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Résumé

Devant la grande variété des champignons endophytes et leur capacité sous-estimée a
produire plusieurs molécules bioactives, cette étude s’intéresse a 1’extraction et 1I’identification
des métabolites secondaires synthétises par quelques genres de champignons (Penicillium et

Fusarium) qui sont connus par la production des composants bioactives.

La présente étude met en évidence la présence de ces composant bioactive, ainsi la détection
de I’activités antibactériennes de ces champignons en présence de deux Bactéries Multi-
Résistantes BMR (Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa), et leur effet
antagoniste in vitro, contre un champignon phytopathogene tellurique (Fusarium oxysporum
f.sp. albedenis) qui cause la maladie du bayoud sur le palmier dattier, par des techniques
directes et indirectes, ainsi que leur effet insecticide a 1’égard de Tuta absoluta 1’agent causale
de la mineuse de la tomate. Les métabolites secondaires synthétisés ont été identifiés par

I’utilisation de la spectroscopie UV-visible et la chromatographie sur couche mince (CCM).

L’activité¢ antibactérienne de deux souches Penicillium sp. (KHR 25 P4) et Fusarium
oxysporum (TRR 12 P3) a montré que F. oxysporum a une activité antibactérienne plus
importante que Penicillium sp. avec une zone d'inhibition maximale de 12 mm. De plus, les
souches Penicillium sp. et F.oxysporum, ont montré également une activité antagoniste contre
F.0.a a présenté le taux d'inhibition le plus élevé (72,92%) et leurs extraits donnent des zones
d'inhibition allant jusqu'a 19 mm. L activité insecticide de ces champignons étudiés contre les
larves de T. absoluta montre que les suspensions fongiques étaient plus efficaces que les filtrats
de cultures, avec un taux de mortalité des larves de 81,25%. L'analyse par UV-Visible et CCM
a révélé que les deux souches produisent une variété de métabolites secondaires tels que les
antibiotiques et les acides gras. Penicillium sp. (KHR 25 P4) produit la pénicilline et I'acide

linoléique.

L'effet benéfique des métabolites secondaires des champignons endophytes (Penicillium et
Fusarium) a été démontré dans cette étude dans le domaine médical et agricole, ouvrant ainsi

la voie au développement de biopesticides et de nouvelles molécules thérapeutiques.

Mots clés: Activité antagoniste; Champignons endophytes; Fusarium; Meétabolites

secondaires ; Penicillium .



Abstract

Given the wide variety of endophytic fungi and their underestimated capacity to produce
multiple bioactive molecules, this study focuses on the extraction and identification of
secondary metabolites synthesized by certain fungal gennera (Penicillium and Fusarium)

known for producing bioactive compounds.

This study, highlights the presence of these bioactive compounds. It also detects the
antibacterial activities of these fungi in the presence of two Multi-Resistant Bacteria
(Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa), and their antagonistic effect in vitro
against a telluric phytopathogenic fungus (Fusarium oxysporum f.sp. albedenis) that causes
Bayoud disease in date palm, using direct and indirect techniques. Additionally, it examines
their insecticidal effect on Tuta absoluta, the causal agent of tomato leaf miner. The synthesized
secondary metabolites were identified using UV-visible spectroscopy and thin-layer
chromatography (TLC).

The antibacterial activity of two strains, Penicillium sp. (KHR 25 P4) and Fusarium
oxysporum (TRR 12 P3), showed that F. oxysporum has a more significant antibacterial activity
than Penicillium sp., with a maximum inhibition zone of 12 mm. Moreover, Penicillium sp. and
F. oxysporum strains also demonstrated an antagonistic activity against F.o0.a, with the highest
inhibition rate (72.92%), and their extracts produced inhibition zones up to 19 mm. The
insecticidal activity of these fungi studied against T. absoluta larvae shows that fungal
suspensions were more effective than culture filtrates, with a larval mortality rate of 81.25%.
UV-visible and TLC analysis revealed that both strains produce a variety of secondary
metabolites such as antibiotics and fatty acids. Penicillium sp. (KHR 25 P4) produces penicillin

and linoleic acid.

The beneficial effect of secondary metabolites from endophytic fungi (Penicillium and
Fusarium) has been demonstrated in this study in the medical and agricultural fields, paving

the way for the development of biopesticides and new therapeutic molecules.

Keywords: Antagonistic activity; Endophytic fungi; Fusarium; Penicillium; Secondary

metabolites.



aild)
Slo Al sa S5 (U Aadill iy Sall e aal) 2 e L a8 Aol i hill Sl g gl |l

485 y=all ( Fusarium_Penicillium) < skl bial (oary (8 (e dxdiall) 4 gl Ol a5 DA
s Aaall s Sl iy

3say bl phill s3] L Sl sladl) Labial (e oSl SIS g ol s Adadiill il oKall 238 3 sa g Al all n3a ),
Pseudomonas sStaphylococcus aureus ) dpsall Clbiadl (o aell dogiall LoiSll (e e s
(Fusarium oxysporum f.sp. Ll (e ilall (a jes ki i jiiaall 3 sabaill W il s «(@eruginosa
aall L il ) ALY 6 pdle e 93 pblae L oty il JiaS 8 (i sl iy s (531) albedenis)
alasiuly Aaladl) 4 Gl COlEall aa 23 adalalall (315l 5la] Casall Jaladl (Tuta absoluta e <l dall

(CCM) A8 0 Al L 52 sile s oS 5 Af pall-mniil) (5 An2Y) Alikae

Fusarium oxysporum TRR 12 sPenicillium sp. KHR 25 P4 ¢l L ,iSll sad) Lliall el
oo 12 i (5 pumd Lalti dilaia e ¢ Penicillium sp.os Al SiST LSl slias LLis 4l F, oxysporum o <P3
Credd Eua ¢ FL0.828 Galeas Ul W F. oxysporum s Penicillium sp. <¥Sls sl oy Jle 5 e
sdgd ol piall sl BLall el as 19 () Jead apis (3halie Lgibalitue calaes (772.92) i Jaze e
e ge g ) 3all Ciladi yo (ge Agllad ST culS 4y Hhadl) cililed)) o T, absoluta < e A5 jaall <y jhadll
de sl de gane Ol (il SIS GICCM 5 A pall-dunndial (3 58 4a2Y) Jalai CaiS 781,25 alay <l jull il
e 5 Galusdl Penicillium sp. KHR 25 P4 iy dxaall paleal) 54 sl laliaall Jie 4y 533 ciiiuall (e
sl

& Aol s2a & (Fusarium_Penicillium) dalalall cl yladll fe & 6l Ol aiall 800 @il o
B dadle Gl a5 Ay s Clapse o shall (33 shall gy Las e ) )31 5 dpadal) sl

(bl bl ¢dy sl il ¢Fusarium ¢Penicillium $Adalall cily jhdl sdatital) cilals)



Liste des abréviations

NRPS Non-Ribosomal Peptide Synthetase (Synthases de peptides non ribosomiques)
CCM Chromatographie sur Couche Mince

HPLC Chromatographie en phase liquide a haute performance

GC Chromatographie en phase gazeuse
RMN Résonance Magnétique Nucléaire
MS Spectrométrie de masse

uv Ultras Violet

BMR Bactéries Multi-Résistantes

F.o.a Fusarium oxysporum f.sp. albedenis
PDA Potato Dextrose Agar

PDB Potato Dextrose Broth

NaCl Chlorure de Sodium

MH G¢élose Mueller-Hinton

Abs Absent

Rf Facteur de rétention



Liste des tableaux

Tableau 1 : Exemples de champignons endophytes, leurs plantes hétes et leurs métabolites

SECOMUAITES. ©.vviutesee ettt sttt ket b bbbt e s e b e bbb e bt bt bt e b e e s e e et e b e b e et e s b e e bt et e eneeneenean 8
Tableau 2 : Réle fonctionnel des métabolites secondaires des quelques endophytes fongiques.
.................................................................................................................................................. 10
Tableau 3 : Les antibiotiques utilisés pour chagque bacterie..............ccovvereriieneneincneieene 22
Tableau 4 : Le rendement des extraits FONGIQUES. ..........coeriiiriiinieieiee e 28
Tableau 5 : Le diamétre des zones d’inhibition (mm) de I’antibiogramme de S.aureus et
e U] U0 T Y- TSR 32
Tableau 6 : Les zones d’inhibition (en mm) obtenues lors du test de diffusion sur disques des
extraits des champignons endophytes testés (phase organique).........ccccvevvereereseerieeneeseennenn, 34

Tableau 7 : Récapitulation d’efficacité des différents systémes de solvants pour la CCM. ... 39



Liste des figures

Figure 1 : Les principes voies des métabolites SECONAITES ..........cccevveveeiierecrie e, 4
Figure 2 : Diversité structurelle des meétabolites. ...........cocvvveiiiie i, 6
Figure 3: Role des endophytes et applications des métabolites dans difféerents secteurs.......... 9
Figure 4 : Champignons endophytes utilises. A : Penicillium sp. (KHR 25 P4), B : F.oxysporum
(TRR L2 PB). oottt ettt ee st ee e s se e eseeneas 14
Figure S : Bactéries Multi-Résistantes A : S.aureus, B : P.aeruginosa. ...............c.cccoooennn. 15
Figure 6 : Champignon pathogene F.0.a. .......ccoiiiiiiiinieee e 15
Figure 7 : Les larves de T.absoluta collectées a partir des feuilles de tomate infectées. ........ 16
Figure 8 : Schéma récapitulatif des étapes de fermentation et d’extraction des substances
bioactives des champignons par 1’acétate d’éthyle et le chloroforme..........c.ccocceviiiieiiiieennnn. 18

Figure 9 : L’extraction des métabolites secondaires des champignons endophytes. A : Dépot
des disques mycélien de Penicillium sp. et F.oxysporum dans le milieu PDB, B : Flacons
déposés dans I’agitateur horizontale. C : Filtration par meches & gaz. D : Deuxiéme filtration
par papier filtre Watman. E : Centrifugation. F : Extraction avec chloroforme et acétate d’éthyle
dans des ampoules a décanter. G : Récupération des deux phases. H : Evaporation du solvant

par un évaporateur rotatif (model RS 100-PRO Spain). | : les extraits bruts............c..cccoeuee. 19
Figure 10 : Ensemencement de la surface de la boite contient le cylindre du champignon
L1 (0 [0 A1) (-SSR 20
Figure 11 : Technique de diffusion par diSQUES ..........cccveririiiieiieiiiiese e 21
Figure 12 : Technique des puits. A : ensemencement uniformément de toutes la surface du
milieu MH, B : Dépdt de 10 pl de filtrat brut dans les puits perforés. ...........cceovrvveriveiiiiennnns 21

Figure 13 : Méthode de double culture. A : Diagramme du mode de dépét des endophytes et
d’agent pathogeéne B : Témoin négatif (I’agent pathogéne). C : Témoin positif (les endophytes).

D : Le dépdt des endophytes et I’agent pathogenes dans la boite de Pétri...........cocvevrineennnnn. 23
Figure 14 : A : Les traitements fongiques utilisés. B : Boite de 8 larves pulvérisées par un
L D131 131 | SO PSS UPRRROSPPRP 24
Figure 15 : Eppendorf contient les disques des souches fongiques a conservées................... 25
Figure 16 : Principe de fonctionnement d’un Spectrophotometre...........ccceevverercincrieiennnn 25
Figure 17 : Observation macroscopique (A : partie supérieure ; B : partie inférieur) et
microscopique (C) de F.oxysporum (TRR 12 P3).....ccccoiiiiiiiiiiiiieieeee e 27
Figure 18 : Observation macroscopique (A : partie supérieure ; B : partie inférieur) et
microscopique (C) de Penicillium sp. (KHR 25 P4) ..ot 27
Figure 19 : Des boites de Pétri présentant les résultats de I’activité antagoniste exercée par les
deux souches fongiques. (A) : S.aureus, (B) : P.@eruginosa. .........ccccccvevieiieeiiiesiiesie e 28

Figure 20 : Diamétres des zones d’inhibition exercées par Penicillium sp. (KHR 25 P4) et
F.oxysporum (TRR 12 P3) contre des souches textées par la technique des cylindra d’agar. . 29
Figure 21 : Des boites de Pétri montrant I’activité antibactérienne des extraits fongiques testées

par la technique des dISQUES. .......cuveiriiiiiiiieee e 30
Figure 22 : Diametres des zones d’inhibition déterminés lors de 1’utilisation des extraits de
PeniCillium SP. (KHR 25 P4) ...ttt 30

Figure 23 : Diamétres des zones d’inhibition déterminés lors de 1’utilisation des extraits de
Fusarium oxusporum (TRR 12 P3). ...ttt 30



Figure 24 : Des boites de Pétri montrant 1’activité antibactérienne des filtrats bruts testées par

12 teCNNIQUE TES TISQUES ...ttt bbbt 31
Figure 25 : Des boites de Pétri montrant I’effet des filtrats bruts de Penicillium sp. et
F.oxysporum par 1a teChniQUE 0ES PUILS ........eiiiieieieieiesie s 31
Figure 26 : Des boites de Pétri montrant les résultats d’antibiogramme exercés par les deux
souches bactériennes. A : P.aeruginosa ; B : S.QUIEUS. .........cccveveiieieeriesieieese e se e see e 32
Figure 27 : Effet d’antagoniste de Penicillium sp. sur la croissance de F.o.a par rapport au
témoin A : témoin de Penicillium sp ; B : témoin de F.0.a......c.cccoeieiiiieie e 33
Figure 28 : Effet de d’antagoniste F.oxysporum sur la croissance de F.o.a par rapport au témoin.
A témoin de F.oxysporum ; B : témoin de F.0.8 .....cccccvveiiiiieiiiisieee e 33
Figure 29 : Zones d’inhibition (en mm) de chaque extrait fongique obtenues par 1’acétate
d’¢éthyle et chloroforme (phase organique) en présence de F.0.a.......cccccoviviiiiiiiiciiiiiiicn, 34
Figure 30 : Le taux de mortalité des larves traiter par suspension fongique et filtra de Penicilum
sp. (KHR 25 P4) et F.oxysporum (TRR 12 P3) ...c.ooiiiiicieiie e 36

Figure 31 : Les larves de T. absoluta dans différents stades apres pulvérisation de la suspension
fongique de Penicillium sp. et F. oxysporum A : L’aspect d’'une momie, B : Nymphe, C:

AGUIES. .t bbb bbbt 36
Figure 32 : Les spectres d’absorption des standards. A : Acide myristique. B : Acide oléique.
C I PANICHTING. .ottt sttt nn 37
Figure 33 : Les spectres d’absorption des extraits de Penicillium sp. et F.oxysporum............ 38
Figure 34 : Les spectres d’absorption. A : I’extraits de Penicillium sp. B : I’acide linoléique.
.................................................................................................................................................. 38

Figure 35 : Révélation des chromatogrammes des extraits de Penicillium sp. et F.oxysporum
S22 L O Y PSPPSR 40



Table des Matiéres

Remerciements
Dédicace

Résumé

Abstract

Uasle

Liste des abréviations
Liste des tableaux
Liste des figures

INEFOAUCTION ...ttt ettt b et e neeneeneas 1
CHAPITRE I. Synthése bibliographique
[.1 Les MetaboliteS SECONUAITES ........ccveieierieiiesieeiesiie ettt 3
1.1.1 Biosynthése des méetaboliteS SECONAAITES .........cccveviiiiiiee e 3
1.1.2 Classification des métabolites SECONAITES .........cccevveveiiiieiiiieee e, 5
00 N (=1 (o) [ [ USSR 5
[.1.2.2 TEIPENOTAES ....c.veveeiieieie ettt ettt bttt st e bt nenn s 5
1.1.2.3 Peptides NON riDOSOMIQUES ........c.oiiiiiiiieieieie et 5
[.1.2.4 POIYCELIURS ...ttt ettt e e re e ne e 5
1.1.3 Diversité des meétaboliteS SECONAAITES .........ccveierieiiiieriiiseeee e, 6
0 0 =Y o ot 1 T 0] USSR 7
1.1.3.2 FUSAITUM SP. 1.vtiiiieitieie ettt ettt e st e et e e te e s teesbe e st e saeesneaneesbaeneesneesreenneanes 8
1.2 Techniques analytiques des métabolites SECONTAITES..........ccvverririreierenereese e 13
CHAPITRE II. Matériel et Méthodes
L L IMIBEETIEL ...ttt sttt s e e e e tesresteereeneeneeneenes 14
[1.1.1. Matériel DIOIOGIQUE ......cc.ooviiiieieee e 14
11.1.1.1. Champignons eNdOPNYLES.........c.coveiiiieiice e 14
11.1.1.2. Bactéries Multi-Résistantes (BMR)...........ccccvvieieiiieiieie e 15
11.1.1.3. Champignon phytopathOgene .........cc.coviiiiiie i 15
11.1.1.4. Les larves de Tuta absSolULa.........ccccveveiiiiiiie e 15
11.1.2. Matériel NON DIOIOGIQUE .......ccueiiiiiiieece e 16
[1.2. IMBTNOUES ...ttt e e et e s resteereenaeneeneenes 16
11.2.1. Régénération et purification des souches fongiqUeS ............cocereiiriiircineneenne, 16
11.2.2. Caractérisation macroscopique et microscopique des souches fongiques ............. 16
11.2.2.1. Caractérisation MaCrOSCOPIGUE .......cuveiveerreereireerieeresreesteeseesraesresseesreesseaneesneas 16
11.2.2.2. Caractérisation MiCrOSCOPIGUE ......ecverveeireireitieiieeeesteeste e sreesreeree e e sresnaeeneas 16
11.2.3. Fermentation et extraction des métabolites Secondaires ...........ccccoceeervresveienennn 17
I1.2.4. Mise en évidence de 1’activité antibactérienne...........cocveeerveeeiveessieesiieesrieee s 19
11.2.4.1. Préparation des suspensions bacteriennes ............ccccoveevveeieieeieecieseesie e 20
I1.2.4.2. Technique des cylindres d’agar (confrontation directe) ..........cccocoverivvrireennnnns 20
11.2.4.3. Techniques des disques et des puits (confrontation indirecte) .............ccc....... 20
11.2.5. Détermination de 1’activité antagoniSte.........ccurerverererinenieieesie e 22
I1.2.5.1. Test d’antagonisme in vitro par double culture ou coculture ...........c.cccoenee.. 22

11.2.5.2. Méthode de diffusion des diSQUES .........ccceevveiieiiiciie i 23



I1.2.6. Détermination de 1’activité antagoniste a 1’égard de Tuta absoluta...................... 24

[1.2.6.1. Préparation des suspensions fONQIQUES...........ccovrerrrrierieneiesiene e 24
[1.2.6.2. Inoculation des larves de Tuta absoluta par les champignons testés.............. 24
11.2.7. Conservation des SOUCNES FONGIGUES ..........cveieiirieiiiierieieeee e 24
11.2.8. Analyse des métabolites secondaires extraits des champignons endophytes......... 25
11.2.8.1. La spectroscopie UV-VIisiDIe..........cccooviiiiiiiiiiicc e 25
11.2.8.2. La Chromatographie sur Couche MINCE..........ccccveveiieriesie e 26
CHAPITRE III. Résultats et Discussion
FTE L. RESUIALS. ...ttt bbb 27
I11.1.1. Caractérisation macroscopique et microscopique des souches fongiques............ 27
I11.1.2. Fermentation et extraction des métabolites secondaires...........cccoceevvvviveiveriennnn 28
[11.1.2.1. Le rendement des extraits fongiques aprés fermentation ............cccoceeeeenene 28
II1.1.3. Mise en évidence de 1’activité antibactériens .........cccevveevvveeiiieesiiee e see e 28
[11.1.3.1. Technique des cylindres d’agar (confrontation directe).........cc.coovvrvrvrennnnn. 28
[11.1.3.2. TeChNiqQUE d8S ISQUES.......ecuveireeieeiecieeite ettt ste e sre e areas 29
[11.1.3.3. TEChNIQUES dES PUILS ....vveiveeiiciccieee et 31
I 1.3.4. L’ antibIOZIAININE ......eeiuvieiieiiiiesiie st e sttt st sneenneesnreennee s 31
II1.1.4. Détermination de 1’activité antagoniSte .........c.eerverreeiiriiiieiie e 32
II1.1.4.1. Test d’antagonisme in vitro par double culture ou coculture........................ 32
[11.1.4.2. Méthode de diffusion des diSQUES ..........ccurereiriririeeserees e 33
II1.1.5. Détermination de 1’activité antagoniste a 1’égard de la mineuse de tomate.......... 35
II1.1.6. Résultats d’analyse des métabolites secondaires extraits des champignons
LT a0 (0] 0] 1) (=SS POSSSSPN 37
111.1.6.1. Spectrophotomeétrie UV-VISible...........cccoviiiiiiiicicce e 37
[11.1.6.2. Chromatographie sur COUChE MINCE.........ccccvveveiiieiieie e 38
[11.2. DISCUSSION ...ttt ettt t et st e b b s e e et ebenbesbe s s e e neeneeneeneas 41
(@07 0] 1151 o] o OSSR 44

Références bibliographiques
Annexes



Introduction



Introduction

Introduction

Notre planéte est habitée par une multitude d'organismes vivants, dont certains sont
pathogenes peuvent causer des maladies chez les humains, les plantes et les animaux.
L'émergence et la prolifération de ces pathogénes, qu’ils s’agissent de bactéries, de
champignons ou d’insectes, représentent des menaces croissantes pour la santé humaine et
I’environnement, affectant négativement 1’écosystémes, la biodiversité et la durabilité des

systémes agricoles.

La santé humaine benéficie éenormément des antibiotiques, ces derniers constituent une
modalité thérapeutique efficace utilisée pour la gestion des infections bactériennes dans divers
domaines (Halawa et al., 2024). Malheureusement, en raison de leurs utilisations excessives et
abusives, I'apparition d'une résistance aux antibiotiques est devenue I'un des dilemmes les plus
urgents. Cette résistance est un défi majeur pour le traitement des infections bactériennes plus
particulierement les infections nosocomiales qui peuvent entrainer des complications graves,
voire mortelles. L’ensemble des bactéries pathogenes surtout les Bactéries Multi Résistantes
(BMR) plus spécialement Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sont parmi les
principaux responsables de ces infections, ces bactéries sont soit naturellement résistantes aux
antibiotiques ou bien ont développé des mécanismes de résistance (Vincenot et al., 2008;
Tarnawska et al., 2024).

D’autre part, les rendements des cultures agricoles sont réduits et déstabilisés par les
pathogenes et les ravageurs qui affectent également la qualité des produits récoltés, ce qui
entraine des pertes économiques substantielles (Bruce, 2010; Savary et al., 2019). En Algérie,
le palmier dattier joue un réle crucial dans I'écosystéme oasien, mais il est principalement
touché par I'érosion génétique causée par la maladie du Bayoud. Le champignon Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis est responsable de cette maladie dévastatrice qui se propage de plus
en plus et attaque de nombreux cultivars de palmier dattier, en particulier ceux de grande qualité
marchande (Bouguedoura et al., 2010). De plus, la tomate est I'une des cultures vivriéres les
plus cultivees dans notre pays, mais sa productivité est actuellement menacée par I'invasion
d'un ravageur dévastateur connu sous le nom de la mineuse de la tomate (Tuta absoluta). Ce
ravageur provoque une perte importante dans la production allant de 80 % a 100 % lorsqu’il

n’est pas géré (Loyani, 2024).

La propagation de ces derniers pathogénes est exacerbée par l'utilisation intensive de

produits chimiques synthétiques, tels que les antibiotiques et les pesticides, qui entrainent la
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résistance et des effets néfastes sur la santé humaine et I’environnementale. Ce qui nécessite la
rechercher de nouvelles niches écologiques pour trouver des sources potentielles d’agents
bioactifs naturels pour différentes applications biotechnologiques ; ces sources devraient étre

renouvelables, écologiques et faciles a obtenir (Selim, 2012).

Les champignons endophytes sont considérés comme des bio facteurs microbiens pour
la production de nouveaux produits bioactifs présentant un degré élevé de diversité biologigue,
Certaines genres endophytiques comme Penicillium et Fusarium sont des sources potentielles
de nouveaux produits naturels a exploiter dans 1’industrie pharmaceutique, I’agriculture et les

applications environnementales (Selim, 2012; Bogas et al., 2022).

Afin de déterminer la nature des meétabolites secondaires secrétés par certains

endophytes, Penicillium et Fusarium ont été choisis pour la réalisation de ce travail.

L’objectif de ce dernier est basé sur la recherche et I’extraction des métabolites
secondaires de deux champignons endophytes (Penicillium et Fusarium). La mise en évidence
de la présence de ces métabolites a eté détectée par ’activité antibactérienne de ces
champignons en présence de deux Bactéries Multi-Résistantes (Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa), et leur effet antagoniste in vitro, contre un champignon
phytopathogene tellurique (Fusarium oxysporum f.sp. albedenis) qui cause la maladie du
Bayoud sur le palmier dattier, ainsi que leur effet insecticide a 1’égard de Tuta absoluta 1’agent
causale de la mineuse de la tomate. Les souches fongiques étudiées sont connues par leurs
synthéses d’une combinaison de métabolites secondaires, il apparait nécessaire d’utiliser
différentes techniques analytiques afin d’identifier les molécules présentes dans le filtrat et
l'extrait brut par 1’utilisation de la spectroscopie UV-visible et la chromatographie sur couche
mince (CCM).

Ce travail et composé de 3 parties essentielles :

e La premiére partie : Synthese bibliographique qui résume les différentes informations
concernant les métabolites secondaires des champignons endophytes.

e La deuxiéme partie : Matériel et Méthodes qui explique le matériel et les méthodes
utilisées pour mettre en ceuvre I’objectif de cette étude.

e Dans la derniere partie résultats et discussion, divers résultats sont présentés en
complément de leurs discussions par rapport a d’autre travaux similaires.

On finit ce travail par une conclusion générale et quelques perspectives.
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CHAPITRE 1. Synthése bibliographique

1.1 Les métabolites secondaires

Les produits naturels sont des substances qui sont confinées a partir d'organismes vivants
et qui sont également impliquées dans diverses activites biologiques et pharmacologiques. Ces
substances sont généralement synthétisées sous la forme de métabolites secondaires (Bruce,
2022).

Les métabolites secondaires sont des composes organiques de faible poids moléculaire,
aux structures chimiques variées et compliquées. La production de métabolites secondaires est
souvent stimulée par des interactions spécifiques entre les organismes dans des circonstances
particuliéres. Ils sont syntheétisés a la fin ou prés de la phase stationnaire de la croissance et ne
participent pas a la croissance, au développement ou a la reproduction des cellules. Ces
métabolites jouent un réle dans la fonction écologique, ce qui peut accroitre la survie des

organismes qui les produisent (Abdel-Aziz et al., 2017; Stewart et al., 2021; Nair et al., 2022).

1.1.1 Biosynthese des métabolites secondaires

La biosynthese des métabolites secondaires est une étude qui vise a déterminer la
succession des réactions par lesquelles la cellule transforme un ou plusieurs métabolites
primaires en la molécule finale. Elle porte également sur la détermination des éléments qui
régulent ce processus. A I'opposé de la grande diversité des structures chimiques, les réactions
biologiques qui participent a la biosynthése de la plupart des métabolites microbiens
secondaires peuvent étre regroupées en un nombre restreint de voies de vie (Lancini &
Lorenzetti, 1993).

Le métabolisme central est illustré dans la figure 1, ou il fournit les précurseurs pour la
synthése de nombreux autres composés. La voie centrale de production d'énergie (voie
d'Embden-Meyerhof et cycle de l'acide tricarboxylique) est représentée par la colonne
vertébrale du diagramme. De nombreux intermédiaires sont utilisés pour synthétiser d'autres
métabolites essentiels ou pour synthétiser une variéte de métabolites secondaires spécialisés
(Deacon, 2006).
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Figure 1 : Les principes voies des métabolites secondaires (Deacon, 2006).
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1.1.2 Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés naturels hétérogénes, qui ont une diversité
structurale complexe basee sur leurs squelettes carbonés caractéristiques (Abegaz & Kinfe,
2019).

Plus de 214000 metabolites secondaires sont connus et classés en fonction de leur grande
variété de structure, de fonction et de biosynthese. Les métabolites secondaires sont classés en

quatre classes principales (Thirumurugan et al., 2018), y compris :

1.1.2.1 Alcaloides
Les alcaloides sont des composés fondamentaux contenant au moins une particule

d'azote hétérocyclique (Mohiuddin, 2019), ces derniers ont été classés en différentes catégories

telles que l'indole, la tropane, la pyridine et la quinoline (Kaur & Arora, 2015).

1.1.2.2 Terpénoides

Les terpénoides contiennent des atomes d'oxygene qui produisent des groupements
d'alcools ou de cétones. Les principaux terpéniodes fréquemment isolés sont: les
sesquiterpenes, les diterpenes et les triterpénes (Sénéquier-Crozet & Canard, 2016;

Thirumurugan et al., 2018).

1.1.2.3 Peptides non ribosomiques

Les peptides non ribosomiques sont synthétisés par des grands complexes enzymatiques
multi-domaines qui sont les NRPS (Sénéquier-Crozet & Canard, 2016). Ces métabolites sont
considérés comme des antibiotiques, des anticancéreux et des toxines (Tambadou et al., 2014).

1.1.2.4 Polycétides

Les polycétides sont les produits naturels les plus fréquents chez les champignons, Leurs
structures et leurs fonctions sont trés variées, et ils incluent de nombreux médicaments comme

la tétracycline et la rapamycine (Shen, 2003; Sénéquier-Crozet & Canard, 2016).

D’autres catégories de métabolites secondaires appartenant a différents groupes
structurels sont souvent isolées, telles que : les stéroides, les xanthones, les chinones, les
phénols, les isocoumarines, les benzopyranones, les tétralones, les perylene, les quinones, les
furandions, les depsipeptides, les cytochalasines et les enniatines (Schulz et al., 2002) (Figure
2).
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perylene derivatives palmarumycins dimeric anthrone phenols benzopyroanone

HyC g

mycorrhizin steroids isocumarines xanthones quinones

furandiones preussomarins terpenoids enniatines cytochalasines

Figure 2 : Diversité structurelle des métabolites (Schulz et al., 2002).

1.1.3 Diversité des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires stéréochimiquement complexes et structurellement divers
jouent un réle important dans les campagnes de découverte de nouveaux produits naturels
pharmacophores (Gao et al., 2018). Ces composés biologiques sont également utilisés dans
divers secteurs tels que I'agriculture, la santé, les médicaments et l'industrie (Sharma et al.,
2023).

Les champignons, les plantes et les bactéries sont les principaux regnes de la vie avec
un métabolisme secondaire bien développé. Il y’a environ 33500 métabolites microbiens
bioactifs décrits, et environ 47 % de ces 33500 metabolites microbiens sont d'origine
fongique.(Bills & Gloer, 2016). Les champignons sont des organismes fascinants qui ont la
capacité de produire un large éventail de métabolites secondaires (Calvo et al., 2002), mais
seulement 7% de ces organismes ont été étudiés pour la chimie de leurs métabolites secondaires
(Kianfe et al., 2023). Les champignons endophytes constituent une source importante de ses
métabolites.

Les champignons endophytes ont suscité beaucoup d’intérét pour la recherche parce
qu’ils ont fourni une source de composés bioactifs (Powar et al., 2023) et selon Devi et al.

(2020), ces champignons sont réputés pour produire une variété étendue de métabolites

6
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secondaires comme des pigments, des antibiotiques, des vitamines, des composes phenoliques
et des acides gras (Ebadi et al., 2024) et en raison de leur capacité a produire des protéines
extracellulaires, ces champignons sont la principale source d'enzymes industrielles. De
nombreuses enzymes sont produites, telles que la glucosamylase, la cellulase, la lipase, la
glucose-oxydase, la pectinase, la laccase, la catalase, la phytase et les protéases (Corréa et al.,
2014).

Selon Zabalgogeazcoa (2008), les champignons endophytes sont une catégorie trés

diversifiée de champignons, avec environ 1,5 million d’espéces.

D’aprés Rodriguez et al. (2009), les champignons endophytes sont classés en deux
groupes : les Clavicipitaceae et les Non Clavicipitaceae (les classes 2, 3 et 4). Ces derniers sont
basés sur la colonisation des tissus, leur diversité in planta, les bénéfices pour les plantes hotes
et le mode de transmission du champignon (transmission verticalement par la semence ou

horizontalement par dissémination).

La plupart des champignons endophytes sont des Ascomycota, mais aussi de certains
taxons des Basidiomycota, Zygomycota et Oomycota (Sun & Guo, 2012) et les genres les plus
fréquents étaient Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Penicillium et Phomopsis (Pant et al.,
2021) (Tableau 1).

1.1.3.1 Penicillium sp.

Penicillium est un genre de champignon filamenteux de I’ancien groupe des
deutéromycetes, On distingue les Penicillium par leurs conidiophores dressés qui peuvent étre
ramifiés et se terminent par des phialides. On trouve ces moisissures dans le sol, les végétaux
en déecomposition, le bois, les produits alimentaires secs, les fruits et Iégumes (Hautbergue,
2017).

Les espéces de Penicillium ont la capacité a générer des composes toxiques tels que les
mycotoxines, qui peuvent représenter une menace sérieuse pour la santé humaine et animale a
travers le monde, comme la Citrinine synthétisé par Penicillium citrinum. Au contraire, ces
champignons ont des effets bénéfiques tels que leur utilisation dans les fermentations
alimentaires, la fabrication de nombreux composes bioactifs d'intérét medical (antimicrobiens,
immunosuppresseurs) et la production d'enzymes ayant de nombreuses applications

industrielles. Plus récemment, certaines especes peuvent étre utilisées comme agents de
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biocontrole contre les pathogenes des plantes ou pour la biorémédiation dans les

environnements pollués (Torres-Garcia et al., 2022).

1.1.3.2 Fusarium sp.

Fusarium est un genre de champignons a la fois saprotrophes et pathogenes pour les
plantes, les animaux et les étres humains (Stgpien, 2023). Ce champignon se rencontre dans
toutes les régions bioclimatiques du monde, y compris, les sols liés aux plantes, les débris
organiques et toutes les parties des plantes, de la racine la plus profonde aux fleurs les plus
hautes (Manshor et al., 2012).

Les especes de Fusarium sont parmi les plus prolifiques en termes de production de
métabolites secondaires. Certains d'entre eux ont des caractéristiques industrielles, comme
I'acide gibbérellique, qui est commercialisé comme un stimulateur de la croissance végétale. En
revanche, également de nombreux métabolites secondaires toxiques sont produits par ce genre
de champignons et sont a l'origine de maladies chez les plantes, les animaux et 'nomme, que

I'on désigne généralement sous le nom de fusarioses (Hautbergue, 2017).

Tableau 1 : Exemples de champignons endophytes, leurs plantes hotes et leurs métabolites

secondaires.

Endophytes

Plantes hotes

Molécules bioactives

Références

Phomopsis sp.

Acer ginnala

Phenol

(Qi et al., 2009)

Alternaria sp.

Hypericum perforatum

Hydroxyanthragquinones

(Vigneshwari et al., 2019)

Epicoccum nigrum Hypericum perforatum | Benzopyrenes (Vigneshwari et al., 2019)
Fusarium solani Taxus celebica Paclitaxel (Chakravarthi et al., 2008)
Periconia sp. Torreya grandifolia Taxol (Lietal., 1998)
Phyllosticta spinarum Cupressus sp Taxol (Kumaran et al., 2008)

Trametes hirsuta

Sinopodophyllum

hexandrum

Aryltetralin lignans

(Puri et al., 2006)

Penicillium implicatum

Diphylleia sinensis

Podophyllotoxin

(Biswas et al., 2020)

Penicillium sp.

Dysosma veitchii

Podophyllotoxin

(Biswas et al., 2020)

Fusarium lateritium

Taxus baccata

Taxol

(Strobel et al., 1996)

Aspergillus terreus

Phoenix dactylifera

Cerebroside

(Mohamed Mahmoud,
2017)

Beauveria bassiana

Phoenix dactylifera

Bassianolide

(Mohamed Mahmoud,
2017)
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Selon Owen et Hundley (2004), ces champignons produisent une variété de substances
naturelles qui ont une activité biologique variée, telles que des antibiotiques, des antifongiques,
des antiviraux, des immunosuppresseurs, des agents anticancéreux, des antioxydants, et des

insecticides (Figure 3) (Tableau 2).

Biocontrole Endophytes
Propriétés pharmacologiques

Antifongique
Induction de la

résistance de I'hote Anti-inflammatoire Antiviral

Antibactérien

o Antipaludique Antifongique
Nématicide ‘ \

Antibactérien

Propriétés agricoles Anticancer
Antitumoral
Solubilisation
du phosphate Isolats
Sd v h d'endophytes
iderophores i
Acide indoleacétique P Li pases
Gibbérelines Bio-pigment Pectinases
Fixation de I'azote S\.
Résistance aux
Résistance 4 la : e Myco-carburants Amylases
sécheresse mistalxloutds thermostables

Promotion de la croissance des plantes Utilisations possibles dans les industries

Métabolites et fonctionnalités des endophytes

Figure 3: Role des endophytes et applications des métabolites dans différents secteurs (Sharma

etal., 2021).
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Tableau 2 : Réle fonctionnel des métabolites secondaires des quelques endophytes fongiques.

Endophytes Produit naturel Structure Plant hote Class de Produit | Activité /Fonction Référence
Penicillium Roquefortine C 3\ : Sauge des prés | Diketopiperazine Agents aromatiques et (Aietal.,
oxalicum &L \ antibactériens, en particulier 2023)
' @ contre les bactéries a Gram positif

Penicillium Pravastatin If du Pacifique | Statine Anti-oxydant, protege les cellules | (Stierle &
citrinum contre les dommages causés par Stierle.

les radicaux libres et Réduit le

taux de cholestérol. 2000)
Fusarium Beauvericin Aglaonema Enniatin Une mycotoxine de (Hoque et
oxysporum ;) ) commutatum cyclohexadepeptide qui a des al., 2022)
o M propriétés insecticides et qui peut
rDO\ ,.ryv?%f g induire I’apoptose dans les
o cellules de mammiféres.,

antimicrobiennes et antivirales.
Fusarium BenzyInitril Basilic africain | Nitrile aromatique | Antimicrobien, se lier aux groupes | (Adione et
equiseti |”| sulfhydryles des acides aminés, | al., 2022)

des protéines et des peptides,
bloquant ainsi les voies
enzymatiques glycolytiques et
respiratoires.
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Tableau 2 (suite) : Role fonctionnel des métabolites secondaires des quelques endophytes fongiques.
Penicillium Huperzine A Huperziaserrata | Alcaloides Traitement des complications (Thi Minh
citrinum neurologiques, principalementla | Leetal.,
maladie d’Alzheimer. 2019)
Inhibiteur de
I’acétylcholinestérase et peut
également présenter des propriétés
neuroprotectrices.
Fusarium solani | Camptothecin Camptotheca Quinolone Anticancer (inhibe une enzyme | (Kaur et al.,
acuminata Alkaloids appelée topoisomerase 1). 2020)
Fusarium Diosgenin Dioscorea triterpenoids Antitumoral et traiter le diabéte en | (Biswas,
oxysporum zingiberensis favorisant la différenciation des | Nazir, et al.,
adipocytes et en inhibant 2020)
I’inflammation dans les tissus
adipeux.
Penicillium Curcumine L Curcuma phytopolyl- Anti-microbien, anticancer, (Yanetal,
frequentans o o« wenyujin phenol antiinflammatoire et anti-oxydant. | 2014)
Penicillium Penicillin G O};NH H Angole Peptide non Anti-bactérien (traiter les (Bills &
=4
rubens, N\) ribosomique infections bactériennes Gloer,
- O; habituellement gram-positives). | 2016)

11
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Tableau 2 (suite) : Rdle fonctionnel des métabolites secondaires des quelques endophytes fongiques.
Penicillium Griseofulvin ™0 p?:\ Mentha Polykeétide Antifongique se lie a la tubuline | (Bills &
griseofulvum 8 : d{*)co pulegium fongique, entrainant une altération | Gloer,
0
a a de la fonction microtubule et 2016)
mitotique.
Fusarium Acide gibbérellique i’ Riz Diterpene Stimulateur de croissance végétale | (Bills &
.. . o H . .
fujikuroi par la stimulation de la Gloer,
Ko™y o ermination 2016)
HsC o o CH, g .
Penicillium brevianamide D (3 i Bradysia Indole alcaloides Insecticide pour les cultures (Nicoletti et
) Y/ N
brevicompactum .. HNT/Q agrestis vivrieres comme la tomate. al., 2023)
9
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Les champignons endophytes produisent des métabolites secondaires avec des propriétés
antibactériennes qui peuvent freiner la croissance des bactéries pathogénes, notamment celles
qui ont une résistance élevée aux antibiotiques (Bactéries Multi-Résistantes BMR) tels que
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Ces deux especes sont les plus
couramment isolées en milieu hospitalier, ils sont impliqués dans I’apparition des infections
nosocomiales, qui peuvent provoquer des complications graves, et mortelles (Vincenot et al.,
2008; Gao et al., 2021; Ahmed et al., 2023; Akroum & Bououden, 2024).

Les composants naturels de ces champignons sont aussi utilisés pour combattre certaines
maladies des plantes, grace a leur capacité fongicide efficace contre les agents pathogénes (Ling
et al., 2024). Selon Benzohra et al. (2024), I'utilisation des endophytes dans la lutte biologique
est une stratégie clé contre Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, responsable de la maladie du
bayoud sur le palmier dattier, cette maladie incontestablement la plus menagante et ’'une des
plus destructrices en particulier dans 1’ Algérie, ou elle a détruit plus de 3 millions de palmiers
(Bahriz & Bouras, 2020). D’autre part, les produits naturels issus de ces champignons
présentent une activité insecticide importante contre les ravageurs (Mohamed Mahmoud et al.,
2021), L’étude de Badaoui et al. (2011) et d’autres ont égalent mis en évidence la pathogénicité
des champignons endophytes contre les insectes des cultures vivriéres comme Tuta absoluta,
communément appelée mineuse de la tomate, est I’un des ravageurs les plus importants qui

causent entre 80 % et 100 % de pertes de production des solanacées (Jeong et al., 2022).

1.2 Techniques analytiques des métabolites secondaires

L'analyse des substances chimiques secondaires, est réalisée a l'aide de diverses
techniques chromatographiques telles que la chromatographie sur couche mince (CCM), la
chromatographie a haute performance (HPLC), la chromatographie en phase gazeuse (GC), la
résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de masse (MS). Ces méthodes
impliquent I'extraction liquide-liquide en utilisant un solvant organique pour extraire les
composés des milieux liquides provenant des cultures fongiques. Plusieurs solvants, ont été
utilisés pour 'extraction en fonction de la solubilité du métabolite souhaité. L'acétate d’éthyle,
le dichlorométhane, I’hexane, chloforme, le méthanol et I'éthanol sont les solvants les plus
utilisés pour extraire les métabolites du bouillon de culture et étre finalement séchés par

évaporation (Madhusudhan et al., 2015).
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CHAPITRE II. Matériel et Méthodes

L’expérimentation a ¢été réalisée au niveau du laboratoire de Protection et de
Valorisation des ressources Agrobiologique (LPVRB) de la faculté SNV, et au laboratoire
d’analyse chimique du département de génie des procédés, université Saad Dahleb de Blida 1

ainsi qu’au niveau du laboratoire de microbiologie de I’hopital de Koléa (wilaya de Tipaza).

Le présent travail qui a duré entre le mois de février et le mois de juin, a été basé sur la
recherche, I’extraction et I’identification des métabolites secondaires de deux champignons
endophytes (Penicillium et Fusarium), par I’utilisation des méthodes analytiques comme la

spectroscopie UV-visible et la chromatographie sur couche mince (CCM).

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique
11.1.1.1. Champignons endophytes

Les deux champignons utilisés dans la présente étude appartiennent a la collection du
Laboratoire de Protection et Valorisation des Ressources Agro-Biologique (LPVRAB) de
département de biotechnologie de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I’université
Saad Dahlab de Blida 1. Les champignons endophytes Penicillium sp. (KHR 25 P4) et
Fusarium oxysporum (TRR 12 P3) ont été isolés a partir des racines du palmier dattier de Taghit
et de Kénadsa (wilaya de Bechar) (Figure 4).

Figure 4 : Champignons endophytes utilisés. A : Penicillium sp. (KHR 25 P4), B :
F.oxysporum (TRR 12 P3).
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11.1.1.2. Bactéries Multi-Résistantes (BMR)

Pour étudier I’activité antibactérienne, nous avons utilis¢ des BMR provenant du
laboratoire de I’hopital de Kolea. Une souche de Staphylococcus aureus (Staph cat) isolée d’un
cathéter, et une souche de Pseudomonas aeruginosa (Pseudo 1000) provient d’un prélévement

de pus (Figure 5).

Figure S : Bactéries Multi-Résistantes A : S.aureus, B : P.aeruginosa.

11.1.1.3. Champignon phytopathogene
Afin de mener a bien le test d'antagonisme, nous avons utilisé une souche pathogéne
issue de la collection du laboratoire LPVRAB, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (F.0.a)

agent causal du bayoud de palmier dattier (Figure 6).

Figure 6 : Champignon pathogéne F.o.a.

11.1.1.4. Les larves de Tuta absoluta

Les larves de Tuta absoluta ont été collectées a partir des feuilles de tomate minées
ramassés a partir de plusieurs variétés de tomate cultivées sous serre au niveau de 1’Institut
Technique des Cultures Maraicheres et Industriels de Staouali (ITCMI). Pour leurs utilisations
ultérieures, les larves ont été déposées dans des boites de Pétri contenant des feuilles de tomate
(Figure 7).
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Figure 7 : Les larves de T.absoluta collectées a partir des feuilles de tomate infectées.

11.1.2. Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé dans ce travail est constitué de milieux de culture

(Annexe A), des produits chimiques, la verrerie et I’appareillage (Annexe B).

11.2. Méthodes
11.2.1. Régénération et purification des souches fongiques

La régénération et la purification des souches ont été réalisées par repiquage des disques
mycéliens a partir des cultures conservées sur le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Booth &

Johnston, 1983) (Annexe A). Les boites ont été incubées a 28°C pendant 7 jours.

11.2.2. Caractérisation macroscopique et microscopique des souches fongiques
La caractérisation macroscopique et microscopique des souches fongiques a été réalisé
selon (Lestari et al., 2021; Nguyen Xuan, 2024).

11.2.2.1. Caractérisation macroscopique
L'observation macroscopique des boites contenant les souches fongiques a été réalisée a
l'ceil nu, en se référant aux caractéristiques morphologiques des colonies aprés I'incubation.
Nous avons observé attentivement, dans un endroit bien éclairé les caracteristiques suivantes :
e Aspect et texture de la surface de la colonie (cotonneux, poudreux, etc.).
e Pigmentation de la colonie, contour, couleur du verso de la culture, et celle du milieu.
e Diametre de la colonie.
e Vitesse de la croissance.
11.2.2.2. Caractérisation microscopique
L'identification microscopique a été réalisée par observation au microscope optique sous
grossissement x40 (G x40), en tenant compte des caractéristiques morphologiques des hyphes,

forme et couleur des formes reproductrices, forme et couleur des spores.
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11.2.3. Fermentation et extraction des métabolites secondaires

Aprés I’obtention de cultures pures agées de 7 jours, des flacons de 250 ml contenant 150
ml du milieu PDB (Potato Dextrose Broth), ont été inoculés par 10 disques de champignons
endophytes étudies (Penicillium sp. et F. oxysporum), a raison de cing a huit répétitions pour
chaque souche. Les flacons sont fermés et recouvrés avec du papier aluminium et du coton, puis
incubés a une température ambiante avec une agitation continue pendant 15 jours selon
(Xiaoling et al., 2010).

Apres cette période de fermentation, le contenu est filtré en deux étapes, la premiere est
réalisée par une meche a gaz stérile, la deuxiéme par un papier filtre stérile pour separer le
mycélium du bouillon de culture. Ce dernier a été centrifugé a 1500 tours/min pendant 20 min,
et le surnagent a été récupéré selon (Barik et al., 2010).

Pour I’extraction des métabolites secondaires, deux solvants organiques ont ét¢ utilisé :
I’acétate d’éthyle et le chloroforme ; ou a chaque filtrat on rajoute un volume égal de solvant

puis le flacon est mis sous agitation continue pendant une heure.

Apreés, la solution a été mise en décantation dans des ampoules a décanter, pour séparer
les deux phases (la phase organique et la phase inorganique). Apres séparation, les deux phases
sont récupérées pour les concentrer sous la pression par évaporation de solvant a ’aide d’un
évaporateur rotatif (model RS 100-PRO Spain) a 45°C pour le chloroforme et a 55°C pour
I’acétate d’éthyle. Les extraits obtenus sont récupérés dans des boites de Pétri en verre stériles.
On exprime généralement le rendement des extraits en masse en calculant la différence entre
les boites de Pétri en verre contenant de I'extrait et les boites de Pétri vides, puis conservées

pour utilisation ultérieure selon (Mohanta et al., 2008). (Figure 8) et (Figure 9).

Le rendement des extraits en masse =

les boites de Pétri en verre contenant de 1'extrait — les boites de Pétri vides
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Figure 9 : L’extraction des métabolites secondaires des champignons endophytes. A : Dépot

des disques mycéliens de Penicillium sp. et F. oxysporum dans le milieu PDB, B : Flacons
déposés dans I’agitateur horizontal. C : Filtration par meches a gaz. D : Deuxiéme filtration par
papier filtre Watman. E : Centrifugation. F : Extraction avec chloroforme et acétate d’éthyle
dans des ampoules a décanter. G : Récupération des deux phases. H : Evaporation du solvant

par un évaporateur rotatif (model RS 100-PRO Spain). | : les extraits bruts.

11.2.4. Mise en évidence de I’activité antibactérienne

L’objectif de cette méthode est la recherche du pouvoir antibactérien des extraits et des
filtrats de cultures des Penicillium sp. (KHR 25 P4) et F. oxysporum (TRR 12 P3) contre deux
Bactéries Multi-Résistantes (BMR) S. aureus et P. aeruginosa. Trois techniques ont été

choisies.
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11.2.4.1. Préparation des suspensions bactériennes

Les tests antibactériens ont été realisés a partir de cultures jeunes (18 a 24 heures), en
phase de croissance exponentielle. L’opacité de la suspension bactérienne dans 1’eau
physiologique (0,9% NaCl) stérile, doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland de concentration
bactérienne estimée a 10° UFC/ml selon (lkeagwu et al., 2008).

11.2.4.2. Technique des cylindres d’agar (confrontation directe)

Les souches fongiques antagonistes ont été ensemencées sur le milieu PDA (annexe A).
Aprés 10 jours d’incubation a 28°C, des cylindres d’agar des champignons de 6 mm de diametre
ont été deposes a la surface du milieu Mueller-Hinton, ces derniers sont incubés a 28°C pendant
48 heures. Ensuite, ils sont ensemencés par écouvillonnage selon la technique du NCCLS
(National Commite for Clinical Laboratory Standard) par les BMR, et sont incubés a 37°C
pendant 18 a 24 heures selon (Ordofez et al., 2022)(Figure 10).

Figure 10 : Ensemencement de la surface de la boite contient le cylindre du champignon

antagoniste.

11.2.4.3. Techniques des disques et des puits (confrontation indirecte)

Ces deux techniques consistent a étudier 1’effet des substances bioactives des souches

fongiques diffusées dans un milieu de fermentation liquide.

- Technique des disques

Un écouvillon stérile trempé dans la suspension bactérienne a servi pour ensemencer
uniformément toute la surface de la boite de gélose Mueller - Hinton. Aprés séchage de la
surface pendant environ 5 min, des disques de 6 mm de diameétre du papier Wattman imbibés
avec 10 pl de I'extrait a tester de chloroforme ou d’acétate d’éthyle ou de filtrat brut sont séchés
et déposés sur la surface des boites. Ces dernieres, sont incubées a 4°C dans un réfrigérateur
pendant 2 heures pour permettre une pré-diffusion des substances bioactives, puis placées dans
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une étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures selon (Hazalin et al., 2009) (Figure 11).

Figure 11 : Technique de diffusion par disques.

Apres incubation, la lecture se fait a 1’aide d’un pied a coulisse en mesurant avec
précision les diamétres des zones d’inhibition qui sont représentés par une auréole claire formée

autour des disques.

- Technique des puits
Des boites de Pétri contenant une couche de gélose Mueller-Hinton d’une épaisseur de

4 mm, sont ensemencer par les BMR. Aprés un séchage de 5 ou 4 min, la gélose est perforée
avec un cylindre en cuivre de 3 mm de diametre stérile. Les puits préparés recevront un volume
de 10 pl de filtrat de culture. Les boites sont déposées a la température ambiante pendant 30
minutes, puis incubées a 37 °C pendant 24 a 48 heures selon (Hastuty et al., 2020) (Figure 12).

Figure 12 : Technique des puits. A : ensemencement uniformément de toute la surface du
milieu MH, B : Dépdt de 10 pl de filtrat brut dans les puits perforés.
- L’antibiogramme
La méthode d’antibiogramme par diffusion en milieu gélos¢ (MH) est la méthode
historique qui reste a ce jour encore tres utilisée. Elle repose sur la mise en culture d'un tapis

bactérien sur un milieu gélosé sur lequel sont déposés des disques d’antibiotiques selon (CLSI,
2020) (Tableau 3).
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Tableau 3 : Les antibiotiques utilisés pour chaque bactérie.

Les BMR utilisées Les antibiotiques
Céfoxitine(Cx30) Vancomycin (VA30)
Penicillin G(P10) Acide fusidique (FC10)

Staphylococcus aureus Oxacilline (OX1) Lincomycin(L2)
Kanamycin(K30) Pristinamycin (RP15)
Colistin (CL10) Tetracycline (TC75)
Ciprofloxacin (CIP5) Kanamycin (K30)

Pseudomonas aeruginosa Gentamicine (GEN10) Ticarcillin (T175)

Acide Clavulanique (CA2 30)  Zithromax (TO6 10)
Tétracycline + Acide Levofloxacin (LEV5)
clavulanique (TCC 75/10)

Acide Pipemidique  (P1100)  Netilmicin (NET30)
Aztreonam (AT30)

I1.2.5. Détermination de I’activité antagoniste

Afin de déterminer ’activité antagoniste des champignons, des filtrats et des extraits
obtenus, deux méthodes ont été utilisées :

I1.2.5.1. Test d’antagonisme in vitro par double culture ou coculture

Les endophytes antagonistes et les pathogenes ont été cultivés séparément dans des
boites de Peétri contenant le milieu PDA afin d’obtenir des cultures pures. L’essai de double
culture a éte réalisé par des disques de 6 mm de diamétre de chaque endophyte placé dans la
périphérie des boites de Pétri et le disque du pathogéne de méme diameétre est déposé a 4,5 cm
plus loin, et chaque interaction a subi trois répétitions et incubé a 27°C selon (Mohamed
Mahmoud, 2017) (Figure 13).

Apres trois jours d’incubation le rayon de chaque colonie est mesuré, et le taux

d’inhibition est calculé par la formule suivante :

1—1'2)

r
Taux d’inhibition (%) = ( x100

r1

rl : rayon de la colonie de 1’agent pathogéne dans la direction opposée du potentiel de
I’antagoniste (cm). r2 : rayon de la colonie de pathogene dans la direction vers le potentiel de
I’antagonisme (cm).
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Endophyte

Figure 13 : Méthode de double culture. A : Diagramme du mode de dép6t des endophytes et d’agent
pathogene B : Témoin négatif (I’agent pathogene). C : Témoin positif (les endophytes). D : Le dép6t
des endophytes et 1’agent pathogenes dans la boite de Pétri.

11.2.5.2. Méthode de diffusion des disques

Le test de I’activité antagoniste des extraits obtenus par la méthode de diffusion par
disques consiste a rechercher 1‘effet des antagonistes et le développement de champignon

pathogene selon (Hazalin et al., 2009).

Le champignon pathogéne F.o.a a été cultiveé sur le milieu PDA, la surface de ce
champignon chargée de spores a été raclée a I’aide d’une pipette Pasteur stérile en forme de L
en présence de 10 ml d’eau distillée stérile. Le nombre de spores a été ajusté a une concentration

dense approximative de 10° & 107 spores/ml selon (Badaoui et al., 2011).

Un écouvillon stérile trempé dans la suspension fongique a servi a ensemencer
uniformément la surface de la boite PDA. Aprés séchage de la surface pendant environ 5 min,
des disques de 6 mm de diamétre du papier Wattman sont imbibés avec 10 ul de I'extrait a tester
de chloroforme ou d’acétate d’éthyle et sont déposés sur la surface des boites. Ces dernieres,
sont incubées & 4°C dans un réfrigérateur pendant 2 heures pour permettre une pré-diffusion
des substances bioactives, puis placées dans une étuve a 28°C pendant 48 h selon (Hazalin et
al., 2009).
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I1.2.6. Détermination de I’activité antagoniste a 1’égard de Tuta absoluta

Le but de cette méthode est la mise en évidence d’une stratégie de lutte biologique basée
sur I'utilisation des suspensions fongiques et des filtrats de cultures de deux champignons
endophytes (Penicillium sp. et F. oxysporum ) contre T. absoluta 1’agent causal de la mineuse

de la tomate.

11.2.6.1. Préparation des suspensions fongiques

Les champignons utilisés Penicillium sp. et F. oxysporum ont été purifiés sur le milieu
PDA, la surface de ces champignons chargée de spores a été raclée a I’aide d’une anse de platine
stérile en présence de 10 ml d’eau distillée stérile. Le nombre de spores a été ajusté a une
concentration dense approximative de 10° & 107 spores/ml selon (Mohamed Mahmoud et al.,
2021).

11.2.6.2. Inoculation des larves de Tuta absoluta par les champignons testés

Huit larves de T. absoluta sont déposées délicatement dans chaque boite de Pétri. Pour
alimenter les larves, nous avons entreposé dans chaque boite des jeunes feuilles de tomate. Les
différents traitements fongiques de Penicillium sp. et de F. oxysporum ont été pulvérisés sur les
larves de T. absoluta. Le méme nombre de larves a été placé dans une boite témoin pulvérisée
par I’eau distillée stérile. Deux répétitions ont été réalisées pour chaque traitement Selon

(Mohamed Mahmoud et al., 2021) (Figure 14).

Figure 14 : A : Les traitements fongiques utilisés. B : Boite de 8 larves pulvérisées par un

traitement.

11.2.7. Conservation des souches fongiques

La conservation est une étape cruciale afin d'éviter la disparition des souches en vue d'une
réutilisation ultérieure. Les souches fongiques ont été conservées en utilisant des tubes

d'eppendorf stériles. Cette méthode implique de placer les morceaux d'agar contenant les
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champignons jeunes et purs dans des eppendorf stériles codés et fermés avec du parafilm, puis

les conserver a une température de -20°C.

Figure 15 : Eppendorf contient les disques des souches fongiques a conservées.
11.2.8. Analyse des métabolites secondaires extraits des champignons endophytes

Etant donné que les souches fongiques étudiées synthétisent une combinaison de
métabolites secondaires détectés apres les tests précédemment effectués, il apparait nécessaire
d’utiliser différentes techniques analytiques afin d’identifier les molécules présentes dans le
filtrat et I'extrait brut. Ces analyses ont été effectuées au niveau du laboratoire de chimie,

département de génie des procédés.

11.2.8.1. La spectroscopie UV-visible
La spectroscopie UV-Visible est la plus ancienne et la plus utilisée des méthodes
d’analyse dans les laboratoires. Cependant, elle ne fournit que peu d’informations structurales

(analyse qualitative) comparées aux autres méthodes spectroscopiques (spectres, s. d.).

Les filtrats de culture, les extraits bruts obtenus et les standards sont additionnés avec
de I’eau distillée, chloroforme ou 1’acétate d’éthyle ont été traversés dans une cuve en quartz
pour étre balayés et analysés dans une longueur d’onde A entre 200 et 800 nm par un
spectrophotometre & UV- visible (SHIMASZU UV-1700) (Figure 16).

rayonnement ——— échantillon “
monochromatiqgue —— I
UV-visible =  référence -

‘|‘ Thten nm)

Drans le spectrophotométre UV-visible . un rayonnement La comparaison des deux La courbe qui représente
monochromatigue de longueur d'onde A (entre 200 et 800 nm) faisceaux d'intensites I'absorbance en fonction
traverse simultanement I'echantillon {(solution homogéne respectives | et Iy permet de la longueur d'onde,
d'une substance) et la référence (cuve remplie du méme solvant de calculer I'absorbance A = f{k), est le spectre
que I"'echantillon). de I'echantillon de I'échantillon.

a la longueur d'onde A.

Figure 16 : Principe de fonctionnement d’un spectrophotométre.
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11.2.8.2. La Chromatographie sur Couche Mince

La chromatographie sur couche mince est la méthode analytique la plus couramment
employée pour séparer les métabolites secondaires des champignons (Bhagobaty et joshi,
2011). Selon (Cai, 2014), elle est définie comme une méthode biophysique essentielle, rapide,
sensible et peu couteuse, permettant une separation efficace des métabolites secondaires et leur

identification avec une bonne précision.

Le fractionnement et l'identification des métabolites secondaires a partir des extraits de
KHR 25 P4 et TRR 12 P3, a été réalisée par CCM sur gel de silice (99571-25EA) ; les extraits
de Penicillium sp. et F. oxysporum ont été déposés sous forme de spots de 20 ul a I’aide d’une
seringue a des points reperes au bord inférieur des plaques ou les standards étant la Pénicilline,
la Rutine, 1’Acide oléique, I’Acide linoléique, 1’Acide laurique, 1’Acide myristique et Beta

caroténe.

Apres le dépot, les plaques ont été séchées a 1’air libre, puis placées dans la cuve
chromatographique en position verticale contenant 1’éluant, trois phases mobiles ont été
appliquées : la premiére phase contient 10 ml d’acétate d’éthyle et 10 ml de chloroforme, la
deuxiéme phase contient 5 ml d’acétate d’éthyle / 20 ml de chloroforme et la troisieme phase

était 10 ml chloroforme, 10 ml méthanol et 10 ml eau distillée.

Lorsque le front du solvant se trouve a environ 3 cm de ’extrémité supérieure de la
plaque ; les plaques ont été retirées et séchées a 1’air libre et placées sous une lampe a ultra-
violet pour révéler les composés chimiques invisibles a I’ceil nu, les différentes taches
correspondantes aux constituants du mélange sont ensuite encerclées au crayon, la position de

font doit étre calculée selon la formule suivante :

la distance parcourue par le substrat

~la distance parcourue par le solvant
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CHAPITRE III. Résultats et Discussion

I11.1. Résultats

111.1.1. Caractérisation macroscopique et microscopique des souches fongiques
L’observation macroscopique et microscopique des champignons a été effectuée apres

10 jours d’incubation a 28°C.

Le Fusarium oxysporum est défini par une croissance plus ou moins rapide (5 a 7 jours)
avec un aspect duveteux, blanc au partie supérieure, brun-chamois au partie inférieure. Il se
caractérise par des filaments mycéliens fins, septés et hyalins, des macroconidies incurvées et

des microconidies fusiformes ou en forme de reins (Figure 17).

Figure 17 : Observation macroscopique (A : partie supérieure ; B : partie inférieure) et
microscopique (C) de F.oxysporum (TRR 12 P3).

Le genre Penicillium sp. est défini par une croissance plus ou moins lente (5 a 7 jours)
avec un aspect duveteux a poudreux, verte a la partie supérieure, jaune a la partie inférieure. 1l
se caractérise par des filaments mycéliens fins, septés, a bords paralléles, des phialides en forme

de pinceau et des conidies rondes a ovoides, hyalins et lisses (Figure 18).

Figure 18 : Observation macroscopique (A : partie supérieure ; B : partie inférieure) et

microscopique (C) de Penicillium sp. (KHR 25 P4).
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111.1.2. Fermentation et extraction des métabolites secondaires
111.1.2.1. Le rendement des extraits fongiques apreés fermentation

Les extraits fongiques sont rendus par la quantité d'extrait que l'on obtient apres

I'extraction (Tableau 4).

Tableau 4 : Le rendement des extraits fongiques.

Fusarium oxysporum TRR 12 P3 Penicillium sp. KHR 25 P4

Phase organique Phase inorganique Phase organique  Phase inorganique
1,31g 12,92 g 1,26 g 9,02 g

2,58 ¢ 11,12 ¢ 3,774 13,77 ¢

1I1.1.3. Mise en évidence de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des deux espeéces fongiques a ét¢ examinée. Trois méthodes ont

¢été utilisées : la technique des cylindres d’agar, des disques et des puits.

I11.1.3.1. Technique des cylindres d’agar (confrontation directe)

Les résultats indiquent que les deux souches de champignons donnent des zones
d’inhibitions contre les deux bactéries multi résistantes ; la moyenne des diamétres d’inhibition
a été de 35mm chez TRR 12 P3 contre P.aeruginosa et 31 mm contre S.aureus, alors que chez

KHR 25 P4 a été de 23 mm contre P.aeruginosa et 22 mm contre S.aureus (Figure 19, 20).

Figure 19 : Des boites de Pétri présentant les résultats de 1’activité antagoniste exercée par les

deux souches fongiques Penicillium sp. et F.oxysporum. (A : S.aureus, B : P.aeruginosa).
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Figure 20 : Diamétres des zones d’inhibition exercées par Penicillium sp. (KHR 25 P4) et

F.oxysporum (TRR 12 P3) contre des souches textées par la technique des cylindra d’agar.

111.1.3.2. Technique des disques

Le test de ’activité antibactérienne des filtrats de culture et des extraits obtenus par la

technique des disques a réveélé que :

Les extraits organiques de chloroforme ont montrée leur effet antibactérien contre les
bactéries résistantes aux antibiotiques. L'extrait chloroformique de F.oxysporum (TRR 12 P3)
a montré son efficacité contre P.aeruginosa avec une zone de 11 mm, et contre S.aureus avec
une zone de 9,5 mm. De plus, I'extrait de Penicillium sp. (KHR 25 P4) a également montré son
efficacité avec une zone d’inhibition de 10,5 mm contre P.aeruginosa, et 9 mm avec S.aureus
(Figures 21, 22, 23).

Les extraits organiques d’acétate d’éthyle des endophytes ont exercé une activité
antibactérienne importante contre les Bactéries Multi Résistantes. Dont I'extrait de la souche
F.oxysporum (TRR 12 P3) montre une inhibition avec une zone de 12 mm sur P.aeruginosa et
10 mm sur S.aureus, tandis que la moyenne des diamétres des zones d'inhibition de I'extrait de

Penicillium sp. (KHR 25 P4) était de 11 mm chez P.aeruginosa et S.aureus (Figure 21, 22, 23).

L’extrait inorganique d’acétate d’éthyle de F.oxysporum (TRR 12 P3), a montré
seulement une zone d’inhibition de 7 mm contre S.aureus et aucune activité antibactérienne n’a
¢été détectée en présence de 1’extrait inorganique chloroformique, tandis qu’une zone claire
transparente auteur de disque de 1’extrait chloroformique inorganique de Penicillium sp. (KHR

25 P4) a été enregistrée (Figures 21, 22, 23).

Les filtrats bruts des souches fongiques n’ont montré aucune zone d’inhibition contre

P.aeruginosa et/ou S.aureus (Figure 24).
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Figure 23 : Diamétres des zones d’inhibition déterminés lors de I’utilisation des extraits

de Fusarium oxusporum (TRR 12 P3).
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Figure 24 : Des boites de Pétri montrant 1’activité antibactérienne des filtrats bruts testées par
la technique des disques.

111.1.3.3. Techniques des puits

La technique des puits a été utilisée pour la mise en évidence de 1’activité
antibactérienne des filtrats bruts des souches fongiques contre les Bactéries Multi-Résistante,
les résultats obtenus ne montrent aucune zone d’inhibition en présence de filtrat brut de
F.oxysporum (TRR 12 P3) chez S.aureus et P.aeruginosa, tandis que le filtrat de Penicillium

sp. (KHR 25 P4) a montré une zone claire bien diffusée (Figure 25).

Figure 25 : Des boites de Pétri montrant 1’effet des filtrats bruts de Penicillium sp. et

F.oxysporum par la technique des puits.

I11.1.3.4. L’antibiogramme

L’antibiogramme permet en effet de faire la distinction entre une souche de bactérie

résistante et une souche sensible (Tableau 5) et (Figure 26).
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Tableau 5 : Le diamétre des zones d’inhibition (mm) de 1’antibiogramme de S.aureus et
P.aeruginosa

Les bactéries L’antibiotique Le diamétre | L’antibiotique Le diamétre

S.aureus VA 30 20 mm Cx 30 Abs
FC10 12 mm P10 Abs
L2 24 mm 0X1 Abs
RP 15 Abs K30 Abs

P.aeruginosa CL 10 15 mm TC 75 Abs
CIP S Abs K30 Abs
GEN 10 12 mm TL 75 Abs
CA2 30 Abs TOG6 10 17 mm
TCC 75/10 Abs LEV S 12 mm
PI1100 Abs NET 30 24 mm
AT 30 9 mm

Figure 26 : Des boites de Pétri montrant les résultats d’antibiogramme exercés par les deux

souches bactériennes. A : P.aeruginosa ; B : S.aureus.

I11.1.4. Détermination de ’activité antagoniste

I11.1.4.1. Test d’antagonisme in vitro par double culture ou coculture

Aprés 10 jours d’incubation, les résultats obtenus indiquent que la croissance
mycélienne de la souche pathogéne témoin est plus importante par rapport a celle observée lors
des differentes confrontations (pathogene - antagoniste). Les deux isolats d'endophytes
présentent des effets antagonistes contre I'agent pathogéene (F.o.a).

D’apreés les résultats obtenus, les deux souches endophytes ont provoqué une inhibition
de la croissance mycélienne avec I’apparition d’une zone d’inhibition en présence de
champignon pathogéne, la souche de Penicillium sp. (KHR 25 P4) a enregistré les meilleures
zones d’inhibition qui atteignent 10 mm, alors que la souche F.oxysporum (TRR 12 P3) a

enregistré des zones d’inhibition de 8 mm (figure 27, 28).
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Le taux d’inhibition maximum a été enregistré en présence de F.oxysporum TRR 12 P3
(72,92%), qui présent aussi une précipitation visible en arriere-plan orangé, tandis que le taux
le plus faible est enregistré en présence de Penicillium sp. KHR 25 P4 (68,75%) (figure 27,28).

Figure 28 : Effet de d’antagoniste F.oxysporum sur la croissance de F.o0.a par rapport

au témoin. A : témoin de F.oxysporum ; B : témoin de F.0.a

Figure 27 : Effet d’antagoniste de Penicillium sp. sur la croissance de F.o.a par rapport au
témoin A : témoin de Penicillium sp. ; B : témoin de F.o0.a.
111.1.4.2. Méthode de diffusion des disques
L'activité antagoniste des extraits de champignons endophytes dérivés d'acétate d'éthyle
et du chloroforme testés par la méthode de diffusion sur disque contre le champignon pathogéne
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis a montré une bonne activité inhibitrice aprés 48h par

I’apparition d’une zone d’inhibition autour des disques. Il est noté que les zones d'inhibition
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présentent une diversité de diameétres, dépend des extraits et des espéces antagonistes utilisées
(Figure 29).

L'extrait chloroformique de Penicillium sp. (KHR 25 P4) a montré la plus grande zone
d'inhibition de 19 mm contre F.o.a, tandis que les extraits de chloroforme de F.oxysporum (TRR
12 P3) ont enregistré un diameétre de 15,5 mm.

Figure 29 : Zones d’inhibition (en mm) de chaque extrait fongique obtenues par I’acétate

d’éthyle et chloroforme (phase organique) en présence de F.o.a.

L’extrait d’acétate d’éthyle de F.oxysporum (TRR 12 P3) a enregistré une zone
d’inhibition était de I’ordre de 11,5 mm vis-a-vis de F.o.a, tandis qu’elle est de 10 mm chez
(KHR 25 P4).

Les divers extraits ont révélé des niveaux variés d'activité antifongique, avec des zones
d'inhibition plus importantes (19 mm) en présence des extraits chloroformiques, et moins

importantes (11,5 mm) en présence des extraits d'acétate d'éthyle (Tableau 6).

Tableau 6 : Les zones d’inhibition (en mm) obtenues lors du test de diffusion sur disques des

extraits des champignons endophytes testés (phase organique).

Champignon phytopathogene
Extrait des champignons endophytes Fusarium oxysporum f.sp. albidinis
Penicillium sp. KHR 25 P4 Acétate d’éthyle 10 mm
Chloroforme 19 mm
Fusarium oxysporum TRR 12 P3 | Acétate d’éthyle 11,5 mm
Chloroforme 15,5 mm
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II1.1.5. Détermination de I’activité antagoniste a I’égard de la mineuse de tomate

Les essais d’antagonismes in vitro par I’utilisation de filtrats de cultures et de suspensions
fongiques de Penicillium sp. et F.oxysporum contre les larves de T.absoluta, ont montré un effet

significatif quel que soit I’antagoniste testé.

Les résultats ont montré que les suspensions fongiques et les filtrats de Penicillum sp. et
F.oxysporum ont entrainé une mortalité des larves de T.absoluta, en particulier chez les larves
de stade larvaire L1. De plus, la suspension fongique a provoqué un ralentissement du
mouvement des larves L3 et L4. Il est intéressant de noter également que les larves exposées a
la suspension fongique & base de Penicillium sp. ne sont pas métamorphosees en adultes,

contrairement aux larves témoins.

Au cours de cette étude, on a remarqué une augmentation de mortalité des larves de
T.absoluta avec le temps. Aprés avoir vaporisé les larves infectées par les deux souches
fongiques Penicillium sp. (KHR 25 P4) et F.oxysporum (TRR 12 P3), le taux de mortalité a été
mesuré a 24, 48 et 72 heures (Figure 30).

Apres 24 h, le taux de mortalité des larves de T.absoluta était élevé lorsqu'elles étaient
exposées a la suspension fongique et au filtrat de F.oxysporum 18,75 %. En revanche, une faible
mortalité pour les suspensions de Penicillium sp. 6,25 % et 0 % pour le filtrat. Aucun

changement n'a été observé en ce qui concerne le taux de mortalité pour le témoin.

Apres 48 h, les larves traitées avec la suspension et le filtrat de F.oxysporum n'ont montré
aucun changement dans le taux de mortalité par rapport au premier jour. En revanche, pour les
solutions de Penicillium sp. ont enregistrés une augmentation de la mortalité avec 37,5 % pour
la suspension et 31,25 % pour le filtrat de Penicillium sp. Il y a eu une légére augmentation du

taux de mortalité chez les larves traitées avec de I'eau distillée stérile.

Apres 72 heures, la suspension de Penicillium sp. a provoqué la mort des larves a un taux
de 81,25 % et de 50 % avec le filtre. Tandis que chez F.oxysporum le taux de mortalité est 75%
avec la suspension fongique et 43,75 % pour le filtrat. Avec une légere augmentation de 25%

chez le témoin aprés 3 jours de pulvérisation.
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Figure 31 : Le taux de mortalité des larves traitées par suspensions fongiques et filtrats de

Penicillium sp. (KHR 25 P4) et F.oxysporum (TRR 12 P3).

Une semaine apres la pulvérisation, une couche blanche sur les larves non tuées, a été

observée, les larves ont été recouvertes par les spores de champignon donnant ainsi 1’aspect

d’une momie (Figure A). Apreés 10 jours, les larves se transforment en chrysalides dans les

boites de Pétri pulvérisées avec les suspensions fongiques et les filtrats de Penicillium sp. et

F.oxysporum. Ces chrysalides évoluent par la suite en adultes (Figure C) (Figure 31)

Figure 30 : Les larves de T. absoluta dans différents stades aprées pulvérisation de la

suspension fongique de Penicillium sp. et F. oxysporum A : L’aspect d’une momie,
B : Chrysalides, C : Adultes.

Apres 15 jours, on fait la deuxiéme pulvérisation pour les adultes : le taux de mortalité

des adultes infestés par les deux souches fongiques (KHR 25 P4) et (TRR 12 P3) a été évalué

apres 24, 48 et 72 h de pulvérisation.
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Apres 24 h, nous n’avons remarqué aucun changement dans le taux de mortalité des
adultes en utilisant la suspension fongique et le filtrat de Penicillium sp et de F. oxysporum. et

aussi pour les adultes pulvérisés avec I’eau distillée stérile 0 %.

Apres 48 heures, mortalité totale pour les adultes pulvérisés avec la suspension et le
filtrat de Penicillium sp. 100%. Une faible augmentation dans le taux de mortalité a été
constatée pour les larves pulveérisées avec le filtrat et suspension de F. oxysporum et pour I’eau

distillée stérile apres 48 h.

Apres 72 h ont remarque une mortalité totale pour les adultes pulvérisés avec la solution
et le filtrat de F. oxysporum 100%. Aprés une semaine qui suivit la pulvérisation, on remarque

la mortalité totale des adultes qui pulvérisent I’eau distillée stérile.

Les résultats obtenus indiquent que la suspension fongique pour les deux champignons
qui atteint la cible et tue plus efficacement comparée aux filtrats de deux champignons ce qui
signifie des taux de mortalité élevés.

II1.1.6. Résultats d’analyse des métabolites secondaires extraits des champignons
endophytes

111.1.6.1. Spectrophotométrie UV-visible

Le spectre UV-visible est déterminé, pour noter la présence ou absence des standards
dans nos extraits de Penicillium sp. (KHR 25 P4) et F.oxysporum (TRR 12 P3) dans I’acétate
d’éthyle et le chloroforme. Le balayage spectral a été effectué entre 190/200 a 800 nm (Figure
32).

£

(0,200

Ldiy)

Figure 32 : Les spectres d’absorption des standards. A : Acide myristique. B : Acide oléique.
C : Pénicilline.
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Les extraits Penicillium sp. (KHR 25 P4) et F.oxysporum (TRR 12 P3) présentent un

spectre caractérisé par des séries de pics, ce qui est traduit par I’existence de plusieurs composés
(Figure 33).

Figure 33 : Les spectres d’absorption des extraits de Penicillium sp. et F.oxysporum.

L’analyse du spectre UV-visible montre que le spectre d’absorption du standard d’acide
linoléique obtenu a un seul pic avec une longueur d’onde maximale de 269,0 nm. Dans le
spectre d’absorption de 1’extrait KHR 12 P4, on remarque la présence d’un pic avec la méme

longueur d’onde de 269,0 nm (Figure 34).

Figure 34 : Les spectres d’absorption. A : I’extrait de Penicillium sp. B : 1’acide linoléique.

Ces résultats montrent I’existence de la bande d’absorption maximale du standard dans

’extrait, ce qui indique partiellement la présence de 1’acide linoléique dans notre extrait.
111.1.6.2. Chromatographie sur couche mince

Afin de realiser une évaluation qualitative de la composition chimique de nos extraits,
nous avons effectué une chromatographie analytique sur couche mince en utilisant trois
systemes de solvants différents pour la phase mobile. Cette chromatographie a permis de
séparer les substances actives et de déterminer le meilleur systéme de séparation, tout en mettant
en évidence la présence ou I'absence des standards utilisés (Pénicilline, Rutine, Beta caroténe,

I’acide oléique, linoléique, laurique et myristique).
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La visualisation sous la lampe a UV des chromatogrammes des extraits bruts développés
sur les trois systemes de solvants différents, révéle une bonne séparation des bandes des extraits
avec le systeme “A". En revanche, le systéme "B" a permis la séparation de quelques composés,
et d’un seul standard. Ainsi, le systeme "C” n’a pas permis la séparation des différents composés

présentes dans nos extraits (Tableau 7).
Tableau 7 : Récapitulation d’efficacité des différents systemes de solvants pour la CCM.

(+) Séparation, (-) Pas de séparation, (+/-) Faible séparation.

Systemes de solvants Efficacité de systeme
A +

B +/-

C -

D’aprés 1’observation des chromatogrammes sous lumiére UV, les spots obtenus sous
forme de taches fluorescentes permettent de visualiser les standards aprés la migration et de

confirmer leurs présences dans nos extraits de Penicillium sp. et/ou F.oxysporum.

L’extrait de la souche de Penicillium sp. (KHR 25 P4) obtenue par le chloroforme a
donné sur la plaque de CCM 1 des taches fluorescentes, I’une de ces taches a un rapport frontal
(Rf) de 0,26 identique a celui du standard acide linoléique. Ces résultats montrent la présence
de I’acide linoléique dans 1’extrait de la souche de Penicillium sp. (KHR 25 P4) obtenu par le

chloroforme (Figure 35).

Dans la plaque de CCM 2 ; I’extrait de la souche de Penicillium sp. (KHR 25 P4) a
donné trois taches, I’une a un rapport frontal égal a 0,39 identique a celui de Pénicilline. Ces
résultats montrent la présence de la pénicilline dans 1’extrait de la souche de Penicillium sp.

(KHR 25 P4) obtenu par I’extraction par le chloroforme (Figure 35).
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Figure 35 : Révélation des chromatogrammes des extraits de Penicillium sp. et F.oxysporum
par UV.

Dans les autres chromatogrammes, on observe différents métabolites qui ont été migrés

selon leur polarité avec 1’¢luant :

e L’extrait de F.oxysporum (TRR 12 P3) a révelé la présence de deux taches différentes
de celle du standard avec un rapport frontal varié comme : Rf = 0,51 et Rf = 0,59.

e L’extrait de Penicillium sp. (KHR 25 P4) a révélé la présence de plusieurs taches
différentes avec un rapport frontal (Rf) de 0,26 ; 0,26 et 0,5.
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I111.2. Discussion

Les métabolites secondaires produits par les champignons endophytes représentent une
ressource naturelle contenant diverses substances aux bienfaits thérapeutiques variés.
Penicillium et Fusarium produisent une large variété de composés avec différentes activités

biologiques.

L’effet antimicrobien des deux souches fongiques Penicillium sp. (KHR 25 P4) et
Fusarium oxysporum (TRR 12 P3) a [D’encontre de deux souches multi-résistantes
(Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus) a été mis en évidence a travers

I’utilisation des disques de ces champignons et leurs extraits.

Selon les résultats obtenus qui concordent avec ceux obtenus antérieurement par
(Strobel et al., 2004; Pimentel et al., 2010), les champignons endophytes peuvent avoir une

activité antibatérienne.

Le test de la confrontation directe, a révélé la capacité de Fusarium oxysporum (TRR
12 P3) et Penicillium sp. (KHR 25 P4) a inhibé ou ralentir la croissance des Bactéries Multi-
Résistantes (Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa), relativement avec les
résultats de Ordofez et al. (2022) qui prouvées que les champignons ont un effet inhibiteur
contre les Gram positive (S.aureus) et Gram négative (P.aeruginosa), d’autre travaux sur les
mémes bactéries utilisées ont prouvées également ’activité antibactérienne des champignons
endophytes (Mohamed Mahmoud et al., en cours de publication). D’autres recherches ont
montré que les composés bioactifs des champignons endophytes sont considérés comme une

source potentielle d’antibiotique de nouvelle génération (Eshboev et al., 2023).

Le chloroforme et I’acétate d’éthyle sont deux solvants organiques souvent utilisés pour
I'extraction des métabolites secondaires a effet antibactérien (Praveena & Padmini, 2011,
Manila et al., 2014). Nos résultats obtenus dans la technique de diffusion des disques par
I’utilisation de filtrats bruts de deux champignons, ne montrent aucun effet inhibiteur contre
P.aeruginosa et/ou S.aureus ; par contre, ’utilisation des extraits de 1’acétate d’éthyle et de
chloroforme ont exercé une activité antibactérienne efficace contre ces souches multirésistantes
; cette activité antibactérienne est beaucoup plus importante chez P.aeruginosa par rapport a

S.aureus.

Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que ces deux groupes de microorganismes
différent morphologiquement. Les bactéries a Gram négatif possédent une membrane externe

qui est une membrane polysaccharidique portant les composants structurels
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lipopolysaccharides, ceci rend la paroi cellulaire imperméable aux composés lipophiles,
contrairement aux bactéries & Gram positif, lesquelles seront plus sensibles car elles ont
seulement une couche de peptidoglycane extéricure qui n’est pas une barriére de perméabilité

effective (Kumar et al., 2010).

L’effet antagoniste des souches fongiques de Penicillium sp. (KHR 25 P4) et de
Fusarium oxysporum (TRR 12 P3) contre un champignon phytopathogene Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis a été mis en évidence a travers I’utilisation de coculture et des extraits

fongiques.

Les résultats de la coculture ont révélés la capacité des endophytes utiliséess a inhiber
la croissance mycélienne du pathogéne Fusaium oxysporum f.sp albedinis. Selon Mohamed
Mahmoud (2017), cette inhibition est due principalement a la compétition entre les endophytes
testés et le pathogene pour les nutriments et 1’espace. Cette compétition est un processus par
lequel les endophytes pourraient empécher la colonisation de I'néte par des agents pathogénes
(Salmi, 2022).

Plusieurs chercheurs ont montré que le genre Penicillium a la capacité de synthétiser des
sidérophores, ces derniers présentent un composant de compétition pour I’acquisition du fer,
qui inhibe la croissance des microorganismes pathogenes ou leurs activités métaboliques.
Tandis que plusieurs souches non pathogénes de Fusarium sp. ont démontré 1’importance de la
compétition pour le glucose et le carbone, comme mécanisme d’action contre les différentes

formes spéciales de Fusarium oxysporum (Mohamed Mahmoud, 2017).

Les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur disques, ont révélé la capacité des
extraits des champignons endophytes testés a inhiber la croissance de la souche pathogene
utilisée. Selon Deb et al (2017), cette inhibition est due principalement a ’antibiose qui résulte
de la production des substances qui agissent comme des antifongiques. La comparaison de nos
résultats avec celle de Aoumria et al. (2019) et de Abouamama et al. (2022), nous a permis de
déduire qu'il est possible de contréler la maladie du Bayoud en utilisant des isolats antagonistes

obtenus a partir de la méme plante hote dans notre cas le palmier dattier.

La recherche d’un biopesticide a 1’état brut a base de champignons endophytes a éeté
réalisée par plusieurs chercheurs ; (Karaca et al., 2022) ont montré que tous les champignons
endophytes peuvent réduire les dommages causés par la mineuse de la tomate. Agbessenou et
al. (2022) ont utilisé Trichoderma asperellum ; Dabsu & Kovanci. (2023) qui utilise Beauveria

bassiana et Metarhizium anisopliae et aussi Mohamed Mahmoud et al. (2021) avec
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Clonostachys spp. pour la premiére fois et Beauveria bassiana, ont confirme la virulence de ces
champignons endophytes sur les larves de Tuta absoluta. Ce qui nous a poussé a étudie I’action
pathogene de Penicillium sp. (KHR 25 P4) et de Fusarium oxysporum (TRR 12 P3) sur la

mineuse de la tomate, d’apres la bibliographie, aucune recherche n’a été réalisée auparavant.

Les activités démontrées par les résultats obtenus prouvent que les souches de
Penicillium sp. (KHR 25 P4) et de Fusarium oxysporum (TRR 12 P3) constituent un large
réservoir de nouvelles molécules qui ont été examinées a l'aide de la CCM et du

spectrophotomeétre UV-visible pour leur identification.

La comparaison des résultats de la CCM et de 1’UV-visible du standard d'acide
linoléique avec celui des composés produits par la souche de Penicillium sp. (KHR 25 P4) a
permis d'identifier la présence de I'acide linoléique dans les extraits réalisés, donc la souche de
Penicillium sp. produit cet acide gras, parallelement a Penicillium spinulosum (Shimi et al.,
1959), Penicillium commune (Hussein et al., 2017) et Penicillium brevicompactum (Ali et al.,

2017) qui ont montré leur capacité de produire 1’acide linoléique.

Ainsi, la comparaison des extraits avec les standards a permis d’identifier la présence
de la Pénicilline dans I’extrait de KHR 25 P4 avec des rapports frontaux identiques. Cet
antibiotique reste un traitement de choix pour diverses infections, et sa production par
Penicillium endophytique est bien connue(Aldeek et al., 2016; Deshmukh et al., 2022; Wen et
al., 2022; Azar et al., 2023).

En revanche, I’absence des taches identiques a celui de quelques standards utilisés, tel
que I’acide oléique, 1’acide myristique, 1’acide laurique et beta caroténe, ne signifie pas
I'absence des stands dans nos extraits, ceci peut étre expliquer par le fait que les phases mobiles
utilisées ne convient pas aux standards testés, tandis que 1’apparition de différentes taches apres
la révélation par la lumiere UV montre la présence des différents composes bioactive dans les
différents extraits des deux souches endophytiques. Ces résultats sont similaires a ceux de
Deshmukh et al. (2022); Wen et al. (2022) qui montrent la possibilité¢ de I’exploitation des
endophytes dans le domaine pharmacologique pour la production des nouveaux traitements

d’origine naturelle.
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Les endophytes représentent une ressource écologique, capable de synthétiser une
pléthore de métabolites secondaires bioactifs a mettre en ceuvre dans le secteur pharmaceutique,

I'agriculture et les applications environnementales.

Cette étude est basée sur trois parties, la premiere est consacrée a la fermentation et la
récupération du filtrat de culture et de I’extrait brut de Penicillium sp. (KHR 25 P4) et
F.oxysporum (TRR 12 P3). La deuxiéme est basée sur la mise en évidence de la présence de
ces métabolites par I’activité antibactérienne de ces champignons en présence de deux Bactéries
Multi-Résistantes (BMR) (S.aureus et P.aeruginosa), et leur effet antagoniste in vitro, contre
un champignon phytopathogene tellurique (Fusarium oxysporum f.sp. albedenis) qui cause la
maladie du bayoud sur le palmier dattier, ainsi que leur effet insecticide a 1’égard de Tuta
absoluta I’agent causale de la mineuse de la tomate. Afin d’identifier ces métabolites différentes
techniques analytiques ont été utilisées ; la spectroscopie UV-visible et la chromatographie sur
couche mince (CCM).

La mise en évidence de I’activité antibactérien des extraits de Penicillium sp. (KHR 25
P4) et F. oxysporum (TRR 12 P3) par le test de diffusion sur disques a démontré que tous les
extraits avaient une activité inhibitrice sur les bactéries résistantes aux antibiotiques (S. aureus
et P. aeruginosa), les extraits de la souche F.oxysporum (TRR 12 P3) présentent une activité
antibactérienne plus importante que la souche Penicillium sp. (KHR 25 P4), dont les extraits
d’acétate d’éthyle avaient plus d’effet que les extraits chloroformiques avec une zone

d’inhibition de 12 mm. Tandis que la technique des puis ne montre aucun résultat significatif.

Les essais de I’effet antagoniste in vitro de Penicillium sp. et F.oxysporum contre le
champignon phytopathogéne Fusarium oxysporum f.sp. albedenis (F.0.a) ont été révélés par le
test de coculture, des taux d’inhibition différents. Le taux le plus élevé est évalué a I’encontre
de F.oxysporum qui est de 72,92% avec ’apparition d’une zone d’inhibition claire allant
jusqu’a 8 mm. L’activité antagoniste a travers la méthode de diffusion sur disque a enregistré
la meilleure zone d’inhibition qui est de 19 mm vis-a-vis de F.0.a pour les extraits

chloroformiques de Penicillium sp.

Les deux champignons endophytes Penicillium sp. et F.oxysporum ont été également
utilisés pour la mise en évidence de leur effet insecticide a 1’égard de Tuta absoluta 1’agent
causal de la mineuse de la tomate. L’évaluation de I’antagonisme in vitro de la pulvérisation de

suspensions fongiques et des filtrats des cultures montre une efficacité remarquable. Les
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résultats montrent que les suspensions fongiques de deux souches étaient plus efficaces que les
filtrats de cultures, on a enregistré un taux de mortalité de 81,25 % et 75 % pour Penicillium
sp. et F.oxysporum respectivement.

Les analyses des extraits des deux champignons endophytes par la spectroscopie UV-
visible et la chromatographie sur couche mince, ont révélé que la souche de Penicillium sp.
(KHR 25 P4) est une souche productrice de I’antibiotique cas de Pénicilline et 1’acide gras cas
de I’acide linoléique tandis que la souche F.oxysporum (TRR 12 P3) produit des composants

qui ne conviennent pas aux standards testes.

Ces résultats montrent que les endophytes testés constituent une source et une usine de
plusieurs métabolites présentant un intérét biotechnologique, nos travaux sont une étape

préliminaire pour des études plus larges, plus approfondies et plus accomplies.
En perspective, on propose :

e Identification moléculaire des souches fongiques pour confirmer leurs affiliations.

e [L’extraction, la purification et I’indentification des substances bioactives par des méthodes
plus performantes et précises « HPLC, CG-MS .... etc ».

e Tester d’autres standards avec d’autres solvants par différents volumes (phases mobiles).

e L’¢étude in vitro devra étre confirmée par un suivi in vivo sur I’hdte de chaque pathogéne
testé.

e D’appliquer ces molécules bioactives sur d’autres agents pathogénes de quarantaine.

e La détermination des concentrations minimales inhibitrices des molécules antibactériennes
secrétées (CMI).

e Tester ces champignons endophytes sous serre pour confirmer leurs efficacités sur les larves
de Tuta absoluta et contre leurs ceufs et adultes.

e Utiliser ces souches contre d’autres ravageurs.
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Annexes



Annexe A
Composition des milieux de culture utilisés pour un litre de milieu :

Milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar) :

Pomme de terre 200 ¢

Glucose 209

Agar 2049

Eau distillee 10000 ml

pH 6 autoclavage 20 min a 120°C

Milieu de culture PDB (Potato Dextrose Broth) :

Pomme de terre 200 g

Glucose 20 g

Eau distillée 10000 ml

pH 6 autoclavage 20 min a 120°C

Milieu MH Meuler Hinton
Hydrolysat acide de caséine (peptone) 17,5 g

Extrait de viande 2090
Amidon 159
Calcium 20425 mg
Magnésium 10a12,5mg
Agar 15,09

Eau distillée 10000 ml

pH 7,4 +/- 0,2 autoclavage 20 min a 120°C



Annexe B

Appareils
Nom de Photo Nom de I’appareil | Photo
’appareil

Agitateur Etuve

Autoclave Balance

Pied a Spectrophotometre

collise

Microscope Centrifugeuse

Evaporateur Hotte aspirante




Petit matériel

Aiguilles

Bavette

Bec bunsen

Biotes pétris en plastique et en verre
Ciseaux

Coton

Entonnoirs en verre
Eprouvette en verre
Eprouvette graduée 100 ml
Flacons 250 ml

Papier filtre

Papier aluminium

Para film

Pipete pasteure

Tube a essai



