extrait le plus actif
par rapport aux extraits des autres isolats, 1’extrait de I’isolat JOR22 était actif contre toutes les
bactéries a Gram positif et négatif. L’efficacité de cet extrait était tres forte contre la plupart des
bactéries pathogenes surtout contre les différentes souches d’E. coli et celles de S. aureus ou
les moyennes des zones d’inhibition atteignaient les 45 mm contre S. aureus 1 et 51.5 mm
contre E. coli 1, alors que contre la plupart des autres bactéries, I’activité était forte (figure 39
et 40).

La comparaison des moyennes des zones d'inhibition pour les isolats PLR9 et JOR22,
montre que les bactéries a Gram positif ont une sensibilité plus grande aux extraits d'acétate
d'éthyle (17.96 et 36.08 mm) par rapport a celle des bactéries a Gram négatif (11 et 34.27 mm)
respectivement. Cependant, les extraits des isolats PLT7, PLT8, PLF5 et JOR26 étaient actifs
uniquement contre les bactéries a Gram positif, alors que les bactéries a Gram négatif étaient

complétement résistantes (figure 41).
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Figure 33. Résultats de l'activité antibactérienne de I'extrait d'acétate d'éthyle de I’isolat PLT8

contre les bactéries a Gram positif, (n=3, moyenne +SD).
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Figure 34. Résultats de 'activité antibactérienne de 1'extrait d'acétate d'éthyle de I’isolat PLF5

contre les bactéries a Gram positif, (n=3, moyenne +SD).

OExtrait de PLT7 ©BVancomycine (30 pg)
g 60
S
= 50 —
S M
= 40
E
= 30
E
= 20
]
%
g 0
o s L A U] % X ) LD &
é" ‘@) N\\;@ ‘\{\‘\\“ \ﬂtﬂ,\'\e \'se\’? \#q}\ﬁ \‘slb\*s \‘e"ﬁ &6‘\\‘\‘ C\\‘J Qo&f o%q"(\
. 3 o o N v K %
Ad A 3 S @;\Q .\o @\ s.Q
Bactéries a2 Gram positif

Figure 35. Résultats de I'activité antibactérienne de 1'extrait d'acétate d'éthyle de 1’isolat PLT7

contre les bactéries a Gram positif, (n=3, moyenne +SD).
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Figure 36. Résultats de I'activité antibactérienne de I'extrait d'acétate d'éthyle de I’isolatJOR26
contre les bactéries a Gram positif, (n=3, moyenne +SD).
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Figure 37. Résultats de 1'activité antibactérienne de 'extrait d'acétate d'éthyle de I’isolat JOR22
contre les bactéries a Gram positif, (n=3, moyenne +SD).
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Figure 38. Résultats de I'activité antibactérienne de I'extrait d'acétate d'éthyle de I’isolat JOR22
contre les bactéries a Gram négatif, (n=3, moyenne +SD).
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Figure 39. Résultats de l'activité antibactérienne de l'extrait d'acétate d'éthyle de 1’isolat PLR9
contre les bactéries a Gram positif, (n=3, moyenne +SD).
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Figure 40. Résultats de l'activité antibactérienne de l'extrait d'acétate d'éthyle de ’isolat PLR9
contre les bactéries a Gram négatif, (n=3, moyenne +SD).
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Figure 41. Comparaison de 1’effet antibactérien des extraits sur les bactéries a Gram positif
(G+) et & Gram négatif (G-). Les valeurs représentent la moyenne + SD, ns : pas de différence
significative, **** : p <0.0001.
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S.a?2

Figure 42. Effet des extraits d’acétate d’éthyle sur les bactéries pathogénes. (S. a 2):
Staphylococcus aureus 2, (S. a 3): Staphylococcus aureus 3, (M. y) : Microbacterium yannicii, (E. f 2) :
Enterococcus faecalis 2, (E. ¢ 3) : Escherichia coli 3, (K. p 1) : Klebsiella pneumoniae 1, (P. m):
Proteus mirabilis, (M. ) : Micrococcus luteus, (E1, E2, E3, E4, E5, E6) : Extraits de PLT8, PLF5,
PLT7, JOR26, JOR22 et PLR9 respectivement, (T*1) : Témoin positif Gentamicine (500 pg), (T*2) :
Témoin positif Gentamicine (15 pg), (T*3) : Témoin positif Imipenéme (10 pg), (T°) : Témoin négatif
(DMSO).

111.5.2. Activité contre les champignons filamenteux et levure

Pour I’activité antifongique, les extraits des isolats PLTS, PLF5 et PLR9 n’ont montré
aucune activité malgré que ces isolats possédaient une activité antagoniste moyenne a forte au

cours du depistage préliminaire (figure 43).

Concernant I’extrait de 1’isolat PLT7, une tres forte activité antifongique a été observée

contre T. rubrum et E. floccosum avec des zones d’inhibition de 34 et 44 mm respectivement.
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Contre T. mentagrophytes et M. canis, I’activité était forte (25.5 mm) alors que C. albicans était

la plus résistante (16.5 mm) (tableau 10).

L’extrait de I’isolat JOR26, a été plus actif contre T. mentagrophytes et E. floccosum
avec des moyennes des zones d’inhibition de 23 et 25 mm respectivement, cependant cette
activité était faible & moyenne contre le reste des champignons, ou la plus faible zone
d’inhibition était enregistrée contre P. infestans et C. albicans (10 mm) (tableau 10).

Concernant I’extrait de I’isolat JOR22, il reste celui qui est le plus actif par rapport aux
autres extraits, ou son activité antifongique était tres forte contre la plupart des champignons
testés avec la plus grande zone d’inhibition atteignant les 94.5 mm contre M. canis alors que la

plus faible activité a été observée contre P. infestans (20.5 mm) (tableau 10).

JOR26/ M. ¢
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Figure 43. Effets de I'extrait d'acétate d'éthyle des isolats endophytes sur les dermatophytes.
(M. ¢) : Microsporum canis, (T. r) : Trichophyton rubrum, (T. m) : Trichophyton
mentagrophytes, (C. a) : Candida albicans ATCC 1024, (T) : Témoin négatif (DMSO).
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Tableau 10. Resultats de I'activité antifongique des extraits d'acétate d'éthyle des isolats
endophytes. (n=3, moyenne +SD).

Zones d’inhibition (mm)

Souches = T 5 C
endophytes floccosum M.canis  T.rubrum mentagrophytes infestans albicans
PLTS8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
PLF5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
PLR9 0.00 10.5+0.71 0.00 0.00 0.00 0.00
PLT7 44+0.00 25.5+0.71 34+1.41 25.5+0.71 20.5+0.71 16.5+0.71
JOR26 25x0.00 13.5+0.71 16.5+0.71 23+1.41 10£00 10+0.00

JOR22 85+4.24 94.5+0.71 55+1.41 79.5+14.85  23.5+0.71 24.5+0.71
E. floccosum : Epidermophyton floccosum, M. canis : Microsporum canis, T. rubrum : Trichophyton
rubrum, T. mentagrophytes : Trichophyton mentagrophytes, P. infestans : Phytophthora infestans, C.
albicans : Candida albicans. (n=2, moyenne £SD).

Les défis de la résistance bactérienne aux antibiotiques, I'émergence de la résistance
antifongique aux classes de médicaments les plus couramment utilisées et les virus hautement
virulents constituent un probleme de santé majeur et représentent toujours une véritable menace
pour le systeme de santé a I'échelle mondiale. Il est donc nécessaire de développer de nouvelles
approches de découverte de nouveaux médicaments pour y faire face (Marcellano et al., 2017;
McCarthy et al., 2017). De plus, ces derniéres années, les composes naturels bioactifs sont
fortement demandés dans les domaines pharmaceutique et naturopathique, en raison de leurs
bienfaits pour la santé humaine et végétale (Singh et al., 2017). Les nouveaux COMpPOSES
bioactifs des plantes et des micro-organismes pourraient constituer la meilleure alternative

comme source de médicaments potentiels et prometteurs (Nurunnabi et al., 2020).

Parmi ces microorganismes, les champignons endophytes, qui ont rapidement été
reconnus comme de véritables sources de nouveaux produits naturels bioactifs et se sont révélés
exceptionnellement utiles dans le processus de découverte de médicaments (Omeje et al.,
2017). Les résultats de cette étude suggérent également que les champignons endophytes des
plantes médicinales pourraient étre une source trés intéressante pour les nouveaux composes

anti-infectieux naturels.

Si nous excluons les isolats PLT8, PLF5 et PLR9 qui ont perdu leurs activités
antifongiques obtenues lors du dépistage préliminaire apres I'extraction, la plupart des extraits
d'acétate d'éthyle des isolats sélectionnés ont montré une grande activité inhibitrice, cette
inhibition est probablement due a la production de métabolites secondaires bioactifs plutdt qu'a
la compétition pour les nutriments car les composés antibactériens sont sécrétés dans le milieu
de culture. Apres extraction et lorsque les agents pathogenes sont traités avec les extraits, la

croissance est supprimée apres 24 heures d'incubation. Cela peut s'expliquer par le fait que ces
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métabolites secondaires peuvent diffusés dans le milieu et inhiber la croissance des

microorganismes pathogénes sélectionnés (Nurunnabi et al., 2020).

Les isolats PLT8, PLF5 ont été identifiés en tant que nouvelles especes appartenant au
genre de Neocucurbitaria, famille des Cucurbitariaceae de 1’ordre des Pleosporales. Ces
derniers possédent une forte activité antibactérienne dirigée principalement contre les bactéries

a Gram positif, mais pas d’activité antifongique.

Nos isolats appartiennent aux Pléosporales, le plus grand ordre des Dothideomycetes
(Schoch et al., 2006), cet ordre a été signalé comme étant une source de différents types de
métabolites bioactifs, tels que les dicétopipérazines, les phtalides, les dérivés des nonadrides,
les dérivés phényliques et les heptakétides, ces molécules ont montré des activités cytotoxiques

et antimicrobiennes (Lai et al., 2020).

La famille des Cucurbitariaceae est I’une des familles les plus mal connues de cet ordre,
elle est tres peu décrite dans la littérature, notre étude est la premiere a avoir signalé I’activité
antibactérienne des métabolites secondaires du genre Neocucurbitaria. A ce jour, il n’y a que
deux genres de cette famille, Seltsamia et Pyrenochaeta qui ont été rapportés pour leurs pouvoir
antimicrobien. Seltsamia galinsogisoli a d'abord €té isolée en tant que nouvelle espéce a partir
de Galinsoga Parviflora par (Zhang et al., 2019), et s'est avérée capable de produire neuf
molécules dont deux nouvelles (1-2) et sept composées connus (3-9). Tous ces composés ont
montré une activité antibactérienne, cependant, les composés 1, 2 et 5 étaient les plus efficaces
en particulier contre S. aureus. Le macrosphelide A isolé a partir de 1’endophyte Pyrenocheta
cava a présenté une activité contre S. aureus (Egan et al., 2016; Kellogg et al., 2016).
L'endophyte pyrenochaeta sp. s'est révélé moins efficace contre Bacillus subtilis, Candida
albicans et Aspergillus niger (Wang et al., 2007). Oppong-Danquah et al. (2020) ont constaté
que les deux souches de Pyrenochaeta sp. isolées des sédiments dérivés de la mer Baltique
présentaient une activité antifongique contre P. infestans. D'autre part, Pyrenochaeta sp.
BYCDW?20 isolé par Xu et al. (2020) a partir des termites, n’a présenté aucune activité

antimicrobienne.

En plus de la famille des Cucurbitariaceae, différents genres membres des Pleosporales
tels que Alternaria, Ascochyta, Curvularia, Lophiostoma, Pleospora, Phoma, Preussia,
Phaeosphaeria et surtout Pleosporales sp. ont été décrit comme étant des producteurs de

métabolites secondaires bioactifs.

Parmi les cing nouveaux dérivés du chlamydosporol, appelés pléospyrones A-E (1-5),

produits par le champignon endophyte Pleosporales sp., le composé 5 a montré une faible
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activité antibactérienne, alors que les composés 1 a 3 ont montré des activités antifongiques
moderées contre Magnaporthe oryzae (Lai et al., 2020). Dans deux études récentes, Cao et al.
(2016) et Cao et al. (2019) ont isolé a partir du Pleosporales sp. CF09-1 un nouveau dérivé
d'azaphilone, appelé pléosporalone A (1), qui a montré une forte activité antifongique contre
trois champignons phytopathogenes Phytophthora capsica, Rhizopus oryzae et Botrytis
cinerea. De plus, ils ont isolé a partir la méme souche six nouveaux dérivés d'azaphilone, les
pléosporalones B et C (1 et 2) et les pléosporalones E — H (4—7). Seul le pléosporalone B (1) a
montré une activité antifongique contre les champignons Alternaria brassicicola et Fusarium
oxysporum, le pléosporalone C (2) a montré une activité significative contre le champignon
Botryosphaeria dothidea. Tandis que les composés 6 et 7 ont montré une activité modérée
contre Vibrio anguillarum et Vibrio parahemolyticus.

Les genres Phoma et Alternaria sont également connus pour produire divers composés
ayant une activité antimicrobienne. A partir de Phoma sp. un champignon endophyte isolé de
Fucus serratus, les composés Phomalactone (18), (3R) -5-hydroxymelléine (19) et I’émodine
(20) ont été purifiés. Tous ces composés ont montré une activité antifongique contre
Microbotryum violaceum (Deshmukh et al., 2018). L'éther méthylique d'alternariol produit par
la souche Alternaria sp. MGTMMPO031, un endophyte associé a la plante Vitex negundo a
montré une bonne activité a la fois contre les Gram positif et les Gram négatif (Palanichamy et
al., 2018). De méme, la chloromonilicine (8) d'Alternaria sonchi s'est révélée avoir une activité

antimicrobienne élevée (Dalinova et al., 2020).

Bien qu’on ait utilisé le méme milieu solide utilisé lors du screening préliminaire, aprés
extraction, les isolats PLT8 et PLF5 ont perdu leur potentiel antifongique enregistré lors du
screening préliminaire. Cela peut étre expliqué soit par le fait que certains composés peuvent
étre perdus, car ils peuvent étre dégradés ou devenir inactifs pendant les étapes d'extraction
(Charousova et al., 2019), soit par le fait que le mode d'action antifongique de ces isolats en
double culture n’est pas par production des métabolites antifongiques mais peut étre par
compétition pour les nutriments ou par parasitisme et la sécrétion des enzymes lytiques de la

paroi cellulaire fongique, (Aramsirirujiwet et al., 2016; Mohamad et al., 2018).

Etant donné que les isolats PLT8, PLF5 ont été décrits comme nouvelle espece, et
possédent un grand pouvoir antibactérien contre les bactéries multirésistantes aux antibiotiques,
il existe une forte possibilité que ces derniers produisent un ou plusieurs nouveaux composes
antibactériens, encourageant ainsi la poursuite des recherches sur ces isolats et sur les produits

bioactifs qu’ils sécrétent.
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L’espece M. verrucosus (PLT7) appartenant a la famille des Pyronemataceae; ordre des
Pezizales, n'a jamais été signalée auparavant en Algérie. Elle n'a été isolée qu’une seule fois en
chine en tant qu'endophyte, notre étude serait la deuxiéme a I’isoler et la premiére a rapporter
son activité antimicrobienne. L'espéce M. verrucosus PLT7 posséde un fort potentiel
d’inhibition dirigée contre les bactéries pathogénes a Gram positif multirésistantes aux

antibiotiques mais aussi contre les champignons dermatophytes.

Pyronemataceae est la plus grande famille de champignons appartenant a 1’ordre des
Pezizales (Kajevska et al., 2013), les genres de cette famille sont peu signalés comme
producteurs de composeés bioactifs, il y a peu d'articles qui ont étudié I'activité antimicrobienne
des genres de cette famille. Deng et al. (2017) ont isolé dix composés (1-10) a partir du
champignon endophyte Pyronema sp.; parmi ces composés, le composé (1) est une nouvelle
molécule. Les composés 1, 8 et 9 présentaient une activité antibiotique modérée contre
Mycobacterium marinum ATCCBAA-535. Le Ascopyrone P produit par le champignon
Anthracobia melaloma a été trouvé actif contre les bactéries & Gram positif et & Gram négatif
(Thomas et al., 2002). Shiono, (2006) a isolé deux polycétides, a savoir les acides anthracobes
A et B, produits par le champignon endophyte Anthracobia sp, ces deux composeés présentaient

une activité antimicrobienne.

Le genre Micronematobotrys n'a qu’une seule espéce qui est M. verrucosus ; a ce jour,
aucun travail n'a été effectué sur I’activité biologique de cette espéce. Sur la base de I’activité
inhibitrice intéressante contre les bactéries a Gram positifs mais également contre les
dermatophytes, il semble que cette espece soit capable de sécréter au moins deux molécules
différentes ; une molécule antibactérienne et l'autre antifongique et mérite des études plus

approfondies.

L’isolat JOR26 a été identifié comme €étant une nouvelle espéce appartenant a un
nouveau genre faisant lui-méme partie d’une nouvelle famille de I’ordre des Diaprthales. Cet
isolat était trés actif contre les bactéries a Gram positif multirésistantes, mais pas contre les
bactéries a Gram négatif. 1l a également été démontré qu'il avait une grande activité contre les

dermatophytes.

L’ordre des diaprthales contient un nombre important de champignons endophytes tels
que Diaporthe, Phomopsis, Gnomonia, sydowiella, dont certains produisent des composés
bioactifs en particulier Diaporthe et sa forme asexué, phomopsis-like. Ils ont été largement
étudiés par les chimistes et se sont révélés étre des producteurs d’une variété de métabolites

uniques de faible poids moléculaire possédant différentes bioactivités, y compris,
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antibactérienne, anticancereuse, antifongique, antipaludéen, antiviral, cytotoxique et herbicide
(Chepkirui et Stadler 2017).

A partir de I'extrait de Diaporthe lithocarpus, un endophyte isolé a partir de Artocarpus
heterophyllus, un nouveau composé, l'acide diaporthindoique (1), ainsi que sept composes
connus (2-8) ont été purifiés. Le composé Emodine (6) et le composé (7) 1,2,8-
trihydroxyanthraquinone étaient actifs contre les bactéries et les levures, tandis que le composé
(2) la 7-hydroxy-6-métoxycoumarine était le plus efficace dans I’inhibition de la croissance du
champignon Sporobolomyces salminocolor (Riga et al., 2019). La diaporthine et I'orthosporine
isolées a partir du champignon Diaporthe terebinthifolii LGMF907, un endophyte associé a la
plante Schinus terebinthifolius, ont montré un effet bactériostatique contre les bactéries & Gram
positif et a Gram négatif (de Medeiros et al., 2018). Le métabolite secondaire bioactif Verbanol
produit par le champignon endophyte Diaporthe terebinthifolli LGMF658 s'est révélé présenter
une activité bactéricide contre Staphylococcus aureus et fongicide contre Candida albicans
(Tonial et al., 2019). Le diaporone A (1), un nouveau dérivé de la dihydroisocoumarine produit
par le champignon endophytique Diaporthe sp. s'est avéré inhiber modérément la bactérie
Bacillus subtilis (Guo et al., 2020).

Phomopsis a également été fréquemment signalé comme producteur de nombreux

nouveaux produits secondaires bioactifs ayant des activités antimicrobiennes.

La fraction d'acétate d'éthyle de I'endophyte Phomopsis sp. FPSP-25 isolé a partir du
Ficus pumila Linn. présentait des activités antibactérienne et antifongique a large spectre contre
une large gamme de microorganismes testés (Rakshith et al., 2013). A partir de I'extrait de
Phomopsis sp., un endophyte associé a Garcinia kola (Heckel), trois cytochalasines connues,
18 métoxycytochalasine J (1), les cytochalasines H (2) et J (3) et I'alternariol (4) ont été isolées.
Ces composés étaient actifs contre plusieurs bactéries pathogénes, en particulier Shigella
flexneri et Staphylococcus aureus avec un effet bactéricide (Jouda et al., 2016). Les métabolites
produits par Phomopsis sp. ZSU-H76, la phomopsine A (1), B (2) et C (3) avaient des activités
antibiotiques modérées, tandis que les composés cytosporone B (4) et C (5) inhibaient deux
champignons Candida albicans et Fusarium oxysporum (Huang et al., 2008). Le nouveau
composé lactone (4) a démontré une activité antifongique contre plusieurs pathogenes de
plantes, ce dernier a été isolé d'un champignon endophyte Phomopsis sp., obtenu a partir des
tiges de Azadirachta indica (Wu et al., 2008). De plus, récemment (Qu et al., 2020) ont isolé
des nouveaux composes, les Phomoterpenes A, B [(z) -1] et le Phomoisocoumarine D a partir
du champignon endophyte Phomopsis prunorum, qui présentaient une activité antibactérienne

moderée contre la bactérie phytopathogene Pseudomonas syringae pv. Lachrymans. Phomopsis
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sp. XP-8 s'est revéle étre capable de sécréter une substance appelée quercétine méthyle qui a
montré une activité antibactérienne significative contre les bactéries multi-résistantes aux
antibiotiques, Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Salmonella shubra (X. Zhao et al.,
2019).

Selon Strobel (2003), I’isolement de nouvelles espéces de champignons endophytes ou
d’espéces rarement isolées augmente la chance d’avoir de nouveaux métabolites secondaires
bioactifs. En plus de ses activités antibactérienne et antifongique importantes, le fait que l'isolat
JOR26 soit défini comme étant une nouvelle espece appartenant a un nouveau genre et a une
nouvelle famille, lui donne une grande importance car il y a une grande possibilité d’obtention
de nouvelles molécules bioactives, cette souche mérite la poursuite des recherches sur les

molécules qu’elle produit, pour les isoler, purifier et identifier.

En plus du genre Aspergillus, Penicillium est le genre fongique le plus communément
signalé comme endophyte (Chauhan et al., 2019; Fan et al., 2020). Les especes de Penicillium
sont connues par la production d'un grand nombre de métabolites secondaires tels que les
stéroides, les terpénoides, les esters, les quinoléines, les polykeétides, les alcaloides de I'ergot,
les peptides dicétopipérazines, les quinazolines, le chamazuléne, I'azétidine et de hombreux
autres composés non identifiés (Ghareeb et al., 2018; Singh et al., 2020). Certains de ces
composés sont des agents antibactériens, antifongiques, antiviraux, antioxydants,
anticancéreux, antidiabétiques, immunosuppresseurs, agents hypocholestérolémiants, anti-
Alzheimer, ils ont également été utilisés pour le traitement de I'épilepsie et de la toxocariose, et
comme agents anti-leishmania et anti-inflammatoires (Singh et al., 2020).

Il est a noter que 1’extrait d’acétate d’éthyle de I’espéce P. griseofulvum JOR22 a montré
une activité tres forte vis-a-vis de toute la gamme de bactéries et de champignons pathogenes
utilisée. Cette espece a déja été isolée précédemment a partir plusieurs niches écologiques
comme le sol et les plantes, sa capacité antimicrobienne a également été prouvée. D’Souza et
Hiremath, (2015) ont trouvé que P. griseofulvum D-608 isolé a partir de Saraca asoca (Roxb.)
présentait une bonne activite contre Bacillus subtilis et Alternaria brassicola. P. griseofulvum
TPL25 isolé a partir de Tephrosia purpurea présentait le spectre d'activité antifongique le plus
large contre 5 champignons phytopathogénes (Luo et al., 2015). P. griseofulvum isolé de la mer
turque a montré l'activité antibactérienne la plus élevée contre les bactéries a Gram négatif par
rapport aux autres extraits fongiques testés et une activité modérée contre les levures testees
(Heydari et al., 2019).

99


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/salmonella

Résultats et discussion

Les espéces de Penicillium sont actuellement parmi les champignons les plus étudiés
par les chimistes intéressés par les produits naturels bioactifs et sont considérées comme une
source majeure de découverte de médicaments (Youssef et Alahdal 2018). Ils sont bien connus

comme producteurs d'une grande variété de métabolites secondaires (Grijseels et al., 2017).

Certains de ces métabolites secondaires sont des mycotoxines dangereuses telles que la
patuline et d'autres ont des intéréts médicaux utilisés comme médicaments, par exemple,
I’antibiotique pénicilline et I’antifongique griséofulvine qui sont parmi les principaux dérivés
de Penicillium chrysogenum et P. griseofulvum respectivement (Liu et al., 2017). Parfois, les
métabolites toxiques et bénéfiques peuvent étre produits par la méme espéce fongique. C’est le
cas de P. griseofulvum qui est capable de produire une large gamme de composés chimiques
comme la patuline, roquefortine C, la griséofulvine et ses dérivés (6-O-
desmethyldechlorogriseofulvin, 6'-hydroxygriseofulvin et dechlorogriseofulvin), et 1’acide
cyclopiazonique (Asthana et Kumar 2018; Peromingo et al., 2019; Valente et al., 2020). P.
griseofulvum est également connu pour étre capable de synthétiser d'autres composés, tels que
la chanoclavine 1, la pénicilline, le yanuthone D, le cyclopiamide, I'acide déhydrofulvique, le
mycelinamide et le phénylpyropene (Banani et al., 2016). De plus, un nouveau composé de
I’acide phénolique, l'acide 46-diméthylcurvulinique et un nouveau dérivé de citrinine
monomere, le pénicitrinol P, ont été isolés a partir d’un champignon d'origine marine P.
griseofulvum T21-03 (Liu et al., 2017).

Dans une étude tres récente, (Yang et al., 2018) ont isolé et purifié a partir du
champignon marin P. griseofulvum GT-10 deux énantiomeres (+)- et (—)-penicilactam A avec
une faible activité inhibitrice contre Micrococcus lysodeikticus et Vibrio anguillarum et un
nouveau dérivé de polykétide, la pénicitrinone F, qui a montré une activité inhibitrice modérée

envers Bacillus subtilis.

Les pénicillines font partie de la classe des B-lactamines (BLA) et sont largement utiliseés
en médecine humaine et vétérinaire depuis leur introduction en 1941. Leur mode d'action est
I'inhibition de la formation des liaisons croisées du peptidoglycanes qui affaiblit la paroi
cellulaire bactérienne. Par conséquent, les bactéries seront vulnérables a la lyse cellulaire causee

par la pression osmotique (Ratnam et al., 2014).

En analysant les résultats obtenus contre les bactéries a Gram négatif, ayant une p-
lactamase ou non, nous pouvons conclure plusieurs choses. E. coli 1 sans B-lactamase était la
plus sensible a I’extrait de P. griseofulvum JOR22, cette activité antibactérienne peut étre

attribuée a la présence d'un antibiotique p-lactame, vraisemblablement la pénicilline. Mais avec
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les souches ayant une, B-lactamase E. coli 3 et 4, seule une partie de I'activité antibactérienne
peut étre attribuée a la pénicilline, car un halo d'inhibition plus petit est toujours formé en
présence de B-lactamase et les souches restent relativement sensibles. De plus, les souches B-
lactamase P. aeruginosa 2 et P. aeruginosa 2 hautement résistantes a I’imipenéme présentaient
une sensibilité importante a 1’extrait de P. griseofulvum JOR22, ce qui indique que l'activité
antibactérienne observée dans ce cas n'est pas causee par la pénicilline mais par un ou plusieurs
autres composés. En conclusion 1’activité antibactérienne obtenue peut étre due a la présence
de I’antibiotique Pénicilline et/ou la présence d’autres composeés, cela peut aussi étre le résultat
d'une action synergique de divers composés dans I'extrait plutét que de composés majeurs
individuellement (Laich et al., 2002; Pansanit et Pripdeevech 2018).

Le polykétide griséofulvine est un bon antifongique largement utilisé pour le traitement
des infections humaines et animales causées par les dermatophytes (Teimoori-Boghsani et al.,
2020), et en agriculture contre les phytopathogénes (Liu et al., 2017). Récemment, ils ont
commenceé a utiliser cette molécule en chimiothérapie du cancer tellement elle a une action
antimitotique et antiproliférative spécifique aux cellules cancéreuses (Peromingo et al., 2019).
P. griseofulvum est bien connu pour sa production de la griséofulvine ou de ses dérivés, ce qui
indique que la forte activité antifongique observée dans ce cas peut étre attribuée a la présence
de la griséofulvine dans les extraits de P. griseofulvum JOR22 ou a I’un de ses dérivés.

L'extrait du champignon A. neobridgeri PLR9 a présenté une activité a large spectre
contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif, y compris certaines souches
multirésistantes. Le présent travail est le premier sur le champignon A. neobridgeri isolé a partir
de P. lentiscus. Son isolement en tant qu'endophyte et son activité antimicrobienne n'ont pas
été rapportés précédemment. Cependant, plusieurs travaux ont été rapportés sur I'isolement et
I'activité antibactérienne de différentes espéces de champignons endophytes appartenant au

genre Aspergillus.

Bezerra et al. (2015) ont montré que I'endophyte Aspergillus ochraceus présentait une
gamme élevee d'activité antibactérienne et inhibait la croissance de quatre bactéries pathogenes
sur 10. Six espéces différentes d'Aspergillus ont été isolées a partir de Calotropis procera
présentaient une bonne activité antibactérienne contre toutes les bactéries testées, mais elles
étaient plus faibles contre les bactéries a Gram négatif (Rani et al., 2017 ; Murali et al., 2017).
Yadav et al. (2016) ont signalé que les extraits de deux champignons endophytes Aspergillus
terreus et Aspergillus tubingensis sont capables d'inhiber la croissance des souches

multirésistantes K. pneumoniae et P. aeruginosa.
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Le champignon endophyte Aspergillus est considéré comme une énorme source de
pistes chimiques avec des activités biologiques prometteuses. Différentes especes d'Aspergillus
ont prouvé leur capacité a produire de nombreux metabolites secondaires, notamment des
buténolides, des alcaloides, des terpénoides, des cytochalasines, des phénalénones, des p-
terphényles, des xanthones, des stérols, des dérivés de diphényléther et d'anthraquinone avec
des activités biologiques diverses, telles que I’activité anti-cancéreuse, antifongique,
antibactérienne, antivirale, anti-inflammatoire, anti-trypanosomienne et I’activité anti-
leishmanienne. De janvier 2015 a décembre 2019, trois cent soixante métabolites secondaires

ont éte signalés chez différentes especes endophytes d'Aspergillus (EI-Hawary et al., 2020).

Les especes d'Aspergillus sont également capables de synthétiser plusieurs molécules
actives contre les bactéries pathogenes (Ma et al., 2016 ; Gombodorj et al., 2017 ; Monggoot
et al., 2018 ; Yang et al., 2018). A. neobridgeri et selon les résultats obtenus par Samson et al.
(2004), Visagie et al. (2014) et Varga et al. (2015) concernant la production des mycotoxines,
cette espece s'est avérée capable de synthétiser les acides pénicilliques, les xanthomégnines, les
insulicolides, et I'aspochracine. L'activité antibactérienne significative obtenue dans la présente
étude peut étre due a la présence d'une ou plusieurs de ces molécules dans 1’extrait brut
notamment I'acide pénicillique, celui qui s'est révelé actif contre les bactéries (Ezzat et al., 2007
; Varga et al., 2015 ; Nguyen et al., 2016), ou en raison de la présence d'autres molécules qui

ne sont pas encore caractéerisées.

La plus grande sensibilité aux métabolites secondaires sécrétés par les isolats fongiques
est notée chez les bactéries a Gram positif, tandis que les bactéries a Gram négatif testées sont
beaucoup plus résistantes. Ces résultats sont conformes a ceux rapportés précédemment dans
de nombreuses études sur les champignons endophytes (Pansanit et Pripdeevech 2018; Duan et
al., 2019; Sebola et al., 2019; Xu et al., 2020).

La plus grande sensibilité des bactéries a Gram positif aux composés bioactifs par
rapport a celle des bactéries a Gram négatif est en soi un phénoméne connu. Cette sensibilité
différente pourrait étre attribuée aux différences dans les constituants de la paroi cellulaire et
leur disposition dans les deux groupes de bactéries (Stefanovic et al., 2012). La paroi cellulaire
des bactéries a Gram négatif est plus complexe, constituée d'un espace périplasmique et d'une
fine couche de peptidoglycane adjacente a la membrane cytoplasmique, elle est également
entourée d'une membrane externe supplémentaire composée de phospholipides et de
lipopolysaccharides (Praptiwi et al., 2020), ce qui pourrait rendre la paroi cellulaire
impermeéable aux composés bioactifs et a tendance a expulser les antibiotiques des cellules en
agissant comme une barriere sélective (Sebola et al., 2019). Alors que les parois des bactéries
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a Gram positif sont caractérisées par la perméabilité aux composés efficaces, car elle est
constituée d’une couche de peptidoglycane, une barriere de perméabilité inefficace (Stefanovic
et al., 2012; Hateet 2017).

111.5.3. Détermination des CMI et CMB
La méthode de microdilution en bouillon a été utilisée pour évaluer les valeurs des CMI
de tous les extraits fongiques ayant montré une activité contre les micro-organismes pathogenes

cités dans le tableau 1.

En général et en ce qui concerne les résultats de la CMI, les extraits des isolats PLT8 et
PLF5 ont montré presque le méme profil antibactérien contre la plupart des especes
bactériennes, ou les valeurs des CMI variaient de 10.94 et 175 pg/mL a I’exception de S. aureus
5 et les trois souches de E. faecalis 2,3 et 4 qui étaient plus résistantes surtout par rapport a

I’extrait de PLF5, ou les rapports CMB/ CMI étaient supérieur a 4 (tableau 11).

Les extraits des deux isolats JOR26 et PLT7, avaient un effet trés efficace contre toutes
les espéces bactériennes a Gram positif, y compris toutes les souches de S. aureus, E. faecalis
et faecium multirésistantes (tableau 12). L’extrait de 1’isolat JOR26 était le meilleur par rapport
aux autres extraits avec des valeurs de CMI tres basses et tres proches de celles obtenues par le
contréle positif (Vancomycine), variant de 2.9 a 23.125 pug/mL. En deuxieme position, venait
I’extrait de PLT7 qui lui aussi montrait des valeurs de CMI basses, comprises entre 1.15 et 150
pg/mL. On note également que les valeurs des CMB pour ces deux extraits étaient les mémes
que celles des CMI pour la plupart des bactéries, ce qui indique que ces extraits ont un effet
bactéricide contre les bactéries a Gram positif, avec des valeurs des rapports CMB/ CMI

inférieurs a 4.

Il a été également observé que les valeurs des CMI des trois extraits des isolats PLT8,
JOR26 et PLT7 étaient inférieures a celles obtenues avec la vancomycine contre des espéeces
bactériennes résistantes a cet antibiotique, E. faecalis 4, E. faecium 1 et E. faecium 2. Les
valeurs de ces CMI étaient de (256, 256 et 128 ug/mL) pour la vancomycine, (43.75, 10.9 et
10.9 pg/mL) pour I’extrait de PLT8 (5.8, 11.6 et 23.125 pg/mL) pour ’extrait de JOR26 et
(37.5, 18.75 et 37.5 pg/mL) pour I’extrait de PLT7 respectivement.

En ce qui concerne les extraits de JOR22 et PLR9 qui étaient actifs aussi bien contre les
bactéries a Gram positif que négatif, I’extrait de 1’isolat JOR22 avait montré des valeurs de
CMI comprises entre 11.72 et 1500 pg/mL et un effet bactéricide (CMB/CMI < 4) contre la
plupart des bactéries, alors qu’un effet bactériostatique (CMB/CMI > 4) a été observé sur

certaines espéces bactériennes multirésistantes, comme P. aeruginosa 3 et K. pneumoniae 1 et
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2. 1l a été noté également que pour 1’extrait de cet isolat, certaines valeurs des CMI obtenues
contre certaines bactéries a Gram positif résistantes a la vancomycine (E. faecalis 4, E. faecium
1 et E. faecium 2) étaient inférieures a celles obtenues avec cet antibiotique. La méme chose a
été observée avec certaines espéces a Gram négatif résistantes a I’imipénéme (A. baumannii, P.
aeruginosa 2), avec des valeurs des CMI inférieures a celles obtenus avec 1’antibiotique
(tableau 13).

Les CMI obtenues avec 1’extrait de I’isolat PLR9 étaient comprises entre 312.5 et 1250
pg/mL, alors que les valeurs des CMB étaient < 2500 pg/mL pour la plupart des bactéries a
Gram positif, mais pour la plupart des bactéries a Gram négatif, elles étaient > 2500 pg/mL. Le
rapport CMB / CMI était <4 pour toutes les bactéries a Gram positif, ceci montre que I'effet de
cet extrait était bactéricide. En revanche, I'extrait avait un effet bactériostatique (CMB/CMI >
4) contre la plupart des bactéries a Gram négatif, en particulier K. pneumoniae 1, K. pneumoniae
2, P. aeruginosa 2 et P. aeruginosa 3 ce qui confirme la résistance observée dans la précédente

partie (tableau 14).

Tableau 11. Les valeurs des CMI et des CMB (ug/mL) obtenues par les extraits d’acétate
d’éthyle des isolats PLT8 et PLF5 contre les différentes bactéries pathogénes.

Bactéries a Extrait de PLT8 Extrait de PLF5 VAN
Gram + CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/CMI CMI
B. cereus 10.9 21.88 2 43.75 87.5 2 1
M. luteus 21.88 21.88 1 175 175 1 0.5

M. yannicii 2.25 2.25 1 10.94 10.94 1 0.25

S. aureus 1 21.88 43.75 2 87.5 175 2 1

S. aureus 2 10.9 21.88 2 43.75 175 4 0.5

S. aureus 3 21.88 87.5 4 87.5 87.5 1 1

S. aureus 4 10.9 21.88 2 43.75 43.75 1 0.5

S.aureus 5 21.88 350 16 87.5 700 8 0.5

E. faecalis1 21.88 43.75 2 87.5 350 4 0.5

E. faecalis2  21.88 21.88 1 17.5 700 40 2

E. faecalis3  21.88 43.75 2 17.5 700 40 0.5

E. faecalis4  43.75 175 4 175 >700 >4 256

E. faecium 1 10.9 10.9 1 43.75 43.75 1 256

E. faecium 2 10.9 43.75 4 87.5 87.5 1 128

S. pyogenes 10.9 10.9 1 10.94 10.94 1 0.25

S. australis 55 55 1 10.94 10.94 1 0.25

VAN : Vancomycine.
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Tableau 12. Les valeurs des CMI et des CMB (ug/mL) obtenues par les extraits d’acétate
d’éthyle des isolats PLT7 et JOR26 contre les différentes bactéries pathogenes.

Bactéries a Extrait de PLT7 Extrait de JOR26 VAN
Gram + CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/CMI CMI
B. cereus 37.5 75 2 5.8 11.6 2 1
M. luteus 18.75 18.75 1 5.8 5.8 1 0.5

M. yannicii 9.375 9.375 1 2.9 2.9 1 0.25

S. aureus 1 37.5 75 2 11.6 11.6 1 1

S. aureus 2 37.5 150 4 5.8 11.6 2 0.5

S. aureus 3 75 150 2 5.8 5.8 1 1

S. aureus 4 75 150 2 5.8 5.8 1 0.5

S. aureus 5 37.5 37.5 1 11.6 23.125 2 0.5

E. faecalis 1 75 150 2 23.125  23.125 1 0.5

E. faecalis 2 150 150 1 11.6 23.125 2 2

E. faecalis 3 75 300 4 23.125  23.125 1 0.5

E. faecalis 4 37.5 150 4 5.8 5.8 1 256

E. faecium1l 18.75 18.75 1 11.6 11.6 1 256

E. faecium 2 37.5 37.5 1 23.125  23.125 1 128

S. pyogenes 1.15 1.15 1 2.9 2.9 1 0.25

S. australis 9.375 9.375 1 2.9 2.9 1 0.25

VAN : Vancomycine.

Tableau 13. Les valeurs des CMI et des CMB (ug/mL) obtenues par I’extrait d’acétate d’éthyle
de I’isolat JOR22 contre les différentes bactéries pathogenes.

Bactéries & Extrait de JORCZ:i/I = VAN Bactéries & Extrait de JOR(2;|2\/| = IMP
Gram+ CMI CMB CMI CMI Gram- CMI CMB CMI CMI
B.cereus  93.75 375 4 1 C. freundii 46.88 93.75 2 0.25
M. luteus  93.75 187.5 2 0.5 A. baumannii 46.88 93.75 2 128
M. yannicii  46.88 93.75 2 0.25 P.aeruginosal 1875 375 2 4
S.aureusl 46.88 187.5 4 1 P.aeruginosa2 93.75 93.75 1 128
S.aureus2 46.88 93.75 2 0.5 P.aeruginosa3  93.75 750 8 128
S.aureus3 1875 1875 1 1 P. mirabilis 11.72 46.88 4 2
S.aureus4 1875 1875 1 0.5  S.typhimurium  46.88 93.75 2 1
S.aureus5 187.5 187.5 1 0.5 E.colil 46.88 93.75 2 0.5
E. faecalis1 93.75 1875 2 0.5 E. coli 2 46.88 93.75 2 0,25
E. faecalis2 187.5 1875 1 2 E.coli 3 46.88 93.75 2 0.5
E. faecalis3 1500 1500 1 0.5 E.coli4 46.88 93.75 2 2
E.faecalis4 1875 750 4 256 K.pneumoniae1l 46.88 375 8 1
E.faecium1l 9375 93.75 1 256 K.pneumoniae2 46.88 375 8 1
E. faecium2 93.75 375 4 128
S.pyogenes  11.72 23.44 2 0.25
S.australis  46.88 46.88 1 0.25

VAN : Vancomycine, IPM : Imipéneme.
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Tableau 14. Les valeurs des CMI et des CMB (ug/mL) obtenues par I’extrait d’acétate d’éthyle
de I’isolat PLR9 contre les différentes bactéries pathogenes.

s Extrait de PLR9 VAN s Extrait de PLR9 IMP

Bactéries a CMB/ Bacteries a CMEB/

Gram + CMI CMB CMI CMI Gram - CMI CMB CMI CMI

B. cereus 3125 1250 4 1 C. freundii 3125 1250 4 0.25

M. luteus 625 625 1 0.5 A. baumannii 3125 1250 4 128
M. yannicii  156.25 3125 2 0.25  P.aeruginosa 1 625 1250 2 4
S. aureus 1 625 625 1 1 P. aeruginosa 2 1250 >2500 >2 128
S.aureus 2 625 2500 4 0.5 P. aeruginosa 3 625 >2500 >2 128
S.aureus 3 625 1250 2 1 P. mirabilis 3125 2500 8 2
S.aureus 4 625 625 1 0.5 S. typhimurium 625 >2500 >4 1
S. aureus 5 625 625 1 0.5 E.colil 3125 1250 4 0.5
E. faecalis 1 625 625 1 0.5 E. coli 2 3125 2500 8 0,25
E. faecalis 2 625 1250 2 2 E.coli 3 3125 2500 8 0.5
E. faecalis 3 625 2500 4 0.5 E.coli 4 3125 1250 4 2
E. faecalis 4 625 625 1 256 K. pneumoniae 1 625 >2500 >4 1
E. faecium1l 625 2500 4 256 K. pneumoniae 2 625 >2500 >4 1
E.faecium2 625 2500 4 128
S.pyogenes 3125 3125 1 0.25
S. australis 625 625 1 0.25

VAN : Vancomycine, IPM : Imipenéme.

Tableau 15. Les valeurs des CMI (ug/mL) obtenues par les extraits d’acétate d’éthyle des
isolats endophytes contre les champignons filamenteux et levures.

CMF (pg/mL)

Souches

E. M. T. T. P. C.
endophytes floccosum canis rubrum mentagrophytes infestans albicans
PLTS8 / / / / / /
PLF5 / / / / / /
PLR9 / / / / / /
PLT7 25 12,5 50 50 400 800
JOR26 15,625 500 62,5 125 500 >2000
JOR22 6,25 6,25 50 50 400 800
Amphotéricine B 0,125 0,5 1 1 2 0,5

E. floccosum : Epidermophyton floccosum, M. canis : Microsporum canis, T. rubrum : Trichophyton
rubrum, T. mentagrophytes : Trichophyton mentagrophytes, P. infestans : Phytophthora infestans, C.
albicans : Candida albicans.

Concernant 1’activité antifongique, 1’efficacité et la sensibilit¢ dépendaient aussi bien
de ’extrait que de I’espéce fongique pathogene. Parmi les extraits qui étaient actifs (JOR22,
JOR26, PLT7), celui de JOR22 était le plus actif contre les champignons filamenteux
dermatophytes avec des CMI trés basses variant de 6.25 a 50 ug/mL, suivie par I’extrait de
PLT7 (25 a 50 pg/mL) ensuite I’extrait de JOR26 (15.625 a 500 ug/mL). La levure C. albicans
et le champignon phytopathogene filamenteux P. infestans étaient les plus résistants a tous les
extraits, avec des valeurs de CMI trés élevées, (> 400 pg/mL) pour P. infestans et (> 800 pg/mL)
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pour C. albicans. Cependant, les valeurs des CMI les plus basses correspondant a une plus

grande sensibilité ont été enregistrées avec E. floccosum (6.25 a 25ug/mL) (tableau 15).

111.5.4. Etude de la cinétique de létalité (Time kill)

Une cinétique de Iétalité a été réalisée sur une période de 24 heures contre deux bactéries
pathogenes. Selon les figures 44 et 45, I’effet des extraits de PLTS8 et PLF5 sur la croissance
des bactéries testées dépend de la concentration, ces deux extraits avaient un effet
bactériostatique, avec des pourcentages de létalité inférieurs a 99.99% avec toutes les

concentrations utilisées apres 24 heures de contact.

Concernant ’extrait de PLT7, un effet bactéricide a été observé (réduction des cellules
viables > 99.99) contre la bactéric S. aureus 2 apres 6 heures de contact et avec une
concentration égale a la CMIx2, et 2 heures avec une CMIx4, alors qu’avec la CMI, une
réduction des cellules viables faible a été observée et aprés 24 heures de contact les bactéries
repoussaient de nouveau. Contre E. faecium 1, I’effet bactéricide a été obtenu avec une
concentration de CMIx4 apres 24 heures de contact alors qu’avec les autres concentrations, les
pourcentages d’inhibition de la croissance étaient inférieurs de 99.99%. Ces résultats indiquent
que I’activité bactéricide de cet extrait dépend a la fois du temps et de la concentration pour S.

aureus 2 et uniguement de la concentration pour E. faecium 1 (figure 46).

L’extrait de 1’isolat JOR26 était tres efficace (figure 47), ou il avait présenté un effet
bactéricide contre les deux espéces bactériennes utilisées S. aureus 2 et E. faecium 1. Cet effet
bactéricide (> 99.99) a été obtenu contre E. faecium 1 avec la CMI/2 aprés 24 heures de contact
et 6 heures contre S. aureus 2. En augmentant la concentration de cet extrait (CMI), le temps
nécessaire pour reduire complétement les cellules bactériennes avait diminué, ou 99.99% de
ces cellules ont été tuées apres 2 heures de contact. Pour la CMIx2, la réduction compléte des
cellules vivantes était observée aprés 45 minutes de contact pour E. faecium 1 et 15 minutes
pour S. aureus 2. Ces résultats montrent que ’effet bactéricide de cet extrait est dépendant de

la concentration ainsi que du temps.

L’étude de la cinétique de létalité de I’extrait JOR22 a montré que toutes les
concentrations utilisées avaient un effet bactéricide contre les deux bactéries testées A.
baumannii et E. faecium 1. Pour E. faecium 1, toutes les concentrations testées n’ont donné
I’effet bactéricide qu’aprés 24 heures de contact, alors que pour A. baumannii et a la
concentration la plus faible (CMI), une réduction de 99.99% a été observée aprés 12 heures de
contact, pour la CMIx2 apres 6 heures et avec la concentration la plus élevée (CMIx4) aprés 4

heures de contact. Ceci montre que 1’effet bactéricide de cet extrait dépendant de la
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concentration pour E. faecium 1 et a la fois du temps et de la concentration pour A. baumannii
(figure 48).

Concernant I’extrait de 1’isolat PLR9 et pour E. faecium 1 ; apres 24 heures de contact
la cinétique de létalité a montré plus de 99,9% de réduction a la CMIx4, mais aucune réduction
significative n’a été observée avec les concentrations CMIx2 et CMI. Pour A. baumannii,
aucune reduction n’a été observée avec les concentrations CMI et CMIx2, la réduction
maximale notée était de 23,7% a la CMIx4. Par conséquent, I'effet de I'extrait fongique a la
concentration CMIx4 était bactéricide contre E. faecium 1 et bactériostatique contre A.
baumannii & toutes les différentes concentrations, cela confirme la résistance des bactéries a
Gram négatif trouvée auparavant pour cet extrait (figure 49).
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Figure 44. Cinétique de létalité de 1’extrait de PLT8 contre E. faecium 1 (a gauche) et S. aureus
2 (a droite).
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Figure 45. Cinétique de 1étalité de I’extrait de PLF5 contre E. faecium 1 (& gauche) et S. aureus
2 (a droite).
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Figure 46. Cinétique de Iétalité de 1’extrait de PLT7 contre E. faecium 1 (a gauche) et S. aureus

2 (a droite).

—o— CMI/2 —— CMI —— CMIx2 —¢ Controle

Logl0 UFC/ml
S =N W R TN ®

"
T x X

172 3/4 1 2 4 6 10 24

0 V4

Temps (h)

Log10 UFC/ml
[ ] £y [=,% =]

(=]

—#—CMI/2 ——CMI ——CMIx2 = Contrdle

* *

V4 12 3/4 1 2 4 6 10 24
Temps (h)

Figure 47. Cinétique de 1étalité de I’extrait de JOR26 contre E. faecium 1 (a gauche) et S.

aureus 2 (a droite).
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Figure 48. Cinétique de Iétalité de I’extrait de JOR22 contre E. faecium 1 (& gauche) et A.

baumannii (a droite).
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Figure 49. Cinétique de 1étalité de 1’extrait de PLR9 contre E. faecium 1 (a gauche) et A.
baumannii (a droite).

Dans cette étude, une enquéte approfondie a été effectuée pour évaluer les effets
bactéricides ou bactériostatiques des extraits d'acétate d'éthyle des isolats contre une gamme de
microorganismes pathogénes en utilisant la CMI, CMB, le rapport CMB/CMI et le test de la
cinétique de letalite (Time-Kill).

La CMI est définie comme la concentration la plus faible de I'agent antimicrobien qui
inhibe la croissance visible d'un micro-organisme aprés une incubation d'une nuit a 37 °C
(Arivudainambi et al. 2011).

Pour les isolats actifs uniquement contre les bactéries a Gram positif, I’extrait le plus
efficace était celui de JOR26 avec des CMI allant de 2.9 a 23.125 pg /mL, suivis par I’extrait
de PLT8 avec des CMI comprises entre 2.25 et 43.75 ug/mL. En troisiéme position, on trouve
I’extrait de PLT7 qui a présenté des CMI’s allant de 1.15 a 75pg /mL, a I’exception d’E. faecalis
2 qui était plus résistante (150 pg/mL). Enfin, ’extrait de PLF5 ou les valeurs des CMI étaient
comprises entre 10.94 et 87.5 ng/mL par contre E. faecalis 4 était plus résistante (175 pg /mL).
Parmi les extraits qui étaient actifs contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif, JOR22
était le plus efficace (11.72 a 187.5 pug /mL) alors que la bactérie E. faecalis 3 était la plus
résistante (1500 pg /mL), suivi par I’extrait de 1’isolat PLR9 ou les CMI obtenues étaient
comprises entre 312.5 et 1250 pg /mL.

Selon Tagousop et al. (2018), un extrait est considéré comme hautement actif si la
CMI<100 pg/mL; significativement actif lorsque 100 < CMI < 512 pg/mL; modérément actif
lorsque 512< CMI <2048 pg/mL; faiblement actif si CMI > 2048 pg/mL et non actif lorsque
CMI> 10,000 pg/mL. Les valeurs des CMI obtenues variaient en fonction de I'extrait fongique
et de I'espéce pathogene. En se basant sur cette classification, tous les extraits étaient hautement
actifs a significativement actifs, a I’exception des extraits de JOR22 et de PLR9 qui étaient

modérément actif contre certaines bactéries multirésistantes a Gram négatif.
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Les CMI obtenus par I’extrait de PLT8 sont comparables a ceux de certains composeés
purifiés obtenus & partir de certains genres appartenant a la famille des Cucurbitariaceae,
comme Seltsamia galinsogisoli et Pyrenocheta cava. Zhang et al. (2019) ont isolé neuf
composés chimiques a partir S. galinsogisoli, tous ces composés ont montré une activité
antibactérienne. Cependant, les composés 2, 5 et 1 présentaient I'activité la plus élevée contre
S. aureus avec des valeurs de CMI de 25, 32 et 75 pg/mL, respectivement. Les résultats de
I’extrait de PLT8 obtenus contre les quatre différentes souches de S. aureus (sensibles et
multirésistantes) (10.9 a 21.88 ug/mL) sont meilleurs que ceux obtenus avec le composé 1 et
sont en accord avec ceux des composes 2 et 5. Les résultats de I’extrait de PLT8 sont également
plus efficaces que le macrosphélide A (4) isolé a partir de P. cava, qui a une valeur de CMI de
75 pg/mL contre S. aureus mais aucune activité contre le SARM (Kellogg et al., 2016).

Une étude précédente sur l'activité antifongique et antibactérienne de I'extrait de P.
griseofulvum contre les levures et les bactéries sans -lactamase a rapporté des valeurs de CMI
de 500, 500, 125, 125 et 250 pg/mL contre C. albicans 10231, S. aureus ATCC 25923, B.
subtilis ATCC 6633, E. coli ATCC 25922 et P. aeruginosa ATCC 27853 respectivement, tandis
gue K. pneumoniae RSKK 574 était complétement résistante (Heydari et al., 2019). Dans cette
étude, l'activité antibactérienne de I'extrait de P. griseofulvum JOR22 contre les mémes souches
bactériennes était plus efficace, avec des valeurs des CMI plus basses, S. aureus 1 (46.88
pg/mL), B. subtilis (93.75 pg/mL), E. coli 1 (46.88 ug/mL), P. aeruginosa 1 (187.5 pg/mL), cet
extrait a montré également une activité contre K. pneumoniae 1 (46.88 pug/mL), tandis que la
valeur de la CMI enregistrée contre C. albicans était plus élevé (800 pug/mL). De plus, Il faut
bien noter que I’extrait de cette espece était actif contre plusieurs especes multirésistantes y
compris celles produisant des B-lactamases et des souches résistantes a la vancomycine ou a la
méticilline.

Les valeurs de la CMI de I’extrait de A. neobridgeri PLR9 sont meilleurs que celles
obtenues dans une étude précédente dans laquelle, I'extrait d'Aspergillus sp., a montré des
valeurs de CMI variant de 500 a 4000 pg/mL (Leong et al., 2018). Cependant, nos résultats
sont en accord avec ceux obtenus avec les extraits de Aspergillus chevalieri (62.5 a 500 pg/mL)
et de Aspergillus niger (62.5 a 1000 pg/mL) (Heydari et al., 2019).

L’isolat JOR26 de I’ordre des diaporthales a présenté une activite trés forte contre les
bacteries a Gram positif et les champignons dermatophytes, par contre les bactéries a Gram
négatif et Candida albicans entaient résistantes. En comparant nos résultats par rapport a ceux
des genres Diaporthe/Phomopsis, les plus couramment isolés comme endophytes dans cet

ordre, et qui sont aussi connus par leur potentiel antimicrobien ; on trouve que les résultats des
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CMI (2.9 a 23.125 pg/mL) de I’extrait de JOR26 étaient relativement plus efficace. Sauf que
dans certains cas, ou les extraits ou les molécules purifiées de ces deux genres étaient également
actifs contre les bactéries a Gram négatif, par exemple, I'extrait de Diaporthe miriciae
UFMGCB 9720 a montré une activité antifongique et antibactérienne avec des CMI de 65.80
ug/mL contre SARM et de 148.79 pug/mL contre Candida albicans, tandis que E. coli et P.
aeruginosa etaient plus résistantes (Ferreira et al., 2017b). L’extrait brut de Diaporthe sp.
MFLUCC15-1131 a montré une activité antimicrobienne a large spectre contre tous les agents
pathogénes testés avec des CMI allant de 3.91 a 250 mg/mL contre les bactéries et a 62.50
mg/mL contre les champignons. Il a été suggéré que cette activité significative pouvait étre
attribuée a la présence d'une concentration élevée d'eugénol ou a la présence d'autres
constituants, tels que le myristaldéhyde, l'acide laurique, l'acide caprylique, qui peuvent
également étre corrélés a I'activité antimicrobienne observée (Tanapichatsakul et al., 2019). La
cytosporone D (93) du champignon endophyte CR146 (Diaporthe sp.) présente une activité
antibactérienne contre S. aureus, E. faecalis et E. coli avec des CMI de 8.8 et 64 ug/mL
respectivement. L’acide 3-hydroxypropionique (3-HPA) (66) isolé de I'endophyte du mangrove
Diaporthe phaseolorum a été actif contre S. aureus et Salmonella typhi a une CMI de 64 pg/mL
(Deshmukh et al., 2014).

Le dicerandrol C (3) a été isolé a partir de la souche C81 de Phomopsis longicolla, des
algues rouges Bostrychia radicans avait une bonne activité antimicrobienne contre S. aureus
(ATCC 6538) et S. saprophyticus (ATCC 15305) avec des CMI de 1 et 2 ug/mL respectivement.
Au contraire, les espéces & Gram négatif étaient résistantes a ce composé (Erbert et al., 2012).
Un nouveau composé bioactif, nommé imino méthylfurane (1) a été récemment purifié a partir
de I'extrait de Phomposis / Diaporthe theae, le composé purifié a montré une activité
antimicrobienne élevée contre S. aureus, P. aeroginosa et C. albicans présentant des CMI trés
faibles de 1.25 pg/mL (Jayanthi et al., 2018). Jouda et al. (2016) ont également isolé deux
molécules, 18 métoxycytochalasine J (1) et cytochalasine H (2) a partir du champignon
Phomopsis sp., ces deux composés étaient actifs contre plusieurs bactéries pathogenes, en
particulier Shigella flexneri avec une CMI égale a 128 pg/mL et Staphylococcus aureus avec

des CMI de 128 et 256 pg/mL respectivement avec des effets bactericides.

Sur la base de recherches précédentes et de cette étude, on peut conclure que les especes
de I’ordre Diaporthales présentent une riche source de champignons endophytes produisant des
molécules antimicrobiennes. Ainsi, les résultats obtenus suggérent de maniere convaincante
que l'isolat JOR26 pourrait étre un candidat prometteur pour la découverte de nouveaux

antibiotiques.
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Il est intéressant de noter que malgré I'utilisation des extraits bruts, les valeurs des CMI
obtenues étaient trés basses pour certains extraits, et sont comparables a celles obtenues par les
extraits et les composés purs mentionnés ci-dessus. Selon Adeoyo et al. (2019), la purification
et la caractérisation supplémentaires des composeés actifs augmentera I'efficacité de I'agent

antimicrobien, ce qui montre I’importance des résultats des isolats fongiques de cette étude.

D'un autre coté, le CMB est défini comme la concentration la plus faible de I'agent
antimicrobien qui entraine une réduction de la croissance bactérienne de 99,9% par rapport a la
croissance du contréle (Taufig et al., 2020). Nous pouvons également apprécier l'activité
antibactérienne selon le rapport CMB/CMI, I'effet bactéricide des médicaments devrait avoir
des valeurs des CMB, pas plus de quatre fois supérieures de leurs valeurs de CMI (CMB/CMI
<4), tandis que les composés dont les valeurs de CMB sont égales ou huit fois supérieures a
leurs valeurs de CMI sont considérés comme des agents bactériostatiques (CMB/CMI > 4)
(Mogana et al., 2020; Taufiq et al., 2020).

Pour la plupart des extraits, les ratios (CMB/CMI) obtenus contre la plupart des
microorganismes d'essai étaient < 4, ce qui indique que les extraits ont un effet bactéricide.
Cependant, certaines bactéries étaient plus résistantes, comme les souches E. faecalis 2, 3, 4
pour I’extrait de PLFS5, S. aureus 5 pour les extraits de PLT8 et PLF5, P. aeruginosa 3 et K.
pneumoniae 1, 2 pour I’extrait JOR22 et la plupart des bactéries a Gram négatif pour 1’extrait
PLR9 ou les ratios (CMB/CMI) étaient > 4, ce qui indique 1’effet bactériostatique contre ces

bactéries.

Les actions bactériostatiques ou bactéricides des extraits fongiques ont également été
confirmées par 1’études de la cinétique de 1étalité, qui est une approche alternative permettant
de caractériser les molécules antimicrobiennes, selon si elles possédent un effet bactéricide ou
bactériostatique (Taufig et al., 2020). C’est également un outil puissant pour 1’obtention
d’informations descriptives sur la cinétique de la destruction bactérienne par des agents
antimicrobiens, en examinant la vitesse a laquelle différentes concentrations d’un antibiotique
tuent les bactéries a différent intervalles de temps. La cinétique de létalité peut étre dépendante
de la concentration de 1’agent antimicrobien, du temps d’exposition ou des deux a la fois (Lai
et al., 2016). Généralement, I’effet bactéricide est obtenu avec un pourcentage de 1étalité de

90% apres 6 heures, ce qui équivaut a 99,9% de létalité apres 24heures (Balouiri et al., 2016).

Dans cette étude, La cinétique de létalité était variable, parfois dépendante du temps,
parfois de la concentration et parfois du temps et de la concentration en méme temps. Cela

dépend de I’extrait fongique et de l'espece ou du groupe bactérien utilisés. La plupart des
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extraits ont montre un effet bactéricide contre les bactéries cibles, ceci confirme les résultats
obtenus dans la précédente partic (partic CMB). En revanche, un changement de 1’effet
bactéricide en effet bactériostatique pour les extraits PLT8 et PLF5 a été constaté, ce
changement peut étre expliqué par le fait que la mise en culture des bactéries cibles en milieu
liquide avec agitation leur donne la possibilité de s’adapter avec les nouvelles conditions et

éliminé les antibiotiques existants dans les extraits.

Plus I'effet inhibiteur ou létal du médicament est obtenu avec la concentration la plus
faible possible et aprés une période de contact avec l'agent pathogéne plus courte, plus le
médicament est efficace. Selon cette approche, I’extrait de I’isolat JOR26 était le plus efficace,
il avait présenté un effet bactéricide contre les deux espéces bactériennes utilisées S. aureus 2
et E. faecium 1. Cet effet bactéricide (réduction de la densité bactérienne viable > 99.99) a été
obtenu contre E. faecium 1 avec la CMI/2 aprés 24 heures de contact et 6 heures contre S. aureus
2., avec la CMI, aprés 2 heures de contact pour les deux bactéries et avec la CMIx2 apres 45
minutes de contact pour E. faecium 1 et 15 minutes pour S. aureus 2.

Les agents antimicrobiens a activité bactéricide in vitro sont parfois avantageux et
préférés aux agents a activité bactériostatique, notamment lors du traitement de certaines
maladies infectieuses dangereuses. Par exemple, le traitement de la méningite nécessite
I'utilisation d'un agent bactéricide non seulement en raison de la nécessité d'éradiquer I'infection
aussi rapidement que possible, mais également en raison de la faible compétence
immunologique du systéme nerveux central. Aussi, I'endocardite infectieuse qui est une maladie
assez rare mais souvent grave, nécessite l'utilisation d'un agent bactéricide qui est une solution
privilégiée et essentielle. Etant donné que la pénétration des médicaments peut étre faible dans
I'ostéomyélite en raison d'une diminution de I'apport vasculaire, il peut étre judicieux de choisir
un agent bactéricide pour le traitement de I'ostéomyélite (Pankey et Sabath 2004). De plus, avec
le nombre croissant de patients immunodéprimés, il est important de développer et de découvrir
des médicaments bactéricides, plutét que simplement bactériostatiques, afin de traiter les

différentes infections auxquelles ils peuvent étre exposés (Gérniak et al., 2019).

Dans d’autres cas, pendant le traitement, il est avantageux d'avoir des médicaments a
effet bactériostatique plutdt qu'a action bactéricide (Rani et al., 2017). Par exemple, malgré
I'effet bactéricide de la pénicilline, la clindamycine a action bactériostatique est maintenant
considérée comme une composante majeure du traitement du syndrome du choc toxique
provoquée par les staphylocoques et les streptocoque car elle inhibe complétement la
production de la toxine-1, les agents bactériostatiques inhibent la synthese des protéines dans

les bactéries au repos a croissance lente, alors qu’elle n’est pas affectée par les B-lactames
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bactéricides comme la pénicilline (Pankey et Sabath 2004). Et comme les agents antimicrobiens
bactériostatiques ou fongistatiques n'inhibent que la croissance ou la multiplication des
microbes, cela donne au systéme immunitaire de I’hdte suffisamment de temps pour tuer et

éliminer les microbes du systéme (Boakye 2016).

En conclusion, chacun des deux effets bactéricides et bactériostatiques des médicaments
ont des avantages thérapeutiques et des cas particuliers dans lesquels ces médicaments doivent
étre utilisés. Les extraits des isolats fongiques utilisés dans cette étude ont présenté une activité
antimicrobienne intéressante contre de nombreuses souches multirésistantes. Cela suggere que
ces isolats sécrétent des antibiotiques différents de ceux auxquels ces germes sont résistants.
Selon ces résultats, tous nos isolats pourraient étre une source trés prometteuse pour la
découverte de nouveaux composes antimicrobiens ayant des effets bactéricides ou

bactériostatiques.

I11.6. Activité antioxydante
111.6.1. Détermination de la teneur phénolique totale et de flavonoides

Les TCP ont été évalués selon la méthode de Folin-Ciocalteu. D’apres les résultats
présentés dans la figure 50, les extraits de JOR26 et de PLT8 étaient les plus riches en composés
phénoliques avec 115.88+ 0.83 et 78.29+ 0.46 ng EAG/mg d’extrait respectivement, suivi des
extraits de JOR22 (60.91+ 0.88 ng EAG/mg d’extrait) et de PLT7 (59.69+ 0.85 pg EAG/mg
d’extrait) et enfin les extraits de PLFS5 et de PLR9 avec des taux de 43.70 = 0.16 pg EAG/mg
d’extrait et de 30.06 = 0.52 ug EAG/mg d’extrait respectivement.
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Figure 50. Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits fongiques. (n=3,
moyenne £SD).

115



Résultats et discussion

Concernant les flavonoides totaux, 1’évaluation a été faite selon la technique utilisant le
trichlorure d’aluminium. L’extrait le plus riche en flavonoides était celui de JOR26 (2.08+ 0.11
ug EQ/mg d’extrait) suivi des extraits de PLT7, PLT8 et JOR22 avec des taux de 1.91+ 0.01,
1.81£0.24 et 1.52+ 0.05 ng EQ/mg d’extrait respectivement. Alors que les extraits de PLF5 et

de PLR9 étaient ceux contenant le moins de flavonoides.

111.6.2. Activité antioxydante : DPPH, FRAP (TBTZ) et PR (KsFe (CN)s)

Dans la présente étude, trois techniques ont été utilisées pour évaluer I’activité
antioxydante in vitro des extraits des champignons endophytes. Il s’agit de I’activité de
piégeage du radical libre DPPH, ainsi que deux autres tests déterminant le pouvoir réducteur,
le test de FRAP (TBTZ) et le test de PR (KzFe (CN)g). Ces tests ont été choisis parmi les tests
les plus cités dans la littérature.

Les résultats de [l'activité antioxydante ont clairement révélé que la capacité
antioxydante était différente et variable selon les espéces fongiques et la méthode utilisée.

Pour le radical DPPH, la capacité de piégeage des extraits varie considérablement et elle
est concentration dépendante (figure 51), avec des valeurs des I1Csp allant de 107.14 a 2128.19
pg/mL. Les extraits de PLT8 et PLT7 ont montré une capacité de piégeage €élevée avec des
valeurs de I1Cso tres faibles de 107.14+0.34 et 134.74+58.93 pg/mL respectivement. Les extraits
de JOR22, PLF5 et PLR9 ont montré quant a eux une activité moyenne ou les 1Csg atteignaient
les 384.42+6.46, 393.21+ 0.24 et 575.89+0.84 pg/mL respectivement. D’un autre coté,
I’activité la plus faible a été observée avec ’extrait de 1’isolat JOR26 (2128.19+2.14 pg/mL)
(figure 52).
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Figure 51. Pourcentages d’inhibition du radical DPPH en présence des différentes
concentrations des extraits fongiques. (n=3, moyenne +SD).
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Figure 52. Les concentrations des extraits fongiques et du standard inhibant 50% du radical
DPPH. (AA : acide ascorbique). Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3), **** p < 0.0001.

Une forte variabilité entre les extraits a été également observée pour le test FRAP ;
l'activité la plus efficace a été enregistrée avec I’extrait de 1’isolat PLT7 (154.84+0.45 mg
EAA/g d’extrait), suivi par les extraits de PLT8 (66.97+£0.22 mg EAA/g d’extrait) et de JOR22
(51.18+0.18 mg EAA/g d’extrait). Les extraits de JOR26, PLT9 et PLF5 venaient en dernier
avec 29.57+0.08, 28.80+0.07 et 24.47+0.04 mg EAA/g d’extrait respectivement. Le méme
profil d’activité a été enregistré avec le deuxiéme test du pouvoir réducteur, ou les ICsp étaient
de 95.61+0.21, 58.75+0.14, 38.24+0.06, 36.92+0.08, 30.74+0.08 et 23.12+0.58 pour les extraits
des isolats PLT7, PLT8, JOR22, JOR26, PLF5 et PLR9 respectivement (tableau 16).

Tableau 16. Résultats du pouvoir réducteur. (n=3, moyenne £SD).

Isolats endophytes FRAP (mg EAA /g Extrait) PR (mg EAA /g Extrait)
PLT8 66.97+0.22 58.75+0.14
PLF5 24.4740.04 30.74+0.08
PLT7 154.84+0.45 95.61+0.21
JOR26 29.5740.08 36.92+0.08
PLR9 28.80+0.07 23.12+0.58
JOR22 51.1840.18 38.24 +0.06

D’une maniere générale et pour la plupart des extraits, les résultats montraient que la
capacité antioxydante est liée aux flavonoides par un coefficient de corrélation R? = 0.86 pour
DPPH, R? = 0.78 pour le FRAP et R? = 0.91 pour PR, tandis que cette corrélation avec les
polyphénols totaux s'est révélee étre tres faible (tableau 17). Les extraits les plus riches en
flavonoides comme ceux de PLT7, PLT8 et JOR22 avaient les activités la plus élevées, par
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contre les extraits a faible teneur tels que ceux de PLF5 et PLR9 ont des activités plus faibles.
Exceptionnellement, pour I’extrait de JOR26, aucune corrélation n’a été observé entre le TCP,
les flavonoides et la capacité antioxydante pour la plupart des tests malgré qu’il était le plus

riche par ces deux groupes de composés chimiques.

Tableau 17. Corrélation entre les activités antioxydantes et le TCP et le taux de flavonoides.

TCP TE  PR(KsFe(CN))) FRAP (TBTZ)
RP (KsFe (CN)6)  0.33 0.91
FRAP (TBTZ) 0.20 0.78 0.95
DPPH 0.67 0.86 0.61 0.43

Un autre objectif de cette étude est I'évaluation de I'une des propriétés potentiellement
bénéfiques des champignons endophytes pour I'nomme qui est I'activité antioxydante. Tous les
extraits des champignons endophytes sélectionnés ont été criblés pour leur activité antioxydante
par des tests DPPH, FRAP et PR.

Le DPPH est un radical libre synthétique stable disponible dans le commerce, qui donne
une couleur violette forte dans le méthanol. Ce radical libre peut étre réduit en 2,2-
diphénylhydrazine DPPH> en présence d'une molécule antioxydante externe, ce qui rend la
solution de méthanol incolore. Le degré de décoloration du violet est mesuré a 517 nm. Ainsi,
le test DPPH est largement utilisé et fournit une évaluation rapide de la capacité des composés
a agir comme des piégeurs de radicaux libres ou des donneurs d'hydrogéne radicalaires par

spectrophotométrie (Veeru et al., 2009; Caicedo et al., 2019).

En ce qui concerne le pouvoir réducteur, ce test est utilisé pour déterminer l'activité
antioxydante en mesurant la réduction ou la capacité de don d'électrons de l'antioxydant au
radical libre qui est le réactif FRAP. A faible pH, et en présence de I'antioxydant, le complexe
formé tripyridyl-triazine ferrique (Fe® *-TPTZ) est réduit en forme ferreuse (Fe? *-TPTZ) qui
donne une couleur violet-bleu et peut étre mesuré a 593 nm. La couleur est assombrie par
l'augmentation de la capacité de donation d'électrons de I'antioxydant (Banothu et al., 2017;
Aouam et al., 2019). Pour le test PR, Les substances ayant un potentiel de réduction, réagissent
avec le ferricyanure de potassium pour former le ferrocyanure de potassium, qui réagit a son
tour avec le chlorure ferrique pour donner lieu a un complexe qui a une absorption maximale a
700 nm (Jayanthi et Lalitha, 2011).

Dans cette étude, tous les extraits ont montré une activité antioxydante a des degres

divers. Les trois extraits fongiques PLT7, PLT8 et JOR22 se sont avérés étre les plus efficaces
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en presentant une activité antioxydante in vitro dans les diverses méthodes utilisées. Cependant,

les extraits restants JOR26, PLF5 et PLR9 ont montré un spectre d'activite étroit.

Nos résultats sont en accord avec des études antérieures, qui ont rapporté le potentiel
antioxydant de différentes especes de champignons endophytes isolées a partir de différents
hotes. Parmi les quatre espéces de champignons lignicoles : Meripilus giganteus, Agrocybe
aegerita, Fomes fomentarius et Xylaria polymorpha, I'activité antioxydante la plus élevée a été
notée avec l'extrait de F. fomentarius (ICso = 10.7 mg/mL dans le test du DPPH ; 136.6 mg
EAA/g de poids sec dans le test du FRAP) (Karaman et al., 2014). Les champignons endophytes
Aspergillus flavus et Fusarium oxysporum isolés a partir de la plante Viscum album L. ont
montré un bon potentiel antioxydant dans différents tests antioxydants avec des valeurs 1Csg
dans le test DPPH de 127.9 pg/mL et 129.3 ug/mL respectivement, alors que les valeurs du
pouvoir réducteur étaient pour Aspergillus flavus de 133.21 pg et pour Fusarium oxysporum de
132.2 ng de EAA de Fe?*/mg de lectine respectivement (Sadananda 2014).

La faible activité antioxydante du test DPPH a également été observée chez certains
extraits de champignons endophytes membres de Diaporthales isolés de Costus spiralis, comme
Phomopsis sp. CEP4 et Diaporthe sp. CED3 avec des valeurs ICso de 1425.16 + 2.10 et 1375.96
+ 2.01 pg/mL respectivement, ce qui est conforme aux résultats obtenus par 1’extrait de l'isolat
JOR26 (Marson Ascéncio et al., 2014). Dans I'étude de (Das et al., 2017), les extraits bruts des
endophytes Bipolaris specifera, Alternaria tenuissima, Aspergillus terreus, Nectria
haematococca et Fusarium chlamydosporum isolés de Zingiber nimmonii ont montré une
capacité antioxydante potentiellement élevée, ou les valeurs du pouvoir réducteur variaient de
68.0 £ 2.2 2 110.4 + 1.1 mg AA/g d'extrait sec, et les valeurs ICso pour le test DPPH variaient
de 133.4 +5.341057.2 + 82.3 pug/mL, ces résultats sont également trés similaires aux résultats

de notre étude.

De plus, dans une autre étude, parmi les 154 isolats de champignons endophytes isolés
de Distylium chinense, 99 ont montré une activité antioxydante significative (Duan et al., 2019).
36% des extraits de champignons endophytes isolés a partir Eugenia jambolana Lam.
présentaient une puissante activité antioxydante. Les isolats Chaetomium sp. Aspergillus sp.,
Aspergillus peyronelii et Aspergillus niger ont montré la capacité antioxydante la plus élevée
(Yadav et al., 2014).

Plusieurs autres études ont montré que les champignons endophytes des plantes
médicinales avaient des valeurs élevées d'antioxydants naturels, par exemple, les endophytes

Alternaria alternata SaF-2, Fusarium proliferatum SaR-2, Schizophyllum commune SaR-3 et
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Trametes hirsuta SaR-6 isolés de Salvia miltiorrhiza Bge. f. alba (Li et al., 2015). Fusarium
oxysporum et Aspergillus niger a partir Crotalaria pallida (Govindappa, Bharath, et al., 2011).
Egalement les isolats Aspergillus niger, Penicillium sp. et Trichoderma sp. & partir Tabebuia
argentea Bur. &. K. Sch. (Govindappa et al., 2013).

Une corrélation élevée entre les propriétés antioxydantes et les taux des flavonoides
dans les tests DPPH (R2 = 0.86), FRAP (R2 = 0.78) et PR (R2 = 0.91), et une corrélation plus
faible entre la capacité antioxydante et le TCP dans le test DPPH (R2 = 0.67), FRAP (R2 =
0.20) et PR (R2 = 0.33) ont été obtenu, indiquant que les flavonoides peuvent étre les principaux

contributeurs aux propriétés antioxydantes de ces extraits fongiques.

Les flavonoides sont des métabolites secondaires polyphénoliques de faible poids
moléculaire ayant une structure benzo-y-pyrone commune et montrant d'énormes activites
biologiques et pharmacologiques dans les systemes biologiques (Hameed et al., 2017). Les
flavonoides des extraits de plantes se sont révelés posséder des propriétés antioxydantes,
antimicrobiennes et anti-inflammatoires dans diverses études (Govindappa et al., 2011). La
fonction la plus importante des flavonoides est les propriétés antioxydantes, ils se sont révelés
étre des capteurs tres efficaces de la plupart des types de molécules oxydantes, y compris
I'oxygéne singulet et divers radicaux libres (Ghasemzadeh et al., 2012). Les flavonoides des
extraits de champignons filamenteux, y compris les endophytes, se sont révélés également
posséder des propriétés antioxydantes dans diverses études, avec une corrélation linéaire entre
la teneur en flavonoides et I'activité antioxydante (Govindappa et al., 2011; Govindappa et al.,
2013; Hameed et al., 2017).

Nous avons observé également que la corrélation est faible entre le DPPH et les deux
tests de la réduction de fer ; R? = 0.61 pour DPPH-PR et R? = 0.43 pour DPPH-FRAP, ceci peut
étre expliqué par le fait que les molécules qui agissent sur le DPPH et la réduction du fer ne
sont pas les mémes. Par contre ; il y a une forte liaison entre le FRAP et PR (R? = 0.95), ce qui
suggere que ces deux méthodes utilisent des mécanismes d'action similaires et que les composés
responsables des activités exprimees dans ces tests sont des composeés similaires (Karaman et
al., 2014).

Une exception faite avec I’extrait brut de JOR26 dont les teneurs en composés
phénoliques et en flavonoides étaient supérieures a celles des extraits des autres isolats, alors
gue sa capacité antioxydante était modérée pour le FRAP et PR et trés faible pour le DPPH.
Ceci renforce 1’idée que la qualité des molécules au sein de I’extrait est parfois un facteur

déterminant. De nombreux rapports suggerent une grande variation entre différents composés
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phénoliques dans leur efficacité en tant qu'antioxydants, ce qui pourrait éventuellement étre
soutenu par le fait que l'activité antioxydante peut dépendre non seulement de la concentration,
mais également de la chimie des molécules et de la nature de I'interaction (Balasundram et al.,
2006). De plus, et sur la base des résultats obtenus, nous suggérons que l'activité antioxydante
modérée de I'extrait de JOR26 n'était pas limitée a la teneur en composés phénoliques ou en
flavonoides, elle peut également étre due a la présence d'autres métabolites secondaires
antioxydants, tels que les caroténoides, les huiles volatiles, vitamines, lignanes et alcaloides
(Bouyahya et al., 2018).

Actuellement, la demande d'antioxydants naturels provenant de champignons
endophytes a augmenté parallelement & la constatation que les antioxydants naturels ont moins
d'effets secondaires sur la santé humaine que les substances synthétisees artificiellement (Duan
et al., 2019). Sur la base de tous nos résultats mentionnés ci-dessus, il est établi que la plupart
des extraits fongiques ont montré un bon potentiel d'activité antioxydante. Ces résultats
suggerent que les champignons endophytes sont une riche source d'antioxydants et de
métabolites secondaires, qui pourraient étre utilisés dans le développement de nouveaux
nutraceutiques et de médicaments antioxydants naturels. Cependant, d'autres études sont

recommandées pour purifier et caractériser la structure des constituants biologiquement actifs.

111.7. Evaluation de la production du L-asparaginase

Tableau 18. Evaluation qualitative et quantitative de la production du L-asparaginase. (n=2,
moyenne £SD).

Les isolats Indice enzymatique Activité enzymatique
endophytes (Ul/mL)
PLT8 1.53+0.34 128.11 +4.75
PLF5 0.64+0.07 43.69 +0.06
PLT7 N-A N-A
JOR26 N-A N-A
PLR9 2.02+0.35 180.84 £7.15
JOR22 1.18+0.26 258.04 +8.98

N-A : Non actif.

Le dépistage préliminaire de l'activité asparaginase des isolats endophytes a été
déterminé par un test sur boites de Petri (figure 53). Parmi les six isolats testés par cette
méthode, quatre ont été trouvés producteurs de L-asparaginase avec un indice enzymatique
compris entre 1.53+0.34 et 2.02+0.35. Ces quatre isolats ont éte ensuite selectionnés pour
évaluer quantitativement leur production de L-asparaginase aprés fermentation en milieu

liquide.
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Comme le montre le tableau 18, les endophytes JOR22 et PLR9 étaient les meilleurs
producteurs de L-asparaginase avec 258.04 +8.98 et 180.84 +7.15 Ul mL™ respectivement,
suivi par l'isolat PLT8 qui présentait une activité de 128.11 +4.75 Ul mL™, alors que ’isolat
PLT5 a montrait ’activité la plus faible (43.69 +0.06 Ul mL™).

Figure 53. Evaluation qualitative de la production de L-asparaginase en milieu gélosé. A) Un
changement de couleur dans le milieu (jaune & rose) autour de la colonie indique la production de
I'enzyme. B) Isolat non producteur. C) Contréle négatif.

La chimiothérapie est I'un des principaux modes de traitement du cancer. C'est le
processus d'utilisation de médicaments anticancéreux pour empécher les cellules de se diviser
et de se multiplier. Cependant, il existe peu de médicaments chimiothérapeutiques curatifs en
raison de leur forte toxicité, de leur non-sélectivité, de nombreux effets secondaires et d'une
faible activité (Abbas Ahmed 2015). Pres de 60% des médicaments approuvés pour le
traitement du cancer sont d'origine naturelle. Parmi ces derniers, les plus importants et utilisés,
sont les enzymes thérapeutiques comme L-asparaginase(L-asparagine aminohydrolase, E. C.
3.5.1.1). Cette enzyme est un composant important dans le traitement de la leucémie aigué
lymphoblastique chez I'enfant, elle catalyse I'hydrolyse de I'asparagine et de la glutamine en
acide aspartique et en ammoniac. Cette conversion provoque la privation d'asparagine dans le
plasma sanguin et induit la mort des cellules malignes, car et contrairement aux cellules
normales, elles ne sont pas capables de synthétiser I'asparagine en raison de la faible expression
ou de l'absence du gene de la L-asparagine synthétase. Par conséquent, les niveaux réduits
d'asparagine inhibent la synthese des protéines dans les cellules leucémiques (Battiston
Loureiro et al., 2012; Souza et al., 2017).
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La L-asparaginase offre également une application potentielle dans la technologie
alimentaire, elle permettrait de réduire la quantité d'asparagine libre dans les matériaux de
départ en raison de sa capacité d'hydrolyse de I'asparagine en aspartate et en ammoniac, de sorte
que le risque de formation d'un acrylamide potentiellement cancérigene et neurotoxique dans
un grand nombre de produits alimentaires et de boissons préparés a des températures

supérieures a 100 °C est diminué (Bedaiwy et al., 2016 ; Orabi et al., 2019).

L-asparaginase a été trouvée dans de nombreux organismes tels que le sérum de cobaye
et de rongeurs, le foie de poulet, les levures, les champignons, les sources végétales et un certain
nombre de bactéries comme Erwinia carotovora et E. coli (Bedaiwy et al., 2016). Cependant,
il a étée rapporté qu’une large gamme d’autres micro-organismes tels que les levures et les
moisissures comme les genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium sécrétent cette enzyme
avec moins d'effets indésirables que les microorganismes procaryotes (Bedaiwy et al., 2016 ;
Cachumba et al., 2016; El-Hadi et al., 2017).

Plusieurs especes fongiques endophytes sont signalées comme une bonne source de
cette enzyme thérapeutique en particulier les membres des genres Fusarium, Plectosphaerella,
Stemphylium, Septoria, Alternaria, Didymella, Phoma, Chaetosphaeronema, Sarocladium,
Nemania, Epicoccum et Cladosporium (Caruso et al., 2020).

Les résultats obtenus dans cette étude sont généralement comparables a ceux rapportés
précédemment, en particulier les isolats JOR22, PLR9 et PLT8 qui ont montré des niveaux trés

élevés de production de L-asparaginase.

L’endophyte Aspergillus sp. ALAA-2000 a montré une activité L-asparaginase
maximale de 30,64 U/ml (Abbas Ahmed 2015). Parmi les quatre souches isolées du sol,
Aspergillus sp. C7 a un indice enzymatique de 1,57 et une activité L-asparaginase de 33,59
U/mL (Doriya et Kumar 2016). L’endophyte Talaromyces pinophilus isolé des rhizomes de
Curcuma amada a montré une activité enzymatique maximale de 20,3 U/mL dans le milieu
liquide optimisé (Krishnapura et Belur 2020). Lasiodiplodia theobromae isolé a partir de
Teucrium polium a enregistré I'activité la plus élevée de 152.58 U/mL (Balbool et Abdel-azeem
2020). Dans l'étude réalisée par Bhosale et As-Suhbani (2019), Fusarium solani isolé de
Curcuma longa a montré 1’activité enzymatique la plus élevée par rapport aux autres isolats
fongiques (619,102 U/mL), suivi par F. oxysporum (514,532 U/mL), Penicillium sp. (307,114
U/mL), Aspergillus sp. (216,847 U/mL) et Alternaria sp. (149,057 U/ml). Il a été également
trouvé que les especes Fusarium solani (El-Hadi et al., 2017) et Penicillum sp. ASN4 avaient

montré une activité enzymatique de 121 U/mL (Sanjotha et Manawadi 2017).
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Notre étude indique clairement I'importance des especes endophytes fongiques, en
particulier celles appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium, qui pourraient étre une
bonne et puissante source alternative pour la production de Il'enzyme anticancéreuse

L’asparaginase utilisée dans le traitement de la leucémie lymphoblastique aigué.

111.8. Evaluation de ’effet cytotoxique et antiprolifératif

L’activité cytotoxique des extraits d’acétate d’éthyle a été initialement testée contre la
lignée HepG2. L’extrait de JOR22 a montré une activité cytotoxique tres efficace avec une CCsp
de 0.1 pg/mL, tres proche de celle obtenue par le témoin positif (doxorubicine) (CCso=0.11
pg/mL). Concernant les extraits de PLR9 et PLT7, leurs activités cytotoxiques étaient presque
les mémes et variaient aux alentours de 5.5 pg/mL. En comparant avec les résultats des autres
extraits, ceux de PLF5 et de PLT8, avaient montré 1’activité la plus faible avec des CCso de 27.8
et de 28.4 pg/mL respectivement. Pour I’extrait de JOR26, aucune activité cytotoxique n’a pu

étre détecté méme avec la concentration la plus élevée utilisée (CCso> 50 pug/mL) (tableau 19).

Tableau 19. Résultats de la cytotoxicité des extraits fongiques vis-a-vis HepG2.

Extraits fongiques CC50 (ng/mL) (HepG?2)

PLTS8 28.4

PLF5 27.8

PLT7 5.5
JOR26 > 50
JOR22 0.1
PLR9 5.3
Doxorubicine 0.11

Tableau 20. Résultats de la cytotoxicité des extraits fongiques vis-a-vis des différentes lignées
cellulaires.

CC50 (ng/mL)

EXUS | acaT | Astrocytes8-DIA | A549 U251 | MDA-MB 231
fongiques
PLTS 77.65 55.53 / / /
JOR26 28.08 29.65 / / /
PLT? / / 2.76 4.77 9.56
JOR22 / / 0.74 1.12 1.02
PLRY / / 12.47 18.61 9.10

Puisqu'il est connu que les différentes lignées cellulaires présentent des sensibilités
différentes envers les composés cytotoxiques, l'utilisation de plusieurs lignées cellulaires est
nécessaire pour la détection des composés cytotoxiques (Santos et al., 2012). Pour cela,
I'évaluation de la cytotoxicité et des effets antiprolifératifs des extraits fongiques a éte réalisée

en utilisant plusieurs lignées cellulaires saines et tumorales. Les isolats JOR22, PLR9 et PLT7
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ayant présenté un effet cytotoxique élevé contre HepG2 ont été testés contre des lignées
cellulaires tumorales A549, U251 et MDA-MB 231, cependant ceux ayant présenté une trés
faible toxicité, JOR26 et PLT8 ont été testés contre les lignées cellulaires saines HaCaT et C8-
D1A.

Les résultats des tests cytotoxiques contre les lignées tumorales ont montré que tous les
extraits des champignons endophytes inhibaient la prolifération de ces cellules. L’extrait ayant
l'activité la plus élevée était I’extrait de JOR22 avec des valeurs de CCsp tres basses ; 0.74
ug/mL contre A549, 1.02 ug/mL contre MDA-MB 231 et 1.12 pg/mL contre U251. L’extrait
de PLT7 a également monté un effet cytotoxique tres fort surtout contre les lignées A549 et
U251 avec des CCso de 2.76 et 4.77 ug/mL respectivement, cependant 1’activité antiprolifératif
contre la lignée MDA-MB 231 était forte (9.56 pg/mL). Enfin, I’extrait de 1’isolat PLR9 était
le moins actif ; il a monté une activité anticancéreuse forte vis a vis des deux lignées MDA-MB
231 et A549 ou les CC50 étaient de 9.10 et 12.47 pg/mL respectivement, alors que la lignée
U251 était moins sensible (18.61 pg/mL) (figure 54, tableau 20).

Concernant les extraits testés contre les lignées saines, un effet cytotoxique tres faible a
été observé, ou les valeurs des CCsp enregistrées pour 1’extrait de I’isolat PLT8 étaient de 55.53
pug/mL contre Astrocytes 8-D1A et de 77.65 ug/mL contre HaCaT, alors qu’elles étaient de
28.08 et 29.65 pg/mL contre HaCaT et Astrocytes 8-D1A respectivement pour 1’extrait de
I’isolat JOR26 (figure 54, tableau 20).

Laméthode de ’MTT est un test colorimétrique qui repose sur la réduction enzymatique
du sel de tétrazolium jaune pale (MTT), qui forme un cristal de formazan bleu foncé a violet
dans les cellules métaboliquement actives, et peut ensuite étre dissous et lu par absorbance a
540-570 nm. Cette absorbance est proportionnelle au nombre de cellules vivantes, car seules
les cellules vivantes sont capables de cliver le MTT (Santos et al., 2012; Malh&o et al., 2019).

Les résultats de cette étude sont en accord avec les résultats antérieurs concernant la
cytotoxicité et l'activité antiproliférative de différents champignons endophytes. Concernant
I’extrait de PLT8 et d’une maniere trés intéressante, il a été observé qu’il était plus toxique
contre les lignées de cellules cancéreuses HepG2 (CCsp = 28.4 ug/mL) que contre les cellules
normales HaCaT (CCso = 77.65 pg/mL) et Astrocytes 8-D1A (CCso = 55.53 pg/mL). Ces
résultats sont en accord avec ceux de Fan et al. (2019) qui ont également constaté que les
extraits bruts des souches 1 et 87 (ordre des Pléosporales) étaient plus cytotoxiques pour les
cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales. Les ICso des extraits bruts des souches

1 et 87 étaient respectivement de 47 et 43 ug/mL contre HepG2, 98 et 36 ug/mL contre A549,
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49 et 30 pg/mL contre MDA-MB 231, alors que contre les cellules normales HaCaT elles

étaient >100 et 60 pg/mL respectivement.
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Figure 54. Effets Cytotoxique et antiprolifératif sur les lignées saines HaCaT et C8-D1A et les
lignées cancéreuses A549, U251 et MDA-MB 231. Chaque point représente la moyenne £ SD

(n=23).

L'isolat JOR26 proposé comme étant une nouvelle espece appartenant a une nouvelle
famille de I'ordre des diaporthales a présenté quant a elle une faible activité anticancéreuse et
une faible cytotoxicité contre les cellules normales humaines. Certaines espéces appartenant a
cet ordre ont été signalées dans plusieurs études comme source de composés anticancéreux,

notamment les genres Diaporthe et Phomopsis et les taxons apparentés qui sont d’importants
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genres trouvés comme endophytes dans la plupart des plantes, et qui sont capables de produire
divers composeés in vitro avec une variété de structures chimiques différentes (Bedi et al., 2018;
Duan et al., 2019). Jouda et al. (2016) ont constaté que les trois dérivés connus de la
cytochalasine (1, 2, 3) du champignon endophyte Phomopsis sp. étaient plus cytotoxiques pour
les cellules cancéreuses humaines (CLso = 3.66-35.69 pg/mL) que pour les cellules normales
non cancéreuses (CLso = 73.88-129.10 pug/mL). L'extrait fongique de DR46-1 (Phomopsis sp.)
a présenté une activité anticancéreuse élevée contre la lignée cellulaire IHH4 avec des valeurs
des ICsp de 9.20 + 0.02 pg/mL (Duan et al., 2019). Parmi les champignons endophytes isolés a
partir de Annona muricata L., l'extrait de Phomopsis sp. Sir-G5 a montré lactivité
anticancéreuse la plus élevée contre les cellules MCF-7 avec une 1Cso de 19.20 pg/mL (Minarni
etal., 2017).

Dans I'étude réalisée par Vasundhara et al., (2017), I'extrait brut de la souche Diaporthe
sp. T1isolée a partir de Taxus baccata a montré une faible activité cytotoxique contre les lignées
cellulaires cancéreuses MCF-7 et HelLa, avec des valeurs des ICso de 1058 et 1257 pg/mL
respectivement. Parmi les six composes isolés a partir du champignon Diaporthe lithocarpus
AT740 testé pour son activité cytotoxique contre les lignées cellulaires tumorales SF-268, MCF-
7, HepG-2 et Ab49, deux nouveaux composés lithocarines B-C (2-3) et un composé connu
tenellone H (5) ont montré une faible activité inhibitrice contre les quatre lignées cellulaires
tumorales avec des valeurs des ICsp allant de 30 a 100 uM (Liu et al., 2019). Le champignon
endophyte Diaporthe pseudomangiferae isolé de Sabicea cinerea s'est avéré produire deux
composés, le mycoépoxydiene (51) et I'érémofortine F (52). Le composé (51) a présenté une
activité cytotoxique contre les lignées cellulaires KB, MDA-MB-435 et MRC5 avec des valeurs
des ICso de 7.5, 17.7 et 15.8 uM respectivement, alors que le composé (52) était actif envers les
lignees cellulaires KB et MRC5 avec des valeurs des ICso de 13.9 et 12.2 uM, respectivement
(Mandavid et al., 2015). Le Diaporone A (1) purifié a partir de I'extrait du champignon
endophyte Diaporthe sp. présentait une faible cytotoxicité contre la lignée cellulaire du

carcinome cervical humain (HeLa) avec une valeur de ICso de 97.4 uM (Guo et al., 2020).

Les données de cette étude ont montré que I'extrait de JOR22 (P. griseofulvum) était le
plus cytotoxique pour les lignées cellulaires cancéreuses par rapport aux autres extraits (tableau
19 et 20), et présentait une inhibition de 100% de toutes les lignées cellulaires tumorales testées
a une concentration de 10 ug/mL. Des résultats comparables ont été obtenus par la méme espece
endophyte P. griseofulvum (523) qui a inhibé 100% des cellules tumorales UACC-62, MCF-7
et TK-10 mais a 20 pg/mL. En revanche, I'espéce la plus proche phylogenétiquement de cette

espece, P. dipodomyicola (654) s'est avérée moins efficace (Rosa et al., 2010). Les résultats de
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notre étude concernant P. griseofulvum JOR22 sont significativement plus élevés que ceux
d’une étude précédente sur P. griseofulvum isolé a partir de Eudendrium racemosum contre la
lignée cellulaire du cancer du c6lon (HCT-116) avec une 1Cs0 de19.98 + 1.17 pug/mL (Heydari
etal., 2019).

De nombreuses especes appartenant au genre Penicillium sont capables de produire
différents groupes de métabolites secondaires bioactifs naturels (Rosa et al., 2010). P.
griseofulvum est bien connu par sa production de la griséofulvine ou ses dérivés. Récemment,
ils ont commence a utiliser cette molécule en chimiothérapie du cancer tellement elle a une
action antimitotique et antiproliférative spécifique aux cellules cancéreuses (Peromingo et al.,
2019). Ainsi, les fortes activités antifongique et anticancéreuse observées avec 1’extrait de P.
griseofulvum JOR22 indiquent la possibilité de la présence de la griséofulvine ou ses dérivés

dans cet extrait.

Plusieurs études ont mentionné l'activité anticancéreuse des extraits de différentes
especes d'Aspergillus. Heydari et al. (2019) ont isolé de nombreuses espéces d'Aspergillus, dont
Aspergillus awamori, Aspergillus niger et Aspergillus costaricaensis, ces especes ont montré
une activité cytotoxique importante contre la lignée cellulaire du cancer du célon HCT-116
avec des I1Cso de 3.13 £ 0.58, 4.428 + 0.60 et 12.03 + 1.04 pg/mL respectivement. Ces valeurs
ne sont pas loin des valeurs obtenues par 1’extrait de I'isolat PLR9, qui étaient respectivement
de 5.3, 9.10, 12.47 et 18.61 pg/mL contre HepG2, MDA-MB 231, A549 et U251. Cependant,
l'extrait de PLR9 était plus efficace que les autres espéces d’Aspergillus, Aspergillus chevalieri
(ICs0 = 32.38 £ 5.6 pg/mL) et Aspergillus terreus (ICso = 99.054 + 7.36 pg/mL). Dans I'étude
de Ghanem et al. (2020), les extraits de Aspergillus fumigatus F-993 et de Aspergillus awamori
FB-133 ont exercé une forte activité anticancéreuse contre la lignée cellulaire cancéreuse du
foie HepG2. Les valeurs ICso obtenues étaient respectivement de 16.88 et 8.60 pug/mL, ce qui

est cohérent avec les résultats obtenus avec 1’extrait de PLRO.

Les espéces de la section Aspergillus sont capables de produire un trés grand nombre de
composés médicamenteux présentant un large éventail d'activités biologiques, y compris des
composés ayant des propriétés anticancereuses (Visagie et al., 2017; Frisvad et al., 2018). Le
taxol fongique par exemple obtenu a partir de Aspergillus oryzae a montré un degré modéré
d'action cytotoxique in vitro contre la lignée cellulaire cancéreuse NCI-H460 avec une ICso de
50 pg/mL (Suresh et al., 2020). Dans une autre étude, le méme composé purifié a partir de
I’extrait du champignon endophyte Aspergillus terreus a présenté une cytotoxicité énorme (ICso
= 0.3 ng/mL) vis-a-vis de MCF7-E (cellule cancéreuse du sein) (El-Sayed et al., 2019). Les
composés Aspergillines 19, 21 et 22 produits par le champignon endophyte Aspergillus
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vesicolor ont présenté une cytotoxicite modérée contre toutes les lignées cellulaires (NB4,
A549, SHSY5Y, PC3, MCF7), avec des valeurs des ICsg allant de 1.2 & 4.2 mM (Zhou et al.,
2014). La fumitrémorgin D 24, purifiée a partir du champignon endophyte Aspergillus
fumigatus, a montré une faible cytotoxicité contre la lignée cellulaire HepG2, avec une valeur
de ICso de 47.5 mM (Liang et al., 2015). Ma et al. (2016) ont isolé un nouveau pentapeptide
cyclique nommé malformine E 35 a partir du bouillon de culture du champignon endophyte
Aspergillus tamarii. Le composé présentait une forte activité cytotoxique envers les cellules
cancereuses humaines MCF-7 et A549 avec des valeurs des ICso de 0.65 et 2.42 Mm
respectivement. Il a également montré une activité modérée sur HepG2 avec une valeur de ICso
de 36.02 mM.

Les CMI de I’extrait de PLT8 pour toutes les bactéries testées était < 43.75 ug/mL, des
valeurs inférieures de celles des CCsp obtenues contre les cellules humaines non cancéreuses,
(77.65 png/mL contre HaCaT et de 55.53 pug/mL contre les astrocytes 8-D1A). De plus, les
valeurs des CCso de ’extrait de JOR26 contre les cellules non cancéreuses humaines (28.08
pg/mL contre HaCaT et 29.65 ug/mL contre Astrocytes 8-D1A) étaient supérieures aux valeurs
des CMI (CMI < 23,125 pg/mL) obtenues contre toutes les bactéries testées. Selon
Eskandarighadikolaii et al. (2015), lors de la détermination de la toxicité des extraits de plantes
a l'aide des lignées cellulaires des mammiféres, un extrait brut ayant une valeur de 1Cso >20
pg/mL est considéré comme non toxique ou faiblement toxique. Par conséquent, les résultats
de cette étude suggerent que les composés contenus dans les extraits des isolats PLT8 et JOR26
ayant un pouvoir contre les bactéries pathogenes a des doses plus faibles que celles provoquant
la cytotoxicité, pourraient étre des candidats solides pour le développement de nouveaux
médicaments bactériostatique et bactéricide respectivement afin de faire face au terrible

probleme de santé mondial des bactéries multirésistantes.

Cependant, et en tenant compte des critéres de I’Institut National du Cancer américain
concernant la cytotoxicité des composes purs (CLso <4 pg/mL) (Jouda et al., 2016), et celle des
extraits bruts qui sont considérés comme des agents anticancéreux a forte activité cytotoxique
si les valeurs des ICso sont inférieures a 30 ug/mL (Minarni et al., 2017). Les résultats obtenus
par le test MTT pour les extraits des autres champignons endophytes JOR22, PLT7 et PLR9
ayant des valeurs des CCsp allant de 0.74 a 18.61 envers les cellules cancéreuses HepG2, A549,
U251 et MDA-MB 231, montrent que ces extraits peuvent étre classés comme des agents

anticancéreux avec une forte activité anticancéreuse.
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111.9. Détection de la griséofulvine par MALDI-TOF MS (Autoflex-speed).
Les analyses de spectrometrie de masse MALDI-TOF ont été effectuées sur le systéme
d’un Autoflex-Speed linear MALDI-TOF MS. Le mode ion-positif linéaire a été utilise et la

détection de la griséofulvine a été testée avec une matrice HCCA.

Le spectre de masse MALDI-TOF de la griséofulvine pure a montré un profil contenant
I'ion monoisotopique m/z 353,052, [M + H]". La griséofulvine a été également identifiée dans
I'extrait brut de Penicillium griseofulvum JOR22 par un pic a m/z 353,176, [M + H]". Les pics
ont été trouvés avec une résolution et une pureté de haute qualité dans les deux échantillons.
Par comparaison avec la masse de la griseofulvine, le MALDI-TOF MS s'est avéré ici sensible

(identification correcte a 100%) pour cette molécule (m/z 353, [M + H]).

En ce qui concerne la matrice (Controle négatif), le résultat de 1’autoflex a révélé
I’absence du pic spécifique de la griséofulvine a m/z 353. Ceci montre que la présence du pic
specifique a m/z 353 dans les spectres de la griséofulvine pure et de I’extrait brute correspond

a la détection de la griséofulvine par I’autoflex (figure 55).
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Figure 55. Spectres de la griséofulvine pure et de I'extrait brut de I’isolat JOR22 obtenus par
MALDI-TOF MS. (Les pics représentatifs sont marqués). L'axe vertical montre les intensités relatives
des ions et I'axe horizontal montre le rapport masse/charge (m/z) ou les masses d'ions (Da).

L'instrumentation de spectrométrie de masse a temps de vol par désorption / ionisation
laser assistée par matrice permet une analyse trés sensible et rapide a des niveaux femtomoles
ou méme attomolaires de biomolécules organiques et / ou de poids moléculaire élevés sans leur
destruction (Elosta et al., 2007). La technique MALDI-TOF MS est capable de détecter en
quelques minutes les isolats fongiques et leurs mycotoxines et les identifier, avec une grande

précision en utilisant seulement de tres petites quantités d'échantillons par rapport aux
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techniques conventionnelles, elle est également utilisée comme alternative aux techniques

chromatographiques (Elosta et al., 2007; Sivagnanam et al., 2017; Agriopoulou et al., 2020).

Plusieurs études ont prouvé la capacité du MALDI-TOF MS a identifier et a détecter
rapidement les métabolites secondaires bioactifs et les mycotoxines produites par des
champignons microscopiques. Elle a été utilisée pour le dépistage rapide des mycotoxines de
Alternaria, I'Alternariol, I'Alternariol monométhyl éther et la Tentoxine (Sivagnanam et al.
2017), et pour détecter rapidement I'Aflatoxine B1, la Citrinine, le Deésoxynivalénol, la
Zeéaralénone, la toxine T2 et la Griséofulvine (Hleba et al., 2017). Elle a été utilisée pour la
détection de la production de peptaibol de différentes espéces de Trichoderma (Neuhof et al.,
2007; Katoch et al., 2019). Egalement en 2018, Jerome Jeyakumar et leurs collaborateurs ont
utilisé cette technique pour détecter huit mycotoxines; Fumonisine B1, Fumonisine B2,
Désoxynivalénol, Nivalénol, 3-acéetyl-désoxynivalénol, 15-acétyldésoxynivalénol, Zéaralénone
et Aflatoxine G1 produites par diverses espéces de Fusarium (F. verticillioides, F. proliferatum
et F. oxysporum) dans des échantillons de canne a sucre infectés. De plus, Fumonisine B1,
Fumonisine B2 produits par F. verticillioides ont également été détectés par cette méthode
(Chang et al., 2016).

Dans I'étude de Petit et al., (2004), un spectrométre de masse de type piége d’ion
(ElectroSpray-lon Trap/Mass Spectrometry, ESI-IT/MS) a été utilisé pour la détection de la
griséofulvine dans I'extrait d'une souche marine de Penicillium waksmanii. Ils ont détecté cette
molécule comme [M+H]*a m/z 353. Les auteurs Rundberget et Wilkins, (2002) ont déterminé
certains types de mycotoxines produites par Penicillium spp., y compris la griséofulvine dans
les denrées alimentaires et les aliments pour animaux en utilisant LC-MS et LC-MS-MS, ils ont

détecté la griséofulvine également sous la forme [M+H]"a m/z 353.

Dans ce test, I'isolat Penicillium griseofulvum JOR22 s'est avéré capable de synthétiser
de la griséofulvine, ce qui peut expliquer la forte activité antifongique et anticancéreuse obtenue

dans les tests précédemment réalisés.

A partir de ces résultats, il est clair qu'il est possible d'analyser et/ou de détecter des
mycotoxines par la méthode linéaire du spectrométre de masse MALDI-TOF Autoflex-Speed.
Cette methode est une approche avancee, beaucoup plus rapide et efficace que les techniques
de criblage bioactives traditionnelles. Ainsi, la méthode MALDI-TOF MS pourrait offrir la
possibilité d'une détection rapide et sensible des mycotoxines ou découvrir de nouveaux
métabolites secondaires bioactifs dans des extraits bruts fongiques, en utilisant une tres petite

quantité d'échantillon et en tres peu de temps.
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La forte demande de nouvelles substances pour diverses applications humaines, surtout pour le
traitement des infections causées par des microbes multirésistants et certaines maladies trés répandues
telles que le cancer, a conduit a une recherche continue de nouvelles molécules bioactives. Les produits
naturels produits par des micro-organismes ont servi de ressources potentielles pour répondre a cette
demande importante, car ils sont trés efficaces, possedent une faible toxicité et ont un impact
environnemental mineur. Néanmoins, pour une recherche plus efficace des composés bioactifs a I'avenir
et afin avoir de nouvelles molécules efficaces, la sélection rationnelle de sources de criblage de haute
gualité est essentielle. Dans ce sens, et dans le cadre des travaux de recherche de notre laboratoire, ce
travail vise a étudier principalement les champignons endophytes isolés de deux plantes médicinales

Algériennes P. lentiscus L. et J. oxycedrus L. pour les identifier et d’évaluer leurs activités biologiques.

Dans cette étude, tous les échantillons testés ont donné au moins un isolat, le nombre des isolats,
les valeurs des taux de colonisation et d’isolement de ces deux plantes étaient significativement plus
élevés dans les racines que dans les tiges et les feuilles indiquant que la distribution des champignons
endophytes différe entre les différents tissus et les organes des végétaux.

Aprés les étapes d'isolement, et de purification, les activités antibactérienne et antifongique des
isolats de champignons endophytes de chaque plante ont été dépistées par la technique des cylindres
d’agar et celle de la double culture respectivement. Parmi les 126 isolats testés, 33 isolats seulement
étaient actifs au moins contre microorganisme pathogene. Parmi ces derniers six étaient les plus actifs a
savoir, JOR22 PLT8, PLF5, PLT7, JOR26 et PLR9

L’identification de nos isolats actifs a été réalisée en se basant sur les caractéres morphologiques
et moléculaires, ce qui a permis de les rattacher aux especes Penicillium griseofulvum, Aspergillus
neobridgeri et Micronematobotrys verrucosus respectivement (isolats JOR22, PLR9 et PLT7). Alors
gue les souches PLT8 et PLF5 ont été proposées comme nouvelle espéce dans le genre Neocucurbitaria.
et comme une nouvelle espéces appartenant a une nouvelle famille dans 1’ordre des Diaporthales pour
I’isolat JOR26.

Dans le cadre de I’optimisation des conditions de production des métabolites biactifs au niveau
des techniques de fermentation et d'extraction. Le MEA était le milieu de culture le plus approprié pour
les isolats PLT8, PLF5, JOR22 et PLR9, le PDA pour PLT7, alors que pour I’isolat JOR26 le milieu
optimum était le YMEA. Pour le type de fermentation, Les isolats PLT8 et PLF5 ont présenté une
activité antibactérienne maximale apres culture en milieu solide, les isolats JOR26 et JOR22 aprés
culture en milieu liquide, alors que pour 1’isolat PLT7, aucune différence significative n’a été observée

entre les deux types de milieu de culture.

Concernant le choix du solvants, I'activité antibactérienne maximale des extraits fongiques bruts

a été observee avec les extraits de I'acétate d'éthyle pour la plupart des isolats, a I'exception de l'isolat
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PLT7, ou aucune différence significative n'a été observée entre I'extrait d'acétate d'éthyle et de

dichlorométhane.

La comparaison des moyennes des zones d'inhibition des isolats, montre que les bactéries a
Gram positif ont une sensibilité plus grande aux extraits d'acétate d'éthyle. Les extraits des isolats PLTS,
PLT7, PLF5 et JOR26 étaient actifs uniqguement contre toutes les bactéries a Gram positif, alors que les
bactéries a Gram négatif étaient completement résistantes. Cependant, L'extrait de I'isolat PLR9 s'est
révélé avoir une activité antibactérienne importante contre les bactéries & Gram positif et une activité
modérée contre les bactéries a Gram négatif. L extrait de 1’isolat JOR22 était quant a lui actif contre
toutes les bactéries a Gram positif et négatif. Pour I’activité antifongique, les extraits des isolats PLT8,
PLF5 et PLR9 n’ont montré aucune activité, alors que le reste des isolats en particulier JOR22, PLT7 et
JOR26 ont montré une activité antifongique importante contre la plupart des dermatophytes filamenteux.

Selon les valeurs des CMI et dans 1’ensemble, 1’activité antimicrobienne, 1’efficacité et la
sensibilité dépendaient aussi bien de I’extrait et de 1’espéce microbien pathogéne. Tous les extraits
étaient hautement actifs a significativement actifs, a ’exception des extraits de JOR22 et de PLR9 qui
étaient modérément actifs contre certaines bactéries multirésistantes a Gram négatif. L’étude de la
cinétique de létalité des extraits a montré que les isolat JOR26, PLT7, et JOR22 avaient un effet
bactéricide contre les deux bactéries testées. Alors que les isolat PLT8 et PLF5 avaient un effet
bactériostatique. L’effet de I'extrait de PLR9 était bactéricide contre E. faecium 1 et bactériostatique

contre A. baumannii.

Pour I’activité antioxydante, tous les extraits ont montré une activité antioxydante a des degrés
divers. Les trois extraits fongiques PLT7, PLT8 et JOR22 se sont avérés étre les plus efficaces en
présentant une activité antioxydante in vitro dans les diverses méthodes utilisées. Cependant, les extraits
restants JOR26, PLF5 et PLR9 ont montré un spectre d'activité étroit. De plus, tous les isolats a
I’exception JOR26 PLT ont montré une bonne corrélation entre le taux des flavonoides et leur capacité

antioxydante.

Les résultats des tests antiprolifératifs contre les lignées tumorales ont montré que 1’extrait
ayant l'activité la plus élevée contre toutes les lignées était I’extrait de JOR22. L’extrait de PLT7 a
également montré un effet cytotoxique tres fort surtout contre les lignées A549, U251 et HepG2. Enfin,
I’extrait de I’isolat PLR9 était le moins actif. Concernant les extraits de PLT8, PLF5 et JOR26 testés

contre les lignées saines, un effet cytotoxique faible a été observé.

Les valeurs des CCso des extraits de PLT8 et JOR26 contre les cellules non cancéreuses
humaines étaient supérieures aux valeurs des CMI obtenues contre toutes les bactéries testées. Par
conséquent, les résultats de cette étude suggeérent que les composés contenus dans les extraits des isolats
PLT8 et JOR26 ayant un pouvoir contre les bactéries pathogénes a des doses plus faibles que celles
provoquant la cytotoxicité. Alors que les extraits des autres champignons endophytes JOR22, PLT7 et

PLR9 peuvent étre classés comme des agents anticancereux avec une forte activité antiproliférative.
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Les endophytes JOR22 et PLR9 étaient les meilleurs producteurs de L-asparaginase, suivi par
l'isolat PLT8 et en fin I’isolat PLTS qui a montrait I’activité la plus faible. Notre étude indique clairement
I'importance des espéces endophytes fongiques, en particulier celles appartenant aux genres Aspergillus
et Penicillium, qui pourraient étre une bonne et puissante source alternative pour la production de
I'enzyme anticancéreuse L-asparaginase utilisée dans le traitement de la leucémie lymphoblastique

aigue.

En utilisant le MALDI-TOF MS, I'isolat Penicillium griseofulvum JOR22 s'est avéré capable de
synthétiser de la griséofulvine, ce qui peut expliquer la forte activité antifongique et anticancéreuse
obtenue lors de cette étude.

Sur la base des activités biologiques intéressantes obtenues par les extraites des isolats de cette
étude, nous suggérons de maniere convaincante que ces isolats pourraient étre des candidats solides et
prometteurs pour la découverte et le développement de nouveaux métabolites bioactifs, et encourageant

ainsi la poursuite des recherches sur les produits bioactifs qu’ils sécrétent.

Les perspectives de ce présent travail sont multiples et les principales peuvent étre résumées

comme suit :

- L’optimisation de la production des métabolites, par la recherche des meilleures conditions (effets des
sources carbonées et azotées, éléments minéraux, aération, pH, etc.) en utilisant des méthodes plus

efficaces comme response surface methodology (RSM).

- La poursuite des études sur tous les isolats en purifiant leurs métabolites secondaires bioactifs, en
déterminant leurs structures chimiques et leur CMI contre des germes pathogénes multirésistants aux

antibiotiques.

- Il serait intéressant d’étendre la recherche des génes codant pour les PKS et les NRPS a toutes les
souches, et de procéder au séquengage de ces génes afin d’avoir une idée sur les molécules bioactives

produites par ces souches.

- Tester le pouvoir de production d’autre métabolites telles que la production des enzymes et les

nanoparticules.
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Annexe 1. Composition des milieux
Potato Dextrose Agar (PDA)

Pomme de terre 200g
Glucose 20g
Agar 159
Eau distillée 1L
pH:51+0.2

Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA)

Dextrose 409
Peptone 10g
Agar 159
Eau distillée 1L
pH5.6 £0.2

Yeast Extract Agar (YEA)

Extrait de levure 39
Peptone 59
Agar 159
Eau distillée 1L
pH7.2+0.2

Malt Extract Agar (MEA)

Extrait de malt 20¢g
Dextrose 209
Peptone 649
Agar 159
Eau distillée 1L
pH5.4+0.2

Yeast Malt Extract Agar (YMEA)

Extrait de levure 39
Extrait de malt 39
Dextrose 109
Peptone 5¢
Agar 159
Eau distillée 1L
pH6.2+0.2

Modified Czapex Dox’s agar (MCD)

Glucose 24
L-asparagine 10g
KH2PO4 1.52¢g
KCI 0.52¢
MgSO4 7TH20 0.52¢g
CuNO33H20 0.001¢g
ZnS04 7 H20 0.001g
FeSO4 7 H20 0.001g
Agar 209
Rouge de phénol (2.5%) 0.3 ml
Eau distillée 1L
pH 6.2

Yeast extract sucrose agar (YES)

Yeast extract 49
Sucrose 209
KH2PO4 1lg
MgSO4 05¢g
Agar 159
Eau distillée 1L

pH 6.2 +/- 0.2
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Abstract

The in vitro antibacterial activity of the endophytic fungus Aspergillus
neobridgeri PLR9 (isolated from the plant Pistacia lentiscus) against a wide
range of tested bacteria were studied. The maximum inhibitory activity was
found on malt extract agar medium with a mean inhibitory zone of 11.3 mm
(p<0.05). The ethyl acetate extract showed a significant inhibitory zone of 13.4
mm (p<0.05), followed by dichloromethane 9.1 mm. Whereas, n-hexane
extract showed no activity. The largest inhibition zones were observed against
Staphylococcus aureus 3, S. aureus 5 and Escherichia coli 1 with 21.0 mm of
diameter. The MIC's were ranged between 312.5 and 1,250 pg/mL. The MBC's
were <2500 pg/mL for most Gram positive bacteria and 22500 pg/mL for
most Gram negative bacteria. Time kill assay study against the Enterococcus
faecium showed a bactericidal effect at 4x MIC and bacteriostatic against
Acinetobacter baumannii at different concentrations. Moreover, it is the first
report, PLR9 isolated as endophyte and studied for their antimicrobial
activity.

Introduction

Endophytic fungi are present in all plant species
studied so far and they can be found in the internal
tissues of roots, stems, leaves, flowers, fruits or seeds
(Tanapichatsakul et al., 2018). They received habitat and
nutrients from their hosts and protect their hosts
chemically from browsers, insects, biotic and abiotic
stresses and improve plant growth of their host
(Ibrahim et al., 2018; Malhadas et al., 2017).

Endophytes produce bioactive compounds similar to
those in the host plant (Yu et al.,
novel chemical skeletons of secondary metabolites have
antimicrobial, antiparasitic, cytotoxic, anti-inflamma-
tory, antitumor, antioxidant and neuroprotective acti-

vities (Malhadas et al., 2017).

Due to their ability to produce of a wide range biologi-
cally active compounds and their ability to inhibit
several pathogens in the plant, animal and human;
endophytes from medicinal plants are becoming more
interesting to be explored and are considered a promi-
sing resource for new bioactive compounds (Atiphasa-
worn et al., 2017).

Several studies have shown the ability of different
species of endophytic fungi to inhibit pathogenic micro-
organisms, for example; Aspergillus terreus and Asper-
gillus tubingensis (Yadav et al., 2016), Diaporthe terebin-
thifolii LGMF907 (de Medeiros et al., 2018), Phomopsis
prunorum (Qu et al., 2020), P. griseofulvum TPL25 (Luo et
al., 2015), Alternaria GFAV15 (Yadav et al, 2020),
Alternariatenuissima OE7 (Chatterjee et al.,, 2019) and
Trichoderma koningiopsis QA-3 (Shi et al., 2020).

2014). In addition,
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Among 16 fungal strains isolated from the Erigeron
canadensis, the ethyl acetate extract of strains NPR003
and NPRO005 showed the strongest antifungal inhibitory
effects (Bai et al., 2017). Bai et al. (2019) isolated six
endophytic fungal strains from Rumexmadaio, strains L1
and R1 belonged to the Colletotrichum and Fusarium
genera respectively had stronger inhibitory effects on
Staphylococcus aureus, and the R1 isolate was the source
of two known antimicrobial agents dibutylphthalate
and beauvericin. Another known metabolite named
resorcinol type of lipid (compound 1) was purified from
extract of the endophytic fungus Chaetomium cupreum
isolated from the ornamental plant Mussaenda luteola.
This compound showed significant antibacterial against
Mycobacterium with MIC of 6.3 pg/mL, and also
exhibited a strong inhibition against both E. coli (ATCC
25922) as well as S. aureus (ATCC 25923) (Shylaja et al.,
2018). The endophytic fungi Aspergillus terreus and
Trichoderma virens associated with Sri Lankan plants
have the capacity to produce the compounds
butyrolactone I and 9-epiviridol respec-tively. Both
compounds exhibited MIC values in the range 128-256
pg/mL against Gram positive Bacillus subtilits, S. aureus,
methicillin resistant S. aureus (MRSA) and Escherichia
coli (Ratnaweera et al., 2018).

The species of Pistacia lentiscus belong to the family
Anacardiaceae composed of more than eleven species.
Fruits and leaves parts of P. lentiscus tree are commonly
used in traditional Algerian medicine for the treatment
of eczema, paralysis, diarrhea throat infection, jaundice
and asthma. The plant oil is used for the treatment of
small wounds, burns, coughs and erythema, respiratory
problems of allergic origin and ulcers.

The leaf extracts of P. lentiscus, and P. atlantica have
good antifungal activity and low antibacterial activity
(Benhammou et al., 2008).

Endophytic fungi of the plant P. lentiscus are not yet
studied for their antimicrobial activity. For these
reasons, this paper is focused on the screening of
antimicrobial activity of bioactive secondary metabo-
lites produced by endophytic fungus PLR9 isolated
from P. lentiscus.

Materials and Methods
Sampling of P. lentiscus

The fresh leaf, stem and root of P. lentiscus were
collected from the Mansoura mountain located in the
east of Bordj Bou Arreridj (36.052538 N, 4.491563 E),
Algeria in March 2014. The identification of the plant
was carried out in the Botanic Laboratory, Farhat Abbas
University. The plant samples were kept in a sealed
plastic bag and returned to the laboratory on the same
day and the isolation of the endophytic fungi
commenced within 24 hours of the collection of plant
samples (Zerroug et al., 2018).

Isolation and preservation of endophytic fungus PLR9

The fungus PLR9 was isolated as a symptomless
endophyte from the P. lentiscus. The plant samples were
washed with running tap water, allowed to dry at room
temperature. Before surface sterilization, the plant
material was cut into small pieces (approximately 3
cm). The sample fragments were successively surface
sterilized by immersion into 70% ethanol (1 min) and
2% sodium hypochlorite (3 min), 70% ethanol for 30 sec
and then finally rinsed with sterilized distilled water
three times for 2 min. The roots were aseptically placed
on the petri dishes containing solid culture medium
potato dextrose agar supplemented with penicillin (30
mg/L) and gentamicin (30 mg/L) to suppress the
bacterial growth and incubated at 28°C until the
outgrowth of endophytic fungi was discerned. Emer-
gent fungi were isolated and inoculated into the fresh
potato dextrose agar antibiotic-free medium and incu-
bated at 28°C for 7 days. This step was repeated several
times until the pure endophytic fungal stain with
uniform colony was obtained. The water washing from
the surface-sterilized samples showed no microbial
growth on the potato dextrose agar after 10 days of
incubation under the same condition. The isolate was
maintained by a periodic transfer onto the potato dex-
trose agar at 4°C for short-term preservation and in
sterile distilled water containing 30% v/v of glycerol for
long-term preservation (Campos et al., 2015).

Morphological characteristics

The fungus PLR9 was identified initially based on the
colony morphology inoculated onto the malt extract
agar and potato dextrose agar media and incubated at
28°C for 10 days, after that all characteristics macros-
copic and microscopic were noted. The microscopic
identification of fungus was carried out by the lacto-
phenol staining technique (Arevalo et al., 2009).

DNA extraction, PCR amplification and sequencing

The PLRY isolate was inoculated onto the malt extract
agar and incubated at 28°C for 5 days. Genomic DNA
was extracted after that using the ultraclean microbial
DNA isolation kit (MoBio, USA) as described in the
manufacturer’s protocol, and then the extracted DNA
was stored at -20°C. Standard gene regions ITS, BenA
and calmodulin were used for molecular identification.
ITS region was amplified using primers V9G, 5'-
TTACGT-CCCTGCCCTTTGTA-3' (forward) and LS266,
5-GCATTCCCAAACAACTCGACTC-3" (reverse),
while BenA region was amplified using the primers
Bt2a-F  5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3'
(forward) and Bt2b-R 5-ACCCTCAGTGTAGTGA-
CCCTTGGC-3'(reverse), for the calmodulin the primers
CMD5-F  5-CCGAGTACAAGGARGCCTTC-3' and
CMD6-R 5'-CCGATRGAGGTCATRACGTGG-3" were
used. Polymerase chain reactions (PCR) were perform-
ed using Veriti 96-well thermal cycler (Applied Bio-
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systems, USA). The final reaction volume that used was
25 pL, which containing 1 pL of genomic DAN, 2.5 pL
of 2.5 uM forward and reverse primers, 2,5 uL of Taq
buffer + KCI-MgCl, (Fermentas), 2.5 pL of 25 mM
MgCl, (Fermentas), 2 uL of 2.5 mM dNP mix, 0,25 of 5
U/uL Taq DNA polymerase (Fermentats), and 11.75 pL
of sterile deionized water. The thermal cycler program
for ITS was as follows: start step of 5 min at 95°C,
followed by 35 cycles of 30 sec at 95°C, 30 sec at 55°C
annealing temperature, and 1 min at 72°C, followed by
a final extension of 7 min at 72°C. 3-Tubulin and calmo-
dulin, the thermocycling conditions for amplifications
had an initial denaturing step of 94°C for 10 min, 36
cycles of 94°C for 5 sec, 58°C (B-tubulin) and 56°C
(calmodulin) for 45°C, 72°C for 1 min, followed by a
final elongation step at 72°C for 7 min (Visagie et al.,
2013; Demurel, 2016).

The PCR products were separated by electrophoresis
and then purified and sequenced. The ITS locus was
sequenced using V9G, LS266, ITS1-5" TCCGTAGGTG-
AACCTGCGG-3" and ITS4-5TCCTCCGCTTATTGA-
TATGC-3, while pB-tubulin and calmodulin were sequ-
enced using the same primers as those for the PCR
amplification. Sequencing reactions were performed in
an automated DNA Sequencer CEQ 8000 Genetic
Analyses System.

Phylogenetic analysis

The ITS, p-tubulin and calmodulin gene sequences were
disposed into GeneBank Data Library with the ace-
ssion numbers (MK600510), (MK680531) and (MK-
680532) respectively. Thereafter, consensus sequence
data of the three loci were blasted against the NCBI
GeneBank database. A sequence dataset was created for
each locus using newly generated sequences and those
loaded from GeneBank. For phylogenetic analysis, the
multiple sequence alignment was carried out using
MUSCLE software in the MEGA 7 package, followed by
manual adjustments. Maximum likelihood analyses
were applied to all individual and combined ITS, (-
tubulin and calmodulin alignment using MEGA 7 with
the Tamurai-Nei model. Support of the internal bran-
ches of the trees was assessed by the bootstrap method
with 1000 replications. The phylogram is rooted in the
Aspergillus flavus CBS 100927 (Visagie et al. 2013;
Houbraken et al., 2014; Siqueira et al., 2017).

Optimization of optimal culture medium for the
production of antimicrobial substances

To optimize the production of antibiotics, five culture
media recommended were tested: malt extract agar,
potato dextrose agar, Sabouraud dextrose agar, yeast
extract sucrose agar and yeast extract malt extract agar.
The antimicrobial activity test was carried out by the
agar cylinder technique described above against E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, Citrobacter
freundii ATCC 8090, Salmonella typhimurium ATCC

13311, S. aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
49452, methicillin-resistant S. aureus (MRSA) ATCC
43300, B. cereus ATCC 49452 and one yeast C. albicans
ATCC 1024. After collecting the results, a comparison of
the inhibition zone averages was made to determine the
best production medium that was used in the next
fermentation (Devaraju and Satish, 2011).

Fermentation and crude extracts preparation

The crude extracts of endophytic fungus were obtained
using the modified method of Sharma et al. (2016). The
mycelial agar plugs with 1 cm in diameter were excised
from the periphery of 7-days-old PLR9 culture, and the
two plugs were inoculated into 250 mL Erlenmeyer
flasks containing 100 mL of malt extract broth medium
selected in the previous step. The flasks were incubated
at 28°C for 21 days with periodical shaking at 150 rpm.
After the complete growth, the cultures were taken out
and filtered through sterile cheesecloth to separate the
mycelial mass from the fermented broth. The resulting
filtrates were extracted three times by sequential
solvent extraction procedure using three solvents with
different polarity: n-hexane, dichloromethane and ethyl
acetate. An equal volume of solvents was added to the
filtrate, and the flask that contains the mixture was
placed on the shaker for 2 hours to allow complete
extraction. The filtrate and the solvents were taken in a
separation funnel and then kept for one hour till the
two immiscible layers formed. Then, the organic layer
was recovered and evaporated in a rotavapor ((R-215,
BUCHI Labortechnik AG, Flawil, Switzerland). The
fungal extracts were then dissolved in dimethyl
sulfoxide, passed through 0.22 pum filtration membrane
and kept at 4°C.

Choice of the best solvent for extraction

In order to determine the best solvent for extraction
which was used in the following steps: the obtained
extracts in the solvents (ethyl acetate, dichloromethane
and n-hexane) were tested for their antimicrobial
activities. The obtained results were then processed
statistically. The antimicrobial activity was performed
using wells diffusion method against 8 bacteria, E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, C. freundii
ATCC 8090, S. typhimurium ATCC 13311, S. aureus
ATCC 25923, E. faecalis ATCC 49452, methicillin-
resistant S. aureus ATCC 43300, B. cereus ATCC 49452
and one yeast C. albicans ATCC 1024. Each bacterial
strain was grown in plate count agar at 37°C for 18-24
hours to obtain a freshly grown pure culture. Some
colonies from each bacterium were suspended in 0.8%
NaCl and were mixed for 15 sec to ensure homogeneity.
The turbidity was adjusted to match of a 0.5 Mac-
Farland standard to have optical density of 0.08-0.1 at
625 nm corresponding to 1 x 108CFU/mL using a
spectrophotometer (Jenway 7310, Cole-Parmer). The
bacterial suspension was swabbed with a sterile cotton
swab evenly in the plate in which 30 pL of sterilized
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Box 1: Agar plug diffusion assay
Principle

Antimicrobial activity was screened for its inhibitory zone by
the agar plug diffusion method.

Requirements

Microorganism [endophytic fungus (PLR9); Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC
49452) and yeast Candida albicans (ATCC 1024)]; Potato
dextrose agar; Mueller-Hinton agar medium; Sabouraud agar
medium;

Procedure

Step 1: Fungus was grown on the surface of potato dextrose
agar in petri dishes at 28°C for 14 days, 6 mm diameter of
actively growing fungal culture discs from potato dextrose

agar plates were cut using a sterile cork borer and placed on
the surface of the Mueller-Hinton agar medium seeded with
test bacteria and Sabouraud agar medium seeded with yeast.

Step 2: These plates were sealed with parafilm and kept in a
refrigerator at 4°C for 4 hours to complete diffusion of
antimicrobial compounds.

Step 3: The petri dishes were incubated at 37°C four 24 hours
for bacteria and 72 hours for yeast.

Step 4: After incubation time, antimicrobial activity was
determined by the presence of inhibition zones around the
endophytic fungus plug and was measured in mm.

References
Astuti et al., 2014
References (video)

Marti et al., 2018; Merah et al., 2018; Qaralleh, 2018; Semerci et
al., 2020

fungal extract was loaded. Dimethyl sulfoxide was used
as a negative control. Petri dishes were incubated at 37°
C for 24 hours and the diameters of the clear inhibition
zones surrounding the holes were measured with a
ruler and recorded in mm (Abiala et al., 2016; Mefteh et
al., 2018).

Large-scale fermentation and semi-purification

After the selection of ethyl acetate as the best solvent for
extraction, the preparation of the semi-purified ethyl
acetate extract was carried out in a similar manner as
that was used in the above step. But before concen-
trating, the ethyl acetate fraction was washed with an
equal volume of water to remove the remaining polar
constituents and salts. The dried ethyl acetate extract
was further partitioned between n-hexane and 90%
methanol (1:1) to remove fatty acids and other non-
polar constituents. The remaining 90% methanol phase
was concentrated using a rotary evaporator and finally
dissolved in dimethyl sulfoxide (Kumar and Kaushik,
2013).

Antibacterial activity of ethyl acetate extract against
multi-drug resistance

Semi-purified ethyl acetate extract fraction was tested
for its ability to inhibit the growth of human pathogenic
bacteria using the agar well diffusion assay as described
above. A wide range consisting of 25 bacteria were
used. Dimethyl sulfoxide was used as a negative con-
trol, vancomycin and imipenem as a positive control for
Gram positive and Gram negative bacteria respectively
(Abiala et al., 2016).

Minimum inhibitory concentration (MIC)

The minimum inhibitory concentration of antimicrobial
compound, which is identified as the lowest concentra-
tion of this compound at which there is no visible
growth of bacteria of fungi. MIC values of PLR9 ethyl
acetate extract were determined by broth microdilution

technique in 96-well microliter plates with minor modi-
fication, following the recommendations of the Clinical
and Laboratory Standards Institute (Rani et al., 2017).
Muller Hinton broth was made and sterilized using an
autoclave. 90 pL of sterile Muller Hinton broth was
added to each well of the microliter plate followed by
the addition of fungal extract in dimethyl sulfoxide
(stock solution 5,000 pg/mL dissolved in 1/10t diluted
dimethyl sulfoxide in sterile Muller Hinton broth) in the
first row of the microliter plate. And then, serial dilu-
tions were performed to get final concentrations ran-
ging from 4.9 to 2,500 pg/mL using the micropipette
(A1-A10). The test microorganisms were grown in
Muller Hinton broth at 37°C for 18-24 hours and adjus-
ted to 0.5 McFarland standard corresponding to the
optical density (ODsps 0.08-0.1). The adjusted cultures
were then diluted 100 times in Muller Hinton broth and
used as inoculum at a final concentration to approxi-
mately 105 colony forming units (CFU). Each plate had a
negative control contained Muller Hinton broth with
test microorganisms in column A1l and blank control
to check the sterility consisted only of Muller Hinton
broth in the column A12. 1/10t diluted DMSO was
used as a negative control. The plates were incubated at
37°C for 24 hours. After incubation, 10 pL of 0.2% 2,3,5-
triphenyl tetrazolium chloride solution was added to
each well and then plates were incubated at 37°C for 1
hour. A visible change of color purple to pink indicated
the growth of microorganisms.

Determination of minimmum bactericidal concentration
(MBC) and MIC index

The minimum bactericidal concentration was deter-
mined using the results of the MIC assay. The concen-
trations showing no visible growth of bacteria were
identified, 10 pL of the sample from each well was
taken and streaking on agar plates to judge the viabi-
lity. All the plates were then incubated at 37°C for 24
hours, the lowest concentrations of the extract that did
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not produce any bacterial growth (prevention the
growth of >99.9% microbial cells) on the solid medium
were regarded as MBC values for this extract. To deter-
mine the efficacy and the effect bactericidal of bacterio-
static on the bacterial growth of ethyl acetate extract,
MIC index (MBC/MIC) was calculated. If MBC/MIC is
<4, then it is bactericidal and if MBC/MIC is >4, then it
is bacteriostatic (Rakholiya et al., 2015).

Time kill curve studies

Time kill analysis is a method used to measure the
change in the number of bacterial colonies in the culture
medium upon the addition of the sample over time. The
lethal effect of PLR9 extract was performed using time
kill assay as described elsewhere (Rani et al., 2017;
Perim et al., 2018) with some modifications. Bacterial
density of Enterococcus faecium 1 and Acinetobacter
baumannii cultures was adjusted to a 0.5 McFarland
standard, after that suspensions were diluted 1/10 time
in Muller Hinton broth medium. A volume of 200 pL of
bacterial suspension was introduced into 15 mL sterile
falcon tubes containing 1800 uL of Muller Hinton broth,
with different concentrations of extract fixed at 1x MIC,
2x MIC, and 4x MIC. The final concentration of
bacterial suspension yielded was approximately 5 x 105
CFU/mL. Falcon tubes containing 1% dimethyl
sulfoxide, bacterial inoculum and Muller Hinton broth
without PLR9 extract were used as a positive control.
All samples were then incubated at 37°C in a rotary
shaker at 150 rpm. A volume of 100 uL of samples was
pipetted out from each tube at 0, 1, 2, 4, 6, 12 and 24
hours, diluted 4 serially and 25 pL of diluted samples
were spreaded over freshly prepared Muller Hinton
agar and incubated at 37°C for 24 hours. After the
incubation period, the emergent bacterial colonies were
counted and compared with those of control. The
reduction percentage in the total viable count of CFU
was counted using the following formula:

Initial count - Count at x interval

%Reduction = x 100

Initial count

The logarithm of the viable counts (CFU/mL) was plot-
ted against time to determine the killing rate. Generally,
the bactericidal effect is obtained with a lethality per-
centage of 90% for 6 hours, which is equivalent to 99.9%
(=3 logo) of lethality after 24 hours of incubation, but if
the original inoculum is maintained or the reduction
less than 99.9% (23 logio) of the total number of CFU/
mL in the original inoculum, the effect is bacteriostatic.

Statistical analysis

Statistical analysis was done by SAS/STAT® 9.2
software. Results of the antibacterial activities analysis
were done by the one-way ANOVA followed by the
Student-Newman-Keuls MULTIP-rank test to compare
the averages of inhibition zones. The results were

expressed as means *= SD. The difference was
considered statistically significant when p<0.05.

Results
Isolation and identification of the endophytic fungus

PLR9 colony exhibited a rapid growth on malt extract
agar and potato dextrose agar. The colony diameters
after 7 days of incubation were 36-38 and 38-40 mm
respectively. Mycelium white and no production of
spores on both culture media after 7 days of incubation,
the colony reversed yellowish to light brownish on
potato dextrose agar and brown on malt extract agar.
Extensive sporulation with yellowish-brown color was
observed after prolonged incubation (since the 8th day
of incubation), Conidia were globose and smooth, in
short chains and vesicles spathulate. After 7th day, the
fungus begins to produce reddish-brownish pigment in
both culture media and became brown at the age on
malt extract agar. Exudates secretion was observed only
on malt extract agar and no sclerotia detected on both
culture media (Figure 1).

The sequenced genes (internal transcribed spacer
rDNA: 605 pb), p-tubulin (BenA: 520 pb) and calmo-
dulin (CaM: 600 pb) of PLRY isolate were disposed in
GenBank database under accession numbers MK-
600510, MK680531 and MK680532 respectively. The
BLAST search using GenBank database of the internal
transcribed spacer, BenA and calmodulin sequences
showed that PLRY isolate shared 99% similarities with
A. neobridgeri NRRL 13078.

The aligned data sets of internal transcribed spacer,
BenA and calmodulin sequences for 30 strains inclu-
ding, PLRY isolate and type or reference strains of
related species and an out-group, were used for
phylogenetic analysis. Maximum likelihood analyses
were applied to all individual and combined genes.

Single and combined genes analyses of sequences
revealed similar topologies with minor differences in
the support values of the internal nodes. The internal
transcribed spacer marker was the least informative,
being unable to discriminate between closely related
species. Maximum likelihood of tree based on the
concatenated genes was used for presenting phylo-
genies (Figure 2), the tree was rooted in A. flavus CBS
100927, bootstrap support from 1000 replicates is shown
at the nodes. The phylogeny based on the single and
combined gene sequences shows that PLR9 is closely
related to the species A. neobridgeri NRRL 13078
supported by bootstrap values for likelihood (ML>
99%).

Morphological identification allowed to identify PLR9
isolate at the genus level as belonging to the Aspergillus
genus. The identification at the species level was then
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Figure 1: Morphological characteristics of PLR9 isolate: Colony surface on potato dextrose agar (A), malt extract agar (B) after 7
days, potato dextrose agar (C), malt extract agar (D) after 10 days of incubation at 28 °C. Conidiophore + exudates under zoom
stereo binocular microscope (E). Conidia (F), Conidiophore, mycelium (G) under microscope, and reddish/brownish pigments

production (H)

confirmed by the molecular identification. Based on the
morphological and molecular identification, the PLR9
isolate was identified as A. neobridgeri belongs to the
Circumdati section.

Preliminary antimicrobial screening

The fungus showed a wide spectrum, inhibiting both
Gram positive and Gram negative bacteria. PLR9 isolate
exhibited moderate activity against B. cereus ATCC
49452 with a zone of inhibition of 10 mm, however,
against S. aureus ATCC 25923 and E. coli ATCC 25922.
The activity was stronger with inhibition zones of 15
and 16 mm respectively. On the other hand, the
endophytic isolate showed weak to no ability to inhibit
the growth of P. aeruginosa ATCC 27853 and C. albicans
ATCC 1024 tested in this study respectively (Table I).

Choice of optimal culture medium and solvent for the
production and extraction of antimicrobial substances

To improve and select the best culture medium that
allows the best production of the molecule bioactives,
five culture media were tested; malt extract agar, potato
dextrose agar, Sabouraud dextrose agar, yeast extract
sucrose agar and yeast extract malt extract agar. The
antimicrobial activity test was conducted by the agar
cylinder technique. The maximum of the average of
inhibition zones (11.3 mm) was recorded in malt extract
agar medium and it was significantly higher than the
other used media (p<0.05). In the second position, the

potato dextrose agar medium showed an average of
inhibition zones of 5.3 mm followed by yeast extract
sucrose agar medium with an average of 1.2 mm. While
Sabouraud dextrose agar and yeast extract malt extract
agar showed the lowest activity (Figure 3).

Based on the preliminary screening of medium selec-
tion, only one medium was selected for metabolites
production. PLR9 was fermented in malt extract broth
and the produced secondary metabolites were extracted
using three solvents, ethyl acetate, dichloromethane
and n-hexane. Crude extract from ethyl acetate has
shown the highest mean of inhibition zone of 13.4 mm
with a significant difference at p<0.05, followed by
dichloromethane that had a moderate antibacterial acti-
vity of 9.11 mm (Figure 4). The yeast Candida albicans is
still resistant to both extracts. Whereas, using n-hexane
extract, no activity had been shown against all the
tested microorganisms.

Antibacterial activity of ethyl acetate extract against
multidrug-resistant bacteria

Ethyl acetate crude extract of PLR9 isolate was found to
have significant antibacterial activities against Gram
positive bacteria followed by moderate activity against
Gram negative. The largest inhibition zones were obser-
ved against S. aureus 3, S. aureus 5 and E. coli 1 with 21
mm of diameter. In contrast, 9 mm was observed
against K. pneumoniae 1 and K. pneumoniae 2 as the
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weakest zone. However, the strains P. aeruginosa 2 and
P. aeruginosa 3 are the most resistant bacteria (Table II).
The comparison of means of inhibition zones shows
that the Gram positive have a greater sensitivity to the
ethyl acetate extract (17.96 mm) with respect to that of
Gram negative bacteria (11 mm).

The MIC’s obtained in this study were ranged between
312.5 and 1250 pg/mL. The MBC’s were < 2500 pg/mL
for most Gram positive bacteria, but for most Gram
negative bacteria were 22500 pg/mL. The MBC/MIC
ratio was found always <4 for all Gram positive
bacteria, which showed that the effect of ethyl acetate
extract was bactericidal. On other hand, the extract had
bacteriostatic effect (MBC/MIC 2 4) against most Gram
negative bacteria, in particular K. pneumoniae 1, K.
pneumoniae 2, P. aeruginosa 2 and P. aeruginosa 3 which
confirms the resistance founded in the precedent part
(Table III).

Time kill curve studies

Time kill assay was performed over a period of 24
hours with the E. faecium 1 and A. baumannii being
exposed to MIC, 2x MIC and 4x MIC values of ethyl
acetate extract of PLRY isolate. A graph was plotted
between the logarithmic number of CFU/mL and time
(Figure 5). The bactericidal effect is obtained with a
percentage of 99.9% of lethality for 24 hours, but if the
original inoculum is maintained or the reduction of less
than 99.9% of the total number of CFU/mL in the
original inoculum, the effect is bacteriostatic. For E.
faecium 1, and after 24 hours of contact, time kill assay
showed >99.9% of reduction at 4x MIC, but no
significant reduction observed at MIC and 2x MIC
concentrations. The time kill assay for A. baumannii, any
reduction was observed at the MIC and 2x MIC
concentrations, the maximum reduction noted was
23.7% at 4x MIC value. Therefore, the effect of fungal
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Table I

Zone of inhibition of endophytic fungi

PLRY against test microorganisms

Test microorganism Inhibition zones (mm)

Aspergilus flavus QQSG-3 isolated from Kandelia obobata
(Wu et al, 2018), Aspergillus sp. from Trpterygium
wilfordii (Qi et al., 2018). Aspergillus nidulans from
Nyctanthes arbor-tristis (Sana et al., 2018). Cheng et al.
(2018), they are found that the genus Aspergillus was
among the most dominating endophytic fungi isolated
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Figure 3: Effect of culture media (A) and solvent used (B) on antibacterial activity of PLR9 isolate, means with the same letter are
not significantly different at (p<0.05); MEA (malt extract agar), PDA (potato dextrose agar ), YSEA (Yeast extract sucrose agar),
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significantly different at p<0.05

extract at 4x MIC concentration was bactericidal for E.
faecium 1 and bacteriostatic against A. baumannii at all
different concentrations, this confirms the resistance of
Gram negative bacteria found during the first and
second screening and MIC part.

Discussion

Based on the morphological identification, the PLR9
isolate was identified as Aspergillus sp. Phylogenetic
analysis of sequence parts of ribosomal RNA, BenA and
CaM genes indicated that PLR9 is a member of
Circumdati section and very close to the A. neobridgeri
species supported by bootstrap values for likelihood
(ML >99 %).

In all previous studies, A. neobridgeri has never been
isolated from plants as endophyte. This is the first time,
and in this study, where it was isolated from P.
lentiscus. This species was first characterized in 2004 by
Frisvad et al. (2004), it was isolated from soil in
Nebraska, U.S.A., and has been described and validated
as new species. However, various species of the
Aspergillus genus have been isolated from different
plants. Aspergillus flavipes Y-62 from Suaeda glauca
(Akhter et al., 2018), Aspergillus tennesseensis from inner
tissue of an unidentified marine alga (Li et al., 2018).

isolate may be of origin from the soil of the rhizospheric
part and has some degree of specificity to both plant
and the organ (James et al., 2012).

For the choice of the optimum culture medium, the
malt extract agar was the best medium allowing the
highest production of bioactive secondary metabolites.
These results support the finding of Singh et al. (2012)
and Kumari et al. (2018) who found malt extract agar
as the best medium. On the other hand, Bhagat et al.
(2016), (Thamilvanan et al. (2018), Deka and Jha, (2018)
and Toghueo et al. (2018) were reported the potato
dextrose agar as the best medium for the maximum
growth and production of metabolites. Kalyani et al.
(2016) found that the maximum growth and metabolite
production by Aspergillus niger when Sabouraud
dextrose agar is used. In the present study, ethyl acetate
was found to be the best suitable solvent for maximum
extraction of bioactive molecules. Many similar results
were reported earlier which correlates with this work.
Goutam et al. (2016) reported that among the three
organic solvents used, the crude metabolites of
Aspergillus terreus (JAS-2) extracted using ethyl acetate
showed maximum cell inhibition against pathogenic
bacteria. Similarly, results reported by Singh et al.
(2015) regarding antibacterial activity of the endophytic
fungus Alternaria sp., crude extract from ethyl acetate
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Table II
Zone of Inhibition (mm)

Test microorganisms PLR9 extract Positive control Negative control

Gram positive bacteria Vancomycin 30 DMSO
Bacillus cereus 16.5+21 19 0
Micrococcus luteus 19.5+£0.7 27 0
Microbacterium yannicii 16.5+0.7 46 0
Staphylococcus aureus 1 185+0.7 20 0
Staphylococcus aureus 2 19+0 21 0
Staphylococcus aureus 3 21+0 21 0
Staphylococcus aureus 4 19.5+0.7 20 0
Staphylococcus aureus 5 21+0 19 0
Enterococcus faecalis 1 17+0 19 0
Enterococcus faecalis 2 14+0 18 0
Enterococcus faecalis 3 12 0 20 0
Streptococcus pyogenes 210 Non-detectable 0

Gram negative bacteria Imipenem 10 DMSO
Citrobacter freundii 16.5+21 30 0
Acinetobacter baumannii 125+0.7 0 0
Pseudomonas aeruginosa 1 95+0.7 24 0
Pseudomonas aeruginosa 2 0+0 0
Pseudomonas aeruginosa 3 00 0
Proteus mirabilis 18+0 0 0
Salmonella typhimurium 00 22 0
Escherichia coli 1 21+14 30 0
Escherichia coli 2 l6+14 31 0
Escherichia coli 3 16£0 29 0
Escherichia coli 4 155+0.7 21 0
Klebsiella pneumoniae 1 9+0 18 0
Klebsiella pneumoniae 2 9+0 17 0

Figure 4: Antibacterial activity of extracts of PLR9 isolate, B. cereus (A), Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 2 (B), E. coli (C)
and C. freundii (D)

showed very good results compared to other solvents. these compounds having a specific effect against bacte-
_ . o . ria but no against yeast. This technique is easy and
The antibacterial activity obtained by plug agar method  yidely used to detect non-volatile compounds produ-

for the PLRY isolate may be due to the secretion of  ced by microorganisms (Sadrati et al., 2013; Hamzah et
diffusible extracellular metabolites in the agar medium, a1, 2018). It has been clearly reported that the anta-
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gonistic properties are largely influenced by the quality
of the medium and the type of organisms. The
biosynthesis of antibiotic substances was found to be
largely influenced, both quantitatively and qualitatively
by the composition of the medium (Selvamohan et al,,
2016; Abdelghani, 2017). The maximum zone of
inhibition that was recorded with malt extract agar
medium indicate that their ingredients induced and
which may serve as precursors for the biosynthesis of
bioactive secondary metabolites by the isolate PLRI.
The selection of the suitable solvent system highly
depends on the specific nature of the bioactive
compound targeted. Different solvents have ability to
extract the bioactive compounds from culture broth,
where; hexane and diethyl ether to isolate non-polar
compounds, while ethyl acetate, dichloromethane, and
chloroform were used to extract semi-polar compounds
(Djamaan et al., 2018). Ethyl acetate was recognized as
the best organic solvent which could be used to extract
the fungal bioactive metabolites (Bhagat et al., 2016).
These results indicate that the antibacterial bioactive
compounds are semi-polar in nature and can be
extracted using ethyl acetate and dichloromethane, but
none of the antimicrobial compounds present in the
non-polar fraction (n-hexane).

Ethyl acetate extract of A. neobridgeri PLR9 showed
significant activity against Gram positive and Gram
negative bacteria. No study has been done on the
antibacterial activity of A. neobridgeri species. However,
several works have been reported on the isolation and
antibacterial activity of different species of endophytic
fungi belonging to the genus Aspergillus. The extracts of
these fungi were exhibited broad spectrum activity
against Gram positive and Gram negative bacteria
including multi-drug-resistant strains similarly with the
results obtained in the present study. Bezerra et al.
(2015) found that the endophytic Aspergillus ochraceus
exhibited a high range of antibacterial activity, and
inhibited the growth of four out of 10 pathogenic
bacteria. Six different species of Aspergillus were
isolated from Calotropis procera  exhibited a good
antibacterial activity against all tested bacteria but it

Table III

teria

Pathogenic bacteria Ethyl acetate extract of PLR9 iso-
late
MIC MBC (ung/ MBC/

(ng/mL) mL) MIC
Gram-positive bacteria
Bacillus cereus 3125 1250 4
M. luteus 625 625 1
Microbacterium yannicii 156.3 312.5 2
Staphylococcus aureus 1 625 625 1
Staphylococcus aureus 2 625 2500 4
Staphylococcus aureus 3 625 1250 2
Staphylococcus aureus 4 625 625 1
Staphylococcus aureus 5 625 625 1
Enterococcus faecalis 1 625 625 1
Enterococcus faecalis 2 625 1250 2
Enterococcus faecalis 3 625 2500 4
Enterococcus faecalis 4 625 625 1
Enterococcus faecium 1 625 2500 4
Enterococcus faecium 2 625 2500 4
Streptococcus pyogenes 31215 312.5 1
Streptococcus australis 625 625 1
Gram-negative bacteria
Citrobacter freundii 3125 1250 4
Acinetobacter baumannii 8125 1250 4
Pseudomonas aeruginosa 1 625 1250 2
Pseudomonas aeruginosa 2 1250 >2500 >2
Pseudomonas aeruginosa 3 625 >2500 >4
Pseudomonas mirabilis 3125 2500 8
Salmonella typhimurium 625 >2500 >4
Escherichia coli 1 3125 1250 4
Escherichia coli 2 B12!5) 2500 8
Escherichia coli 3 B12!5) 2500 8
Escherichia coli 4 3125 1250 4
Klebsiella pneumoniae 1 625 >2500 >4
Klebsiellapneumoniae 2 625 >2500 >4
A B

8 - E. faecium 1

-
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Figure 5: Time kill curve of ethyl acetate crude extract of PLR9 against E. faecium 1 (A) and A. baumannii (B) at MIC, 2x MIC and 4x

MIC
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was lower against Gram negative bacteria (Rani et al.,
2017; Murali et al., 2017). Yadav et al. (2016) reported
that extract of two endophytic fungi A. terreus and A.
tubingensis are able to inhibit the growth of both K.
pneumoniae and P. aeruginosa multi-drug resistant
strains. Results of MIC values of the present study are
in agreement with those obtained from the previous
study of Aspergillus sp. extract, where MIC values
ranged from 500 to 4000 pg/mL (Leong et al., 2018).
The resistance phenomenon of Gram negative bacteria
has generally been observed and which results in a
bacteriostatic effect of the extracts during the time kill
kinetics study, this has been shown by previous studies
made on extracts of A. nomius (Rani et al., 2017) and
those of A. terreus MP15 (Yin et al., 2015)

The reason for the different sensitivity between Gram
positive and Gram negative bacteria could be ascribed
to the morphological and chemical structure differences
of their cell wall (Sadrati et al., 2013). Cell wall of Gram
negative bacteria have an outer phospholipid mem-
brane, lipopolysaccharide components and periplasmic
space. This constitutes makes the cell wall less permea-
ble to lipophilic solutes and provide an addition degree
of protection against antibiotics targeting the cell wall
(Yin et al., 2015). Whereas, the cell wall of Gram
positive bacteria is less complex and can be more
susceptible, this due to the presence of only outer pepti-
doglycan layer which is not an effective permeability
barrier, and may facilitate the infiltration of hydro-
phobic compounds (Zainuddin et al., 2010). Aspergillus
species are able to synthesize several molecules active
against pathogenic bacteria (Ma et al., 2016 ; Gombodorj
et al.,, 2017 ; Monggoot et al. 2018 ; Yang et al. 2018). A.
neobridgeri and according to the results obtained by
Frisvad et al. (2004), Visagie et al. (2014) and Varga et
al. (2015) regarding the mycotoxins production using
standards, this species has been found able to synthe-
tizing penicillic acids, xanthomegnins, insulicolides,
aspochracin and sclerotides. The significant antibacte-
rial activity obtained in the present study may be due to
the presence one or more these molecules in the crude
extracts especially penicillic acid that which has been
found active against bacteria (Ezzat et al., 2007; Varga et
al.,, 2015; Nguyen et al., 2016), or due to other molecules
that not yet characterized.

Conclusion

A. neobridgeri PLR9, an endophytic fungus isolated from
the plant P. lentiscus was able to inhibit the growth of
broad number of human pathogenic bacteria.
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.Micronematobotrys verrucosus Penicillium griseofulvum
Abstract
The aim of this study is to isolate and identify of endophytic fungi of two plant species Juniperus
oxycedrus L. and Pistacia lentiscus L. in order to evaluate their biological activities. After the preliminary
screening and according to the intensity of inhibition, the spectrum of activity, and the morphotype of the
isolates, 6 isolates were selected for further study. The PLR9, JOR22 and PLT7 isolates were identified as
belonging to the species, Aspergillus neobridgeri, Penicillium griseofulvum and Micronematobotrys
verrucosus respectively. The PLT8 and PLF5 strains have been proposed as a new species belonging to the
genus Neocucurbitaria, while the JOR26 isolate has been proposed as a new family from the order of
Diaporthales. The optimization of certain cultural conditions to improve the production and the maximum
extraction of bioactive compounds, showed that the MEA was the best medium giving the best production
for the isolates PLR9, JOR22, PLT8 and PLF5, the PDA for the isolate PLT7 and YMEA for the isolate
JOR26. Ethyl acetate was the best organic solvent for the maximum extraction of bioactive compounds for
all isolates. The production of bioactive molecules on liquid medium was more efficient than that on solid
medium for the JOR26, JOR22, PLT7 and PLR9 isolates, while for the PLT8 and PLF5 isolates the
production was better after fermentation on solid medium. The extracts of isolates PLT8, PLF5, PLT7 and
JOR26 were active only against Gram positive bacteria, unlike the extracts of isolates PLR9 and JOR22
which were active against both groups of bacteria. For antifungal activity, only extracts of isolates PLT7,
JOR22 and JOR26 were active. Based on the MIC values, the extracts of isolates JOR26 and PLT8 were the
most effective, followed by extracts of PLT7 and PLF5 and finally the extracts of JOR22 and PLR9. The
study of the kinetics of the lethality showed that the extracts of the isolates JOR26, PLT7 and JOR22 had a
bactericidal effect, those of the isolates PLT8 and PLF5 had a bacteriostatic effect, while the effect of the
extract of PLR9 was bactericidal against E. faecium 1 and bacteriostatic against A. baumannii. For antioxidant
activity, the three extracts of PLT7, PLT8 and JOR22 were found to be the most effective in exhibiting
antioxidant activity in vitro in the various methods used. However, the remaining extracts of JOR26, PLF5
and PLR9 showed the least effective activities. The results of antiproliferative tests against the tumor lines
showed that the extract with the highest activity against all lines was that of JOR22, followed by the extract
of PLT7 and finally, the extract of PLR9 isolate. However, the antiproliferative effect against HepG2 and
cytotoxic against healthy lines of extracts from JOR26 and PLT8 isolates, was very weak. The endophytes
JOR22 and PLR9 were the best producers of L-asparaginase, followed by isolate PLT8 and finally isolate
PLT5 which showed the lowest activity. The use of MALDI-TOF MS enabled us to detect the production of
griseofulvin by isolate JOR22.

Key words: Endophytic fungi, biological activities, multidrug resistant bacteria, Aspergillus neobridgeri,
Penicillium griseofulvum, Micronematobotrys verrucosus



