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Introduction géenérale

L’augmentation des personnes dans le monde ayant des probléme de santé causes par des
bactéries résistantes aux médicaments , des protozoaires parasites et des champignons , est
une source dalerte . Le développement de plusieurs microbes résistants aux médicaments a
soulevé la nécessité de recherche de nouveaux agents antimicrobiens pour le traitement des
maladies humaines. Une recherché intensive d'agents nouveaux et plus efficaces pour traiter
ces problémes de maladie est actuellement en cours, et les endophytes sont considéres comme
une nouvelle source de composes médicinaux potentiellement utiles. Les micro-organismes
ont la capacité d'utiliser divers substrats en raison de la diversité de leur évolution biologique
et biochimique. Les substrats solides qu'ils utilisent comprennent, entre autres, les plantes
vivantes. Les bactéries et les champignons sont connus pour coopérer avec de nombreuses
plantes pour former des associations mutuellement bénéfiques. Les actinomycetes et les
champignons, de tous les micro-organismes étudiés, se sont révélés étre les producteurs les
plus prolifiques de métabolites secondaires (Sharma et al., 2016). Parmi les différents
groupes de champignons les plus importants sont les champignons endophytes Comme ces
derniers représentent des sources biologiques nouvelles inexplorées et utiles dans de
nombreux secteurs, dont les plus importants sont les secteurs pharmaceutique, industriel et
agricole (Zheng et al., 2016).

Il existe d'énormes possibilités pour la récupération de nouvelles espéces, genres et biotypes
fongiques de cette niche écologique. Selon certaines estimations, environ 1,5 million
d'especes fongiques existent dans le monde. Alors que seulement 100 000 ont été découvertes
et qu'il peut y avoir au moins un million d'especes de champignons endophytes seuls. Ces
derniéres années, des connaissances considérables ont été accumulées sur la biologie des
microorganismes endophytes. Les endophytes représentent une part importante mais peu

explorée de la diversité fongique (Sharma et al, 2016).

L'histoire des plantes aromatiques et medicinales est liée au développement des civilisations.
Cesplantes ont toujours occupé Une place importante en médecine, dans la composition des
parfums et des préparations culinaires. L'évaluation de ces ressources vegétales naturelles ne
se limite pas aux seuls champignons d'intérieur, car leur importance réside également dans
I'extraction de ses huiles essentielles. Ces derniers sont des produits a forte valeur ajoutée et
sont utilisés dans 1’Industrie pharmaceutique, cosmétique et alimentaire (Bouzouita et al.,
2008).
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L’activité des huiles volatiles réside dans les centaines de molécules chimiques qui la
constituent comme les terpénoides. Ces derniers donnent a la plante son odeur, d’autres sont
responsables du parfum (Angioni et al., 2006). Le domaine d’application des huiles
essentielles est diversifiés malgré I’arrivée sur le marché des composés de synthése ; C’est
ainsi qu’elles trouvent de nombreuses applications dans I’industrie chimique et dans le
domaine de I’agroalimentaire (condiments, épices, aromatisants,...) et 1’aromathérapie

(parfumerie, cosmétique et savonnerie) (Tardugno et al.,2018).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre présent travail dans 1’objectif consiste en 1’étude
d’activité antimicrobienne des champignons endophytes isolés de lavandulaofficinalis, une
plante médicinal récoltée a parti de I'université de Constantine 3 ainsi que ’extraction de
I’huile essentielle de cette plante et 1’étude de son activité antimicrobienne. Les objectifs a

réaliser dans cette étude sont les suivants :

e Isolement ; purification et identification des champignons endophytes.
e Extraction de I’huile essentielle de la plante.

e Détermination de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et les champignons

endophytes.
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Chapitre I - Synthese bibliographique

I.1.Plantes médicinales
Au fil des ans, I’Homme a appris a reconnaitre les plantes, a distinguer celles comestibles, de
celles indésirables, voire, toxiques. Parmi ces derniéres, il a utilisé certaines a des fins
guerrieres, criminelles, magiques, ou pour faciliter la péche et la chasse ; quant au premier
groupe, il I’a exploité a des fins nutritionnelles, aromatiques, ornementales, tinctoriales et
médicinales donnant ainsi lieu au développement de nombreuses filieres, notamment
agroalimentaire, cosmétique et médicinale (Benabdelkader, 2012).
L'organisation mondiale de la santé définit une plante médicinale comme « toute plante qui,
dans un ou plusieurs de ses organes, contient des substances qui peuvent étre utilisées a des
fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs de la semi-synthése parapharmaceutique (kaul
etal., 2012).
Les plantes medicinales sont utilisées en médecine traditionnelle depuis de nombreuses
années (Venieraki et al., 2017). La population africaine utilise la médecine traditionnelle a
80%, et I'Algérie et par sa situation géographique, est considérée comme l'un des pays arabes
les plus importants et les plus riches en plantes médicinales avec 3164 especes (Benarba et
al., 2016).
L’intérét porté a ces plantes n’a pas cessé de croitre au cours de ces derni¢res années. A cet
effet, on s’est intéressé a 1’une des especes de la famille de Lamiaceées : la lavande, celle-ci est
utilisée comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antimicrobien,

antifongique et antioxydant (Benyagoub, 2014).

1.2. Généralités sur la Lavande

La famille des Lamiacées, également appelée Labiés, comprend les plantes herbacées. Cette
famille compte 6500 espéces et 200 genres trés divers. C’est une famille trés harmonieuse,
par exemple menthe, lavande ou basilic. Beaucoup de ces espéces sont des plantes
médicinales, La lavande est l'une des plus importantes de ces plantes, ses arbres se
caractérisent par une couleur verte permanente et un parfum aromatique (Angioniet al.,
2006).

Il peut atteindre une longueur d'un meétre avec des fleurs bleues - violettes, Largement
distribuée dans les Tles canari, Islande et a travers tout le tell méditerranéen, 1’Afrique du
Nord, Sud-ouest de I'Asie, Afrique tropicale avec une disjonction vers I'Inde (Mohammedi et
Atik., 2011).

Elle publie sa premiere étude en 1780 (lis-balchin, 2002); Il a une longue histoire d'utilisation

médicinale et son huile est considérée comme un traitement pour de nombreux problémes de
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peau, le nettoyage des plaies, et de nombreuses autres maladies, et comme des agents
antispasmodiques, et antimicrobiens (Mohammedi et Atik., 2011).
Les lavandes se répartissent en quatre catégories principales :
e Lavandula latifolia:une lavande méditerranéenne ressemblant a de 1’herbe.
e Lavande angustifolia: une plante plus trapue avec une fleur plus pleine, communément
appelée lavande anglaise (anciennement connue comme L. vera ou L.officinalise).
e Lavandula stoechas : qui a des bractées en forme de papillon au-dessusdes fleurs et est
parfois connue sous le nom de lavande frangaise.
e Lavande x intermedia : qui est un croisement stérile entre L. latifolia et L. angustifolia.
Les différentes lavandes ont des propriétés ethnobotaniques et principaux constituants
chimiques, cependant, il y a quelques différences dans les rapports usages thérapeutiques pour
différentes especes, par exemple la plupart pense que les lavandes ont des actions
carminatives, mais L. stoechas est traditionnellement utilisée pour les maux de téte, L.

latifolia comme un abortif et L. angustifolia comme diurétique (Belmont., 2013).

1.3. Classification et la systématique botanique

- Régne :Plantae

- Embranchment :Spermatophytes

- Sous-Embranchment :Angiosperms

- Division :Magnoliophyta

- Classe :Eudicotylédones

- Ordre :Lamiales

- Famille :Lamiaceae

- Genre :Lavandula

- Espece :lavandula officinalis
1.4. Botanique de la plante étudiée (Lavandula officinalis)
Lavandula officinalis ou Lavande vraie, est une plante a feuilles étroites. Son nom latin est
Lavandula angustifoliaou L. officinalis. Elle connue en arabe sous le nom de «huzdma »
(Elharas et al., 2013). Lavandula officinalis est un arbuste dense pouvant atteindre une
hauteur de 50 cm a 1 metre. Les feuilles, linéaires et gris-vert quand elles sont jeunes et plus
vertes avec I'age, varient en longueur entre 3 et 5 cm et sont a la fois ameéres et aromatiques.
Le tronc est en bois. La tige florale est généralement non ramifiée et les fleurs sont bleues,

regroupées en bractées ovales a ’aisselle, le sommet des branches luxuriantes forme des
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¢pines un peu laches qui sont trés aromatiques, les racines peuvent pousser jusqu’a une

profondeur de 4 m (Lis-Balchin, 2002).

Figure 1.1: Planche de lavandula angustifolia (Benabdelleader, 2012).

1.5. Huile essentielle de lavandula officinalie

La vraie huile de Lavande est presque incolore et a une odeur douce, florale, herbacée,
rafraichissante. Il a une note de téte fruitée-douce qui est trés transitoire, et I'nuile entiére a
une faible ténacité (Lis-balchin, 2002).

Les huiles essentielles de lavande sont largement utilisées dans l'industrie de I'aromathérapie
et la recherche a montré qu’ils possédent une gamme de propriétés biologiques qui peuvent
les rendre utiles dans un environnement médical. De nombreux chercheurs ont montré
I'activité antibactérienne des huiles de lavande Parmi eux, Lis-Balchin (1998) et Svoboda et
Deans (1995), Goren (2002). Autre Des chercheurs ont étudié l'activité antifongique des
huiles essentielles de lavande. Par exemple, inouye, L'huile de Lavandula angustifolia s'est
avérée efficace contre une gamme de champignons Les plus importants sont
Trichophytonrubrum et Aspergillus fumigatus. Des huiles essentielles de lavande ont
également été utilisées Il a été démontré qu'il inhibe la croissance d'Aspergillus niger,
d'Aspergillus ochraceus et de Fusarium culmorum, avec Le taux d'inhibition varie de 29 a 93
% (Moon et al.,2004).
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1.6. Roles des huiles essentielles
Le role des huiles essentielles dans la physiologie de la plante reste encore mal connu.
Toutefois, les parfums émis jouent un role attractif pour les insectes pollinisateurs (Deroin,
1988). De plus, en reégle générale, les huiles essentielles constituent un moyen de défense
naturel contre les insectes prédateurs et les microorganismes. Les substances émises sont dans
ce dernier cas appelées « phytoalexines ». Ce type de toxine n’est produit qu’en cas
d’infection et n’entre donc pas dans la composition d’une huile essentielle provenant d’une
plante saine .
La sauge Salvia leucophylla libére quant a elle des substances dans I’atmosphére telles du
cinéole, du camphre et d’autres composés voisins afin d’inhiber la germination et le
développement d’especes prairiales en concurrences. Ces composé€s agissent par absorption
dans un sol sec .
L’intérét pour les produits naturels dans 1’alimentation et dans I’industrie pharmaceutique
est grandissant. Baratta et a.,. (1998), ont réalisé une expérience visant a mettre en évidence
les propriétés antimicrobiennes, antifongiques et antioxydantes de plusieurs huiles
essentielles (Laib , 2011).
1.7. Composition chimique de I’ huile essentielles de lavandula officinalis
Les méthodes d’extraction ont un impact significatif sur le rendement, composition chimique
et activités biologique des huiles essentielle (antioxydants et antimicrobiens) . le (Tableau
I.1) montre la composition chimique de I’huile essentielle de lavandula officinalis obtenues

par trois méthodes différentes(Danh et al .,2012).

Tableau 1.1 : composition chimique de huile essentielles de lavandula officinalis obtenues

par trois méthodes différentes (Danh et al .,2012).

Compound Hydro distillation Hexane extraction SCE
Camphene 0.19+0.00 — —
1-Octen-3-ol 0.28+0.03 0.21+0.00 0.30+0.00
Myrcene 0.56%0.12 — —
1,4-Cineole 0.06+0.03 — —
Limonene 0.24+0.01 0.08+0.00 0.10+0.00
1,8-Cineole 1.51+0.10 0.55+0.44 1.18+0.01
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(2)-p-Ocimene 0.44+0.04 0.07+0.00 0.23+0.00
(E)-B-Ocimene 0.09+0.00 - -
a-Terpinene 0.32+0.02 0.19+0.08 0.20+0.04
cis-Linalool oxide 0.24+0.04 0.16+0.03 0.16+0.00
Terpinolene 0.21+0.03 - -
Linalool 52.59+0.70 33.3548.26 42.82+0.19
Octen-1-ol-acetate 0.12+0.04 - -
Camphor 8.79+0.20 6.81+0.16 8.05+0.04
Borneol 7.50+0.12 7.50+0.24 6.68+0.36
Lavandulol - - 0.52+0.00
Terpinen-4-ol 2.45%0.02 2.12+0.07 2.16+0.01
Cryptone 0.11+0.00 1.16%0.05 —
p-Cymen-8-ol — — 0.10+0.03
a-Terpineol 3.03+0.17 0.80+0.02 0.73+0.02
Hexenyl butanoate - - 0.09+0.00
Hexyl isobutanoate 0.06+0.01 0.11+0.02 0.17+0.00
Isobornyl formate 0.05+0.00 0.18+0.00 —
Cumin aldehyde 0.16+£0.01 0.10£0.00 -
Hexyl-2-methyl 0.06+0.01 0.09+0.02 -
butyrate

Hexyl isovalerate 0.10+0.00 25.73+£1.76 —
Linalyl acetate 9.27+£0.21 - 23.40+0.23
Bornyl acetate 1.11+0.30 1.58+0.15 0.17+£0.01
Lavandulyl acetate 1.32+0.10 0.23+0.06 1.35+0.01
Lavandulyl 0.10+0.00 0.26+0.12 0.17+0.00
isovalerate

Total identified (%) 98.07 92.77 98.19
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1.8. Définition des endophytes

Le terme « endophyte » est dérivé du grec, endon : a l'intérieur et phyte : plante. 1l a été
introduit pour la premiére fois par De Babys (1866) ouilles définissait comme étant tous les
micro-organismes, qui se developpent et colonisent a l'intérieur des tissus internes vivants de
la plante hote sans lui causer un effet négatif (Patil et al .,2016). Carroll (1986) restreint
I’utilisation de ce terme aux organismes causant des infections asymptomatiques au niveau
des tissus végétaux en excluant les champignons pathogénes.

La définition la plus utilisée maintenant est celle de Pertini (1991) ou il a élargi la définition
de Carroll(1986), et a inclue les organismes endophytes ayant une phase épiphyte ainsi que les
agents pathogeénes latents pouvant vivre a I’intérieur de leur hote pendant au moins un certain
temps de leur cycle de vie sans causer de symptomes a ce dernier. Ces organismes endophytes
englobent aussi bien les bactéries, les archées, les champignons que les protistes; cependant,

les champignons sont les plus répandus (Patil et al.,2016; Yan et al., 2018 ).

1.9. Réle des endophytes

Il a été démontré que les endophytes jouent un rdle clé dans lI'adaptation des plantes hétes aux
environnements pollués et qu'ils peuvent améliorer la phytoremédiation en mobilisant
dégradant ou immobilisant les contaminants dans le sol, en favorisant la croissance des
plantes, en diminuant la phytotoxicité et en améliorant également la tolérance aux meétaux des
plantes comme par d'autres moyens (Eid et al., 2019). 1l a été rapporté que les champignons
endophytes améliorent la croissance des plantes en améliorant I'absorption des nutriments et
la solubilité des phosphates, en plus du potassium, de I'azote et du fer, les plantes d'intérieur
réparent également biologiquement I'azote et le mettent a la disposition des plantes hotes. Les
phytohormones sont des petites molécules de signalisation essentielles a la croissance, au
développement et a la défense des plantes, parmi elles : I'acide indole-3-acétique (1IAA), les
cytokines et les gibbérellines sont impliqués dans une multitude de processus de
développement des plantes tels que la croissance cellulaire, la dominance apicale, les
tropismes, initiation des racines adventives et latérales, différenciation cellulaire et vasculaire,
développement des étamines et résistance au stress biotique et abiotique, ainsi, les endophytes
sont les habitants naturels des plantes qui peuvent étre utilisées comme bio-engrais et agents

de lutte biologique pour une agriculture durable ( Li et al., 2012).
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1.10.Champignons endophytes

Les champignons endophytes ont été décrits comme des champignons qui colonisent
symptomatiquement les tissus végetaux sains, méme bien qu'ils puissent, aprées incubation ou
une période de latence, provoquer des maladies, C'est utilisé pour divers traitements médicaux
(Rokotoniriana, 2007).

Les champignons endophytes sont étudiés depuis 1898, mais seul un nombre limité de
champignons endophytes a été rapporté dans les années 1898-1980. Les champignons
endophytes ont attiré de plus en plus l'attention et sont considérés comme des agents de lutte
biologique prometteurs grace a de leur colonisation intracellulaire de plantes saines, des
champignons endophytes ont été identifiés présents dans pres de 300 000 espéces vegetales,
ces champignons habiter dans presque tous les organes (racine, tige, feuille, fleur, fruit et
graine) de la plante hote; une partie de eux produisent des métabolites bioactifs mais

seulement quelques-uns de ces champignons ont été étudiés( Yu et al., 2018 ).
I.11. Relation entre les champignons endophytes et leur plante héte

Diverses relations peuvent exister entre les champignons endophytes et leurs hoétes, allant de
mutualiste ou symbiotique avec des agents antagonistes ou pathogénes. En raison de ce qui
est censé étre leur contribution aux plantes hotes, les champignons endophytes peuvent
produire une pléthore des métabolites secondaires qui ont une utilisation potentielle dans
I’agriculture, la médecine et l'industrie, tels que les nouveaux antibiotiques,
immunosuppresseurs, antioxydants et agents anticancéreux. Selon (Strobel, 2002), les
hypothéses raisonnables devraient régir la stratégie de sélection des plantes pour la découverte
de champignons endophytes bioactifs; on comprend des plantes qui présentent des activités
pharmacologiques. Des études récentes ont démontré que les champignons endophytes vivant
dans les plantes médicinales exercent un large éventail d'activités biologiques (Vieira et
al.,2012).

La relation mutualiste entre les champignons endophytes et les plantes hétes sont quelque
peu complexes. Les plantes peuvent fournir aux endophytes des nutriments, une protection
contre la dessiccation, une structure spatiale, et la transmission via la dissémination des
graines a la prochaine génération d'hétes (Guo et al.,2008). La plante peut également fournir
des composés chimiques importants qui sont essentiels pour la croissance et I'autodéfense des
endophytes (Strobel, 2002). Au dautre part, les endophytes apportent des avantages
significatifs a leurs plantes hétes en produisant une pléthore de substances bioactives
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nécessaires pour s'adapter aux conditions abiotiques et biotiques (Guo et al., 2008). La
résistance au stress abiotique est renforcée par tolérance croissante a la sécheresse ou au stress
hydrique, température élevée, pH faible, salinité et présence de métaux lourds (Jalgaonwala
et al.,2011). Les plantes subissent un stress biotique d0 & des agents pathogénes bactériens et
fongiques, et & des attaques d’insectes, nématodes et mammiféres herbivores. Les métabolites
secondaires bioactifs produits par les endophytes vivant dans ces plantes sont connus pour

induire une résistance aux facteurs de stress biotiques (Ratnaweera et de Silva., 2017).

1.12. Spécificité de I’hote

La relation des champignons endophytes avec la plante hote peut étre unique ou multiple, ce
qui peut étre décrit en quatre termes : spécificité, fréquence, sélectivité ou préférence de
I'néte, unicité de I'h6te (Cohen, 2004).

Premiérement, La relation dans laquelle le champignon est limité a une plante hdte ou a un
groupe d'espéces apparentées qui ne se trouvent pas dans d'autres plantes apparentées, situées
dans la méme patrie.

Deuxiémement, Conscience de la fréquence ou de la prédominance des champignons internes
a un hote particulier ou a un groupe de plantes hotes, et pouvant étre trouvés dans d'autres
plantes hotes dans le méme pays (Zhou et Hyde., 2001).

Troisiemement, la sélectivité de I'hdte, qui est une espece fongique interne, formant une
relation avec deux types de plantes apparentées, ce qui indique une préférence pour l'une des
especes (Cohen, 2004)

Enfin, l'unicité de I'néte, qui est la dominance ou l'occurrence individuelle de champignon sur
une plante hote particuliére, est également utilisée pour indiquer des différences dans la
composition des communautés fongiques. (Zhou et Hyde, 2001;Bettucci et al., 2004)

En ce qui concerne la spécificité montrée par les endophytes pour leurs plantes hotes, des
spécialistes comme des généralistes sont présents dans ce groupe. Par exemple, les
endophytes Neotyphodium ont une gamme d'hétes étroite, se limitant & une ou deux espéces
végétales. D'autres champignons tels que Alternaria, Penicillium et Piriformospora ont de
larges gammes d'hotes, englobant des espéces de différents genres ou familles de plantes

(Zabalgogeazcoa, 2008).
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1.13. Spécificité des tissus

De nombreux endophytes infectent localement les parties de la plante, étant limités a une
petite zone tissulaire (Zabalgogeazcoa,2008).

Les champignons endophytes ont été trouvés dans différents tissus de la méme espece
végétale, ou méme dans différents tissus d'une plante, et cela révéle le tissu spécifique de
certains champignons endophytes (Callabo et al., 2011).Lorsque certains endophytes se
trouvent dans certaines parties de la plante telles que les racines, les feuilles ou les rameaux,
tandis que d'autres peuvent infecter plusieurs de ces parties, comme les espéces systémiques
Neotyphodium et Epichoe, qui infectent systématiquement I'espace intercellulaire des feuilles,
des tiges reproductrices et des graines de leurs hotes. Ces cellules systémiques internes

peuvent étre isolées de plusieurs parties de la méme plante(Zabalgogeazcoa, 2008).

Parfois, des composés chimiques peuvent altérer certains tissus de la colonisation de divers
endophytes, cependant, certains de ces endophytes portent certaines toxines produites par
I'nbte, ce qui affecte I'abondance, la diversité et la composition des espéces de champignons
(Vanetten et al., 2001 ; Osbourn et al., 2003). 1l y a aussi I’age de 1’hote, avec le passage du
temps, le vieux tissu accumule de nombreuses cellules entrantes contrairement au jeune

tissu(Zabalgogeazcoa, 2008).

I.14.Diversité et classification des champignons endophytes

Les champignons sont des décomposeurs de base majeurs dans certains écosystémes et des
partenaires essentiels pour de nombreux organismes. En 1991, on estimait qu’il y avait 1.5
million d’espéces de champignons (Blackwell., 2011), dont au moins un million d’espéces de
plantes d’intérieur, connectées lorsque les plantes ont commencé a coloniser la terre il
yaplusde 400millions d’années(Mane et al.,2018 ; Yan et al., 2018).

Les champignons endophytes ont un grand effet sur la forme physique, 1’écologic et
I’évolution de la plante. Divers groupes de micro-organismes sont capables de produire un
certain nombre d'agents bioactifs. Dans le passe, les champignons étaient classés en deux
groupes : les clavicipitacés et non clavicipitacés selon leur taxonomie, évolution, fonction
écologique et spécificité de I'ndte. Illustré que, il y quatre groupes spéciaux en fonction de six
propriétés qui sont le (s)tissu (s) colonisé (s), le modéle de colonisation des plantes, la gamme
d'hétes, les niveaux de biodiversité végétale, les fonctions écologiques et le mécanisme de
transmission entre les générations d'hotes (Tableau 1.2, Figure 1.3)
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La classe (1) est les endophytes clavicipitacés tandis que; les endophytes non clavicipitacés

sont divisés en trois groupes spéciaux: classe (2), classe (3) et classe (4).

Tableau 1.2: Classification des champignons endophytes (Rodriguez, 2009).

Clavicipitacees

Non clavicipitacées

Criteres

Gamme
d’ hotes

Tissues
colonisés

Colonisation
des plantes

Biodiversité
des plantes

Transmission

Bénéfice
physique

Classe 1 Classe 2
Etroit Vaste

Tiges, racines et Tiges, racines et

rhizomes .

0 Rhizomes
Extensive Extensive
Faible Faible

Vertical et Vertical et
horizontal )
Horizontal
NHA NHA et HA

Classe 3

Vaste

Tiges

Limitée

Haute

Verticale et
Horizontal

NHA

Classe 4

Vaste

Racines

Extensive

Inconnue

Horizontal

NHA

e Non adapté a I’habitat(NAH) : des avantages tels que la tolérance a la sécheresse et

I’accélération de la croissance sont courants chez les endophytes, quel que soit leur

habitat d’origine.

o Adapté a I’habitat (AH) : les avantages résultent de pressions de sélection spécifiques

a I’habitat telles que le pH, la température et la salinité.
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Class 3
\ Intercellular / endophytes
-/ mycelia L

- gPlant cell

, _Intracellular .
L mycelia S

Inter- and
intracellular
mycelia

Class 4
endophytes

Class 1 & 2 B
A endophytes

Figure 1.2: Représentation schématique de I’association des champignons endophytes avec
leurs plantes hotes. (A) différentes localisation des champignons endophytes dans les tissus

végétaux. (B) localisation de différentes classes d’endophytes (Kusari et Spiteller, 2012).

» Endophytes de classe (1) (endophytes clavicipitacés)
Comprend quelques champignons appartenant a (ascomycoetes et hypocréales) tels
que(Epichloé spp, Claviceps spp, Cordyceps spp, et Balansia spp).Les plantes colonisées
hébergent toujours un isolat / génotype fongique de contréle. Il existe trois types d'endophyte
sclavicipitaces étendus des espéces pathogenes et symptomatiques (type 1) aux combinaisons
mixtes et endophytes asymptomatiques (types Il et Ill) respectivement. Les endophytes de
classe (1) sont principalement transmis verticalement et horizontalement sur la progéniture via
des infections de semences. Les endophytes de classe (1) conferent une tolérance a la
sécheresse, augmentent de la biomasse végétale et produisent des produits chimiques toxiques
pourles herbivores et les animaux. Cependant, I'importance de ces champignons est due au

génotype de I'néte, aux conditions environnementales et aux espéces hotes (Selim, 2017).

» Endophytes de classe (2) (endophytes non clavicipitacées)
qui peuvent se développer dans les tissus souterrains et aériens, peuvent largement coloniser
les tissus. Les endophytes de classe 2 contenants différents espéces sont tous des organes du
Dikarya (Basidiomycete ou Ascomycete). En fait, ce groupe d'endophytes est totalement
limité dans une seule plante héte. lls peuvent transférer verticalement et horizontalement par
graines, téguments ou rhizomes. Un aspect superbe des endophytes de classe 2 est leur
capacité a donner une possibilité de stress spécifique a I'nabitat aux plantes hétes qui, sont

identifiées comme adaptées a I'habitat si les avantages sont le résultat de pressions sélectives
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spécifiques a I'habitat comme la température, la salinité et le pH ou comme non adaptées a

l'habitat si I'utile est joint entre les endophytes indépendamment d’habitat. (Selim, 2017).

» Endophytes de classe (3) (endophytes non clavicipitacées)
Sont particulierement remarquables pour leur haute véracité dans les plantes hotes
individuelles, les tissus et les populations. Les endophytes de classe (3) contenant les
champignons endophytes hyper diversifiés liés aux feuilles des arbres tropicaux, ainsi que le
compagnon tres différent des tissus au-dessus du sol des plantes non vasculaires, des
coniferes, des plantes vasculaires ligneuses sans pépins et des angiospermes herbacées dans
les biomes étendus de I'Arctique et société boréale / antarctique aux foréts. En particulier, les
feuilles peuvent accueillir jusqua un isolat par 2 mm? de tissu foliaire et ont beaucoup
d'espéces. De plus, dans les tissus herbacés et photosynthétiques, les endophytes de classe (3)
sont présents dans les fruits et les fleurs, ainsi que dans I'‘écorce interne et le bois
asymptomatique. Les champignons ayant une durée de vie identique enregistrés aux
endophytes de classe (3) également trouvés a I’intérieur des lichens asymptomatiques et ce
cas sont appelés champignons « endolichéniques ». 1l forme des infections trés localisées. La
variété d'endophytes de classe (3) a l'intérieur d'un tissu ou d'une plante hote peut étre élevé
(comme> 20 especes répertoriées a partir d'une seule feuille tropicale. (Selim, 2017), tandis
que l'isolement et I'étude des champignons ectomycorhiziens avaient repéré un champignon

pigmenté brun a noiréatre lié aux racines des plantes terrestres.

» Endophytes de classe (4) (endophytes non clavicipitacées)
Qui sont initialement des champignons d'ascomycete stériles ou conidiens et qui forment une
structure mélanisée comme des hyphes intra et intercellulaires et des micros sclérotes dans les
racines. Ces champignons associés aux racines et stériles sont appelés «Mycelium Radicus
Atrovirens». Les endophytes a l'intérieur des plantes individuelles n‘ont pas été suffisamment
¢valués. Aussi, ce n’est pas confirmé si cela augmente 1'aptitude aux hotes, la compétence de
la rhizosphere et mode de transmission. Cette classe d'endophytes est présente dans les plantes
hotes telles que non mycorhiziennes de I'Arctique, zones de température, alpines, ecosystemes

tropicales, antarctiques et subalpins (Selim, 2017).
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1.15. Champignons endophytes comme source des produits naturels bioactifs

Les plantes sont capables de produire des constituants bioactifs qui aident a prévenir ou a
guerir les maladies. De nombreux champignons endophytes ont été reconnus comme sources
de nouveaux métabolites d’importance pharmaceutique. lls ont également le potentiel de
synthétiser divers métabolites bioactifs qui peuvent directement ou indirectement étre utilisés
comme agents thérapeutiques contre de nombreuses maladies(Vasundhara et al., 2019).

De nombreux scientifiques ont manifesté un vif intérét pour 1’é¢tude des champignons
endophytes en tant que producteurs potentiels de composés nouveaux et biologiquement
actifs. Au cours deux dernieres décennies, de nombreux composeés bioactifs précieux avec des
activités antimicrobiennes, cytotoxiques, anticancéreuses, antioxydantes, antipaludiques,
antivirales, antituberculeuses... etc. ont ét¢ découverte avec succes a partir des champignons

endophytes (Vasundhara et al., 2019).

1.15.1. Champignons endophytes comme source de substance antibactérienne

Les champignons endophytes sont considérés comme une source importante des produits
bio-thérapeutiques (Deshmukh et al., 2015), par exemple la pestalotiopen A produit par
Pestalotiopsis sp., un endophyte isolé a partir de la mangrove chinoise ,Rhizophyramucronata
apres enté une activité antibactérienne modérée contre bactériane Enterococcs faecalis.
Chaetoglobosin B produit par 1’endophyte Chaetomium globosum de feuilles de
viguierarobustaa montré une faible activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus et
Escherichia coli (Figure 1.4) (Deshmukh et al., 2015).

De nombreux champignons endophytes appartenant aux ascomycetes sont également connus
par leur production des molécules antibactériennes, par exemple 1’acide collétotrique produit
par Colletotrichum gloeosporioides associé a la plante Artemisiamongolica. Ce composé a
une activité antibactérienne contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Sarcinalutea.
La javanaise (Figure 1.4), aussiesun agent antibactérien, produit par Chloridiunsp., associé a
Azadirachtaindica, pourrait stopper la croissance des bactéries Pseudomonas fluorescenset P.

aeruginosa(Vasundhara et al.., 2019).
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Figurel.3 : Structures de certains métabolites secondaires ayant une activité antibactérienne
(Deshmukh et al., 2015 ; vasundhara et al., 2019).

1.15.2. Champignons endophytes comme source de substances antifongiques

Les plantes représentent une vaste source de micro-organismes inexplorés et non caractérises,
capables de produire des métabolites secondaires derivés des endoblastes comprennent des
classes de composés possédant des activités antifongiques, par exemple la Mellein(Figure
1.4), produit par Peziculasp. Associé aux brindilles de forsythia viridissima. L’activité
antifongique, de ce composé a été testée contre Botrytis.cinerea, Pythiumultimun, Fusarium
oxysporium. Cucumerinum, colletotrichum orbiculare, Verticillum dahliae, Pyricularia
oryzae, pestalotia diospyri ,Sclerotiorumet fulvia fulva. LaMellein a présenté une activité
antifongique contre 9 champignons phytopathogénes, en particulier, B.cinerea et Fulvia
fulva(Deshmukh, 2018).

Trichothecinol A (Figurel.4) a été obtenu a partir de Trichothecium sp. Un champignon
endophyte isolé de phyllanthus amarus. Le composé a montré une activité contre
Cryptococcus Albidus (Deshmukh, 2018).
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Figure 1.4 : Structure de certains métabolites secondaires ayant une activité antifongique
(Deshmukh, 2018).

1.16. Méthodes d'extraction de I’huile essentielle

L’extraction des huiles essentielles (HE) est nécessairement une opération complexe et
délicate. Elle a pour but, en effet, de capter et recueillir les produits les plus volatils, subtils et
les plus fragiles qu’élabore le végétal, et cela sans en altérer la qualité. Plusieurs techniques
d'extraction des huiles essentielles. Cependant, les méthodes d'extraction sont adaptées aux
propriétés les plus importantes des huiles et des bases en particulier, leur volatilité dans l'air et

la vapeur d'eau (Boukhatem et al.,2019).

1.16.1. Extraction par entrainement ala vapeur d'eau

C’est I’'une des méthodes officielles pour I’obtention des HE, dans ce systéme d’extraction, le
matériel végétal est soumis a 1’action d’un courant de vapeur sans macération préalable. Les
vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis décantées dans 1’essencier, avant
d’étre séparées en une phase aqueuse et une phase organique. L’absence de contact direct
entre I’eau et la maticre végétale, puis entre I’eau et les molécules aromatiques, évite certains
phénomeénes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire la qualité de 1’huile. De plus, le
parfum de ’HE obtenue est plus délicat, la distillation réguliere et plus rapide, fait que les
notes de téte sont riches en esters et des substances volatiles dues a des particules légeres. Le
contact direct des composants provoque des réactions chimiques qui entrainent des
modifications de la composition finale de I'extrait. Les conditions opératoires, et en
particulier la durée de distillation, ont un impact significatif sur I'efficacité de la composition
de I'HE(Boukhatem et al.,2019).
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1.16.2. Extraction par hydro distillation
C’est la méthode la plus utilisée pour extraire les huiles essentielles et pouvoir les séparer a
I’état pur mais aussi de fournir de meilleurs rendements. Le principe consiste en une
immersion directe de la matiére végétale dans I’eau. L’ensemble est porté a ébullition, la
vapeur d’eau entraine les ¢léments odorants passent ensuite dans un systeme de
refroidissement. L’huile est séparée de 1’eau par la différence de densité (Boukhatem et
al.,2019).
1.16.3.Extraction a froid
La technique est réservée a I’extraction des essences volatiles contenues dans les péricarpes
d'agrumes en déchirant ces derniéres par un traitement mécanique. Elle consiste a rompre ou
dilacérer les parois des sacs oléiferes contenus dans le mésocarpe situé juste sous I’écorce du
fruit (Boukhatem et al.,2019).
1.16.4. Extraction par solvants organiques
L’extraction par solvants organiques volatils reste la méthode la plus utilisée. Les solvates les
plus largement utilisée a I’heure actuelle sont 1’hexane, le cyclohexane et I’éthanol. Le
dichlorométhane et I’acétone sont rarement utilisés. Selon la technologie et le solvant utilisé,
on obtient :

e Alcoolat : extrait a I’éthanol dilué.

e Hydrolysat : extraction par solvant en présence d’eau.

e Teintures ou solution non concentrées obtenues a partir de matiéres premiéres traitées

avec 1’éthanol ou des mélanges éthanol/eau.

e [Extrait de résine ou d’éthanol concentré.
Les raisons de restreindre ’utilisation des solvants organiques volatils pour I’extraction sont
son colt, ses problemes de sécurité et de toxicité, ainsi que les réglementations liées a la
protection de I’environnement (Boukhatem et al.,2019).
1.16.5. Extraction par fluide a I’état supercritique
Le dioxyde de carbone est généralement utilisé pour I'extraction de gaz liquéfié ou de fluide
supercritique. D’autres travaux montrent l'utilisation d'eau supercritique. Dans ce systeme, le
solvant est utilisé dans la boucle en insérant un échangeur de chaleur, un compresseur et un
détendeur pour amener le solvant a I'état souhaité a chaque étape du processus. Séparation des
extraits en phase gazeuse par simple détente. L’avantage de cette méthode est que le solvant

peut étre éliminé et récupéré par simple compression et relaxation. de plus, dans le cas du

19




Chapitre I - Synthese bibliographique

dioxyde de carbone, la température d'extraction est basse et il n'est pas corrosif pour les
composants les plus vulnérables. A ces différents avantages s'ajoutent des avantages tels que
la sécurite, l'inertie et I'inflammabilité du dioxyde de carbone. L'obstacle au développement
de cette technologie est le colt éleve des équipements associés aux applications de pression
de plusieurs centaines de bars (Boukhatem et al.,2019).

1.17. Facteurs de variabilité de la composition des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont tres grande variabilité, tant au niveau de la composition que des
performances plantes primitives. Cette variabilité peut s'expliquer par divers facteurs, on peut
les diviser en deux catégories :

% Facteurs intrinséques, liés aux espéces, types de clones, organes apparentes, interaction
avec le milieu (type de sol ou climat...) et maturité des plantes pertinentes, méme pendant la
période de récolte pendant la journée.

% Facteurs externes, liés a la méthode d’extraction (Laib, 2011).

1.17.1. Facteurs intrinseques

Etant donné que les cellules qui produisent les huiles essentielles peuvent étre situées dans
différents organes, différentes huiles peuvent étre obtenues a partir des parties selectionnées
de la méme plante. Des études ont montré qu'en raison de différents organes (feuilles et
fleurs) et de différentes sous-espéces, il existe des différences dans la composition des huiles
essentielles. Le stade végétatif a la récolte est le déterminant du rendement et de la
composition en huile essentielle de la plante de lavande obtenu par clonage (Laib, 2011).
1.1.2. Facteurs extrinséques

La méthode d'extraction a un grand effet sur la composition des huiles essentielles, le
stockage des matiéres premieres avant distillation affecte également la composition et le
rendement des huiles essentielles. Notez la perte substantielle d'huiles essentielles lors d'un
stockage congelé a long terme, mais presque aucun changement de composition. De plus, la
durée de conservation des huiles essentielles apres extraction a tendance a modifier la
composition de ces huiles. Les huiles essentielles peuvent se conserver 12 a 18 mois apres
leur obtention, car leurs propriétés ont tendance a décliner avec le temps. D'autres travaux

montrent l'influence de l'origine géographique des matiéres premieres (Laib, 2011).
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1.1 Matériel
11.1.1 Matériel végétal

Des échantillons de la plante médicinale « lavandula officinalis » (feuilles, tiges et racines)
ont été collectés en Avril 2021 de cinq places différentes de I’université Saleh Boubenider a

Constantine, Algérie.
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Figure 11.1 : Photographie de la plante étudiée Lavandula officinalis.

11.1.2. souches microbiennes
Nous avons utilise trois souches bactériennes : une bactérie a Gram négatif Pseudomonas
fluorescens, deux bactéries a Gram positif Staphylococcus aureus et Bacillus sp. et le
champignon phytopathogéne Fusarium oxysporum. Les souches microbiennes provenant de
laboratoire de microbiologie de 1’université Ferhat Abbas de Sétif.
11.1.3 .Produits chimiques
Plusieurs produites chimique sont utilisés dans notre étude:

e Ethanol (C;HsOH) 96%

e NaOcl hypochlorite de sodium 2%

e Glucose (CsH1206)

e Agar

o Gélose nutritive

e Eau de javel (hypochlorite de Na 2%)
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e Les milieux de cultures utilisés sont : GN, PDA (voir I’annexe)
11.1.4 .Antibiotique

Nous avons utilisé un antibiotique :Gentamicine comme témoin positif pour les bactéries, et

Clotrimazole comme témoin positif pour les champignons.

11.1.5.Appareillage
Etuve, plaque chauffante avec agitation, autoclave, bec bunsen, microscope.

11.2.Méthode

11.2.1. Echantillonnage

Des échantillons de la plante de lavande ont été collectés au hasard a partir des feuilles,
destiges et de racines de 5 places différentes dans la méme zone (Figure 11.3), les
échantillons doivent étre exempts de symptémes pathologiques. Les échantillons ont été

stockés séparément dans des sacs stériles et ramenés au laboratoire.pour étre utilisé dans un

délai ne dépassant pas 24 heures (Zerroug et al., 2018).

11.2.2. Isolement et purification des champignons endophytes
Les échantillons de la plante ont été lavés sous I'eau du robinet pour éliminer les résidus qui y
sont collés, puis exécution du processus désinfection des échantillons dans le but d'éliminer
les organismes qui vivent a la surface, puis de les couper en petits morceaux et de les
immerger dans (96% éthanol) pendant une minute et (I'hypochlorite de sodium 2%) pendant
3 minutes, puis un (éthanol a 96%) pendant 30 secondes et enfin lavage avec I'eau distillée
stérile deux fois, apres cette étape, les échantillons sont coupés avec un outil pointu et stérile
en petits morceaux (0,5 cm x 0.5 cm) ,et les laisser sécher sur du papier filtre stérile(Figure
11.4). Cing morceaux de chaque échantillon sont cultivés dans une boite de Pétri contenant le
milieu dans la boite d’abluvation PDA (Figurell.5) (Pimentel et al., 2006 ; Ouzid,2019).
Les boites sont incubéesa 28 ° C pendant 5 jours, et apres l'incubation chague champignon

poussé sera repiqué plusieurs fois jusqu'a I’obtention des cultures pures. Le pourcentage de

colonisation est calculé selon (Sandlui et al.,2014) en utilisant la formule suivante :

nombre de segments colonisés

b tage de colonisation(%) — x 100 ....(1
ourcentage de colonisation(%) nombre total des segments (1)
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( Echantillons )

< Ringage parvl’eau de robinet >
1L
Stérilisation de la surface par 1’éthanol 96% (lmiID
1L
@ypochlorite de sodium (NAOCL) 2% )
1L
@ilisation de la surface par 1’éthanol 96% (3seD
I L
(L’eau distillée (1min))::>6jeau distillée (1min)>
in
C Séchage sur du papier filtre stérile >
JL

< Découpage >

Qiseen place dans les boites de PDA

( Incubationa28°C >
Purification par repiquage

Champignons endophytes

Figure 11.2 : Isolement et purification des champignons endophytes (Pimentel et al 2006 ;
Ouzid, 2019).
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Figure 11.3 : Echantillons de la plante Lavandula officinalis

P1, P2, P3, P4, P5 : places de récolte
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Figure 11.4 : Séchage sur du papier filtre.

Figure 11.5 : Découpage et mise en place dans les boites de PDA.
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2.2.3. ldentification des champignons endophytes

Les genres fongiques isolés ont été identifiés sur la base des caractéristiques morphologiques
macroscopiques et des caractéristiques microscopiques utilisant les clés d’identification
(Dufresne, 2018) les caractéristiques suivantes ont été observées :

- La morphologie du mycélium, sa couleur. Ainsi que la production des fructifications,
sclérotes.

- La forme et la couleur des spores.

2.2.4. Activité antibactérienne des champignons endophytes

Les isolats fongiques ont été testés contre les bactéries pathogénes Staphylococcus aureus,
Bacillus sp.et Pseudomonas fluorescens, qui ont été ensemenceées dans des boites contenue du
GN et incubées a 37 °C pendant 24 heures, aprés I’incubation, des colonies sont grattés
utilisant 1’anse de platine en suite mélangés avec 1’eau physiologique stérile. La suspension
bactérienne doit étre bien homogene, la turbidité a été ajustée a 0,5 mcFarland ce qui
correspond & l'absorbance impliquée entre 0,08 et 0,1 a une longueur d'onde de 620 nm. A
I’aide d’un écouvillon stérile, on a fait un ensemencement de chaque bactérie dans des
boitescontiens de PDA (Devarju et Satish, 2011).

L’activité antibactérienne a été réalisée suivant la technique de culture par diffusion ; Cette
technique consiste a prélever des cylindres d'agar ou les champignons ont préalablement
culturesur PDA et incubé a 28 ° C pendant 7 jours, a partir de ces cultures, des disques de 6
mm ont été découpés et placés sur la surface des boites déja ensemencée par les bactéries a
tester. Apres 1’incubation a 28°C pendant 5 jours, des zones d'inhibition autour les disques

fongiques de ont été mesurées (Devarju et satish, 2011).

2.2.5. Activité antifongique des champignons endophytes

L'activité antifongique des champignons endophytes a été testée contre le champignon
phytopathogéne (Fusarium oxysporum).Deux disques de 6 mm de diamétre de chaque
champignon endophyte, et ’autre de champignon pathogéne, ont été découpés, et inoculés
espacement d'environ 50mm entre les deux disques. Une boite a témoin contenant le
champignon pathogene seul a été préparé.

Toutes les boites ont ensuite été incubé a 28°C pendant 7 jours. Le rayon de la colonie du

champignon pathogéne dans les boites contrdle et en double culture a été mesuré.
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Le pourcentage d'inhibition & étécalculéselon la formule de Ting et a.,(2009) ; Orole et

adejumo, (2009).
(R1 —R2)
— X

100.... (2
R (2)

pourcentage d inhibition =
R1 : le rayon de la colonie du champignon pathogene dans la boite a témoin.
R2 : le rayon de la colonie du champignon pathogéne en double culture.

- Le pourcentage d’inhibition a été classé en quatre catégories :

e Pourcentage d’inhibition<30% ———~faible activité.
e 30% <pourcentage d’inhibition< 50% ———=> activité modérée.
e 50%<pourcentage d’inhibition<70% ———="> activité élevée.

e Pourcentage d’inhibition>70% ———=>  activité trés importante.

Lr

R,

Control plate (R;) Dual culture plate (R»)

Figure 11.6 : Mesure de la croissance radiale des mycéliums de champignons pathogenes par
méthode de plaque de culture double.(Nacef et al., 2020).

C : champignon pathogéne, T : champignon testé

11.2.6. Extraction de I'huile essentielle

L’extraction a été réalisée par hydro distillation a 1’aide d’un dispositif de type Clevenger, et
il se compose d’un ballon et d’un réchauffeur qui permet une répartition homogene de la
chaleur dans un ballon en verre pyrex ou I’on met la plante séchée et 1’eau distillée.

Une colonne de condensation de la vapeur (liquide de refroidissement) provient du chauffage
du ballon, qui est composé d’un Erlenmeyeren verre pyrex aussi qui recoit des extraits de la

distillation. Avant 1’opération, ’appareil a été nettoyé par ringage a 1’eau distillée et
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I”éthanolpour eliminer la poussiéreet toute contamination éventuelle de 1’huile essentielle lors

de I’extraction (Figure 11.7).

Figure 11.7: Dispositif d’extraction d’huile essentielle de type Celevenger.

> Procédé d’extraction

100g de matiere végétale séche sont placé dans un ballon de 1 litre, et mélangé avec 600
mld'eau distillée. Faites bouillir pendant une heure et demie, température fixée a 70 degrés.
Les huiles essentielles sont de la vapeur deau qui monte dans le condensat et aprés
condensation et allumage, I'eau huileuse excessive est séparée de l'eau. Apres avoir extrait
I'nuile végétale puis mesurer le volume dhuile essentielle que nous avons obtenu, elle est
conserve dans du verre scellé, emballé dans une feuille d'aluminium et conservé au
réfrigérateur a 4 °C afin de la préserver de la lumiére et de la chaleur, jusqu'a ce qu’elle soit

utilise pour des tests biologiques(El ajjouriet al., 2008 ; El amri, 2014).

11.2.7.Calcul de rendement
Le rendement (R%)exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule suivante
(Selvakumaret al., 2012).
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Mhs
Mvg

R%=

R% : Rendement de I’extraction d’huile essentielle en pourcentage (%)
Mhs : masse de I’huile essentielle en gramme (g)

Mvg : masse d’essai de la matiére végétale séche utilisée en gramme (g)

2.2.8. Activite antibactérienne de I'huile essentielle :

L’aromatogramme consiste a déposer des disques de papier Whatman de 6mm de diamétre,
préalablement stérilisés, a la surface de la gélose ensemencée par la suspension bactérienne
apres avoir été chargé del0 ul de I’huile essenticlle a concentration 0.15mg/ml. D’autres
disques vides sont utilisés comme témoins négatifs en plus du disque de I’antibiotique
Gentamycine comme témoin positif. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, le diametre
d’inhibition est mesuré

En ce qui concerne ’activité antifongique de I’HE, une suspension de spores a été préparée a
partir de culture pure et jeune de champignon pathogene Fusarium oxysporum, dans ’eau
physiologique stérile. Cette suspension serve a ensemencer la gélose PDA. L’incubation se
fait a une température de 28°C pendant 3-5 jours.

La sensibilité d’un germe est nulle pour un diamétre inférieur ou égale a 8§ mm. La sensibilité
est limitée pour un diamétre compris entre 8 et 14 mm. Elle est moyenne pour un diamétre
entre 14 et 20 mm. Pour un diametre supérieur ou égale a 20 mm le germe est trés sensible
Une boite a témoin positif a été préparee utilisant des disques imprégnés par 1’antibiotique
Clotrimazole(Duraffourd et al.,1990 ; Kalemba et Kunicka, 2003).

11.2.10. Traitement statistique
Les moyennes plus ou moins I’écart type des trois essais ainsi que les représentations

graphiques ont été réalisées par le logiciel Excel 2007.
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111.1. Isolement et purification des champignons endophytes

Aucune croissance de champignons ou de bactéries n'a été enregistrée sur les milieux

de culture utilisés pour le controle de I'efficacité de la stérilisation de surface. Ceci nous
conduit a déduire que les étapes utilisées dans le processus de stérilisation étaient suffisantes
pour se débarrasser des microorganismes de surface (Epiphytes) et de leurs spores, et que les
isolats obtenus peuvent étre considérés comme étant des champignons internes (Endophytes)
pour les plantes étudiées.

Toutes les parties de la plante utilisée ont été colonisées par des champignons endophytes, des
levures et des actinomycetes avec des proportions variables. Le pourcentage de colonisation
est 40.55%, distribué comme suit : 2 isolats des actinomycetes,4 isolats des levures et 15

isolats des moisissures avec des taux : 9.5%,19% et 71 % respectivement (Figure 111.1).

Levures m1

Moisissures =2

Actinomycetes *3

Figure 111.1 : Taux de colonisation des endophytes de lavandula officinalis

Les résultats obtenu sont montré que la colonisation de la plante par les champignons était
plus élevée dans les racines (99%), suivi par les tiges (12.5%), tandis que les feuilles étaient
les plus faibles a 5.02%.

Cette différence de diversité est due a I'état physiologique de la plante hote en étant affectée
par la saison (en raison de facteurs tels que I'eau, la période d'éclairage, la température, etc.),
I'emplacement et I'dge (Yu et al., 2018). Cette variation a été également constatée par Li et
al., (2020) qui ont récupéré 1046 isolats de champignons endophytes & partir de dix espéces
de plantes halophytes et ont trouvé que les taux de colonisation des champignons endophytes
variaient entre 7.5 + 3.33% et 83.75 £ 8.95% dans les tiges et entre 33.75 + 11.19% et 97.5 +
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1.67% dans les racines. Du et al.,(2020) ont isolé 420 isolats fongiques endophytes a partir de
Securinega suffruticosa, 170 provenaient des racines, 143 des tiges et 107 des feuilles. Dans
leur etude sur Mukiamaderasapatana, Kannan (2017) ont trouvé que les segments racinaires
étaient plus densément colonisés par les champignons endophytes, comme en témoigne la
colonisation totale des feuilles, tiges et racines qui s'est avérée étre de 86, 64 et 92%
respectivement. Cela prouve que les champignons affectent la plante hote et les tissus.

3.2. Identification des champignons endophytes

L'identification des champignons repose sur des critéres macroscopique et microscopigue.

Quinze isolats fongiques ont obtenu appartiennent a Cing genres différents (Tableau I11.1).

Penicillium sp

Un genre qui comporte plus de 200 espéces certaines utilisées dans l'industrie fromagére
(Gond et al, 2012). Ce genre présente des colonies de couleur vert avec un texture poudreuse,
vitesse de croissance modérée. Sous microscopique il montre des conidiophores non
cloisonnés, lisse et ramifié, d’une forme de pinceau tri-verticillé. Les conidiospores sont
arrondis et de taille moyenne.

Mycélium stérile

Mycélium stérile blan-créme, les colonies sont cotonneuses, et vitesse de croissance modérée.
Il n’a formé aucune forme de spores sexuée ou asexuees donc son identification est difficile.
Aspergillus niger

Ce genre montre une couleur noire avec une texture poudreuse et vitesse de croissance
rapide. Sous microscope le Conidiophore apparait lisse, long, incolore et se termine par une
vésicule arrondie, les phialides sont directement disposées sur la vésicule et leur implantation
est tout autour de cette vésicule, les conidies sont globuleuses.

Aspergillus terreus

Cette espéce apparait avec une texture poudreuse, couleur marron-rose. Sa vitesse de
croissance est modérée. Le Conidiophore lisse, incolore, les phialides sont disposées sur la
mérule a la surface supérieure de la vésicule, les conidies sont globuleuses avec une taille
homogene, les cellules conidiogenes sont bisériees.

Alternaria altarnatasp

Colonies laineuses, la couleur vert d'huile et bords gris, avec stries radiales et la vitesse de
croissance rapide. Conidiophore est cloisonné, noir, lisse, a croissance modeérée. Les Conidies
pluricellulaires en chaines brunes irréguliéres, cloisonnées longitudinalement et

transversalement.
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Fusarium

Le genre Fusarium a plus de 1000 espéces (Zhang et al., 2012). Il montre des Colonnes
blanches, avec une texture duveteuse, et stries radiales. Sa vitesse de croissance rapide.

Le conidiphoreest court et ramifié, les phialides sont courtes et solitaires, d’une forme ovale,
hyphe septe.

Tableau.ll1.1 : photographe d’aspect macroscopique et microscopique des isolats fongiques

a- aspect macroscopique  b-aspect microscopique

Penicillium sp .

Fusarium sp.

Aspergillus terreus
spl.

| Aspergillus niger
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Alternaria altarnata.

érile.

élium st

Myc

Aspergillus terreus

sp 2.

N.1

N.1

35




Chapitre III - Résultats Et Discussion

111.3. Calcul de rendement

Nous rappelons que I’huile essentielle a été extraite de lavande par un hydro distillateur de
type Clevenger. Nous avons obtenu une huile de couleur jaune péle avec une odeur acre. Nous
avons récupérer une quantité huileuse importante, le rendement obtenu est voisin de 1.5%.
d’extraction a montré que la quasi-totalité de volume de I’huile essentielle obtenu est extraite
au bout de 90 premiéres minute. Le méme résultat a été confirmé par (Boughendjioua, 2011)
que la lavande provenant de la région d’ Azzaba willaya de Skikda (Algérie).

(Bouguerra et Zeghou., 2009) ont trouvé que lavandula officinalis collecté du méme lieu ont
présenté un rendement de 3.41 %.

De méme, les résultats obtenus par (Laib et Bardat ,2011) indique que les fleurs seches de
Lavande présentent de teneurs en huile essentielle 1.36 %.

Ces variations de teneurs peuvent étre dues a plusieurs facteurs notamment le degré maturité
de Lavandula officinalis, I’interaction avec 1’environnement (type de climat, sol) , le moment

de la récolte et la méthode d’extraction (Boughendjioua., 2011).

I11.4. Activité antibactérienne

111.4.1.Activité antibactérienne des champignons endophytes

L’activité antibactérienne des isolats des champignons endophytes sur la croissance des 3
souches bactérienne deux espéces gram positif (S. aureuset Bacillus sp) et une espéce a Gram
négatif (P. fluorescens).

Le diamétre des zones claires autour des disques fongiques a été mesuré apres 5 jours
d’incubation. Parmi les 9 champignons, 66.7% des champignons ont montré un pouvoir
inhibiteur pour certaines des bactéries pathogenes testés avec une zone d’inhibition comprise
entre [24.5-39.5 mm] pour Bacillus sp. et [15.5 - 16.5mm] pour S.aureus, mais aucune activité
pour P.fluorescensa été observée (Tableau 111.2).
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Tableau.l11.2 : Zones d’inhibition de la croissance bactérienne par les champignons

endophytes
Bactéries Zones d’inhibition (mm) £SD
Bacillus sp Staphylococcus Pseudomonas
aureus fluorecens
champignons
Penicilliumsp 27.5%£1.50 16.5+0.5 00
Fusarium sp 25+0.00 00 00
Aspergillus terreus 00 15.5+0.5 00
spl
Aspergillus niger 28.5+0.50 00 00
Alternariaaltarnata 24.5+0.50 00 00
Mycélium stérile 39.5+£0.50 15.5+2.5 00
Aspergillus 00 00 00
terreussp 2
NI 00 00 00
NI 00 00 00

-Pour Bacillus sp ; 55.55%des champignons ont montré une activité antibactérienne ou la plus
élevée était par Mycelium stérile 39.5mm, Aspergillus niger28.5 mm Suivie par Fusarium sp.
(25mm), Penicillium sp.,et A.alternata, avec le diamétre 24.5mm. Cependant Aspergillus

terreus et les deux isolats non identifiés ne montrent aucune activité (Figure.lll1.2;

Figure.l11.4).
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Bacillus sp
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Figure 111 .2 : Effet des champignons endophytes actifs contre Bacillus sp.
NI : Non identifié
-Pour S. aureus ; 33.33% des champignons testés pour leur activité antibactérienne, ou les
plus actifs sont : Penicillium (16.5mm), Mycélium stérile (15.5 mm) et Aspergillus terreus
(15.5mm)(Figure 111.3 ; Figure 111.6).

-Pour P.fluorescens ; aucune activité a été observée pour tous les champignons isolés (Figure
11.5).
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Figure 111.3 : Effet des champignons endophytes actifs contre Staphylococcus aureus
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Figure 111.4 : Zones d’inhibition obtenues par quelques champignons endophytes contre

Bacillus sp.
B : Bacillus sp. A :Penicillium, B’ :Fusarium, C :Aspergillus terreus spl, D :Aspergillus
niger, E :Alternaria altarnata, F :Mycélium stérile, G : Aspergillus terreus sp2
H :NI,I: NI
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Figure 111.5 : Zones d’inhibition obtenues par quelques champignons endophytes contre
Pseudomonas fluorescens.
P :Pseudomonas fluorecens,A :Penicillium, B :Fusarium, C :Aspergillus terreus sp1,
D :Aspergillus niger, E :Alternaria altarnata, F :Myceélium stérile G : Aspergillus terreus
sp.2H:NI 1:NI
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Figure 111.6 : Zones d’inhibition obtenues par quelques champignons endophytes contre S.
aureus.
S:Staphylococcus aureus A :Penicillium, B :Fusarium, C :Aspergillus terreus spl,
D :Aspergillus niger, E :Alternaria alternata, F :Mycélium stérile G : Aspergillus terreus
sp2. H: NI 1:NI

Selon les résultats obtenus, certains champignons isolés ont une activité antibactérienne
contre au moins une bactérie pathogéne, les bactéries a Gram-positif étaient plus sensibles aux
champignons endophytes que les bactéries a Gram-négatif, Sadrati et al.,(2013) ont prouvé
que les champignons endophytes montrent une activité stabilisatrice sur au moins une des
bactéries a Gram-positif, ou les genres Aspergillus et Penicillium, étaient actifs contre toutes
les bactéries a Gram positif testées (Bacilluessp., S.aueus et Enterococcus faecalis). Les
bactéries a Gram-négatif (Citrobacter freundi, P.aeruginosa , Pseudomonas sp ) n'étaient pas
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sensibles a la plupart des champignons endophytes. Maria et al., (2005) ont également
confirmeé qu'en plus de Penicillium et Aspergillus, le Fusarium a également une forte activité
antimicrobienne.

L'activité inhibitrice des champignons endophytes isolés confirme la possibilité que ces
isolats produisent des composés ayant une activité biologique inhibant la croissance des
organismes pathogenes, ces différents métabolites secondaires pouvant étre utilisés dans le
domaine de la science des Médicaments et également comme source potentielle de

médicaments précieux (Sharma et al., 2016).

I11.4.2. Activité antibactérienne de ’'HE
L’activité antibactérienne de I’huile essentielle vis-a-vis les trois bactéries pathogenes testées

est estimée en termes de diametre de la zone d'inhibition autour des disques contenant I’HE de
Lavande. Chaque zone est claire, montre la destruction des bactéries pathogénes et donne une

indication précise de l'activité antibactérienne de I’HE utilisée.

Les résultats montrent que toutes les souches bactériennes apparaissent presque sensibles a
des degrés divers pour notre HE, ou S.aureus et Bacillus sp. étaient plus sensibles que
P.fluorescens(Tableau 111.3 ; Figure I11.7 ; Figure 111 .8)

Tableau 111.3 : Zones d’’inhibition de la croissance bactérienne pathogenes par 1’huile

essentielle de Lavandula officinalis

Bactéries Diamétres (mm)
Bacillus sp 23+0.42
Pseudomonas fluorescens 11,5+0.14

Staphylococcus aureus 23,25+0.55
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Figure 111.7 : Effet de I’huile essentielle de Lavandula officinalis contre des bactéries

Figure 111.8 : L’ Activité antibactérienne de I’HE (A, B) : Bacillus sp, (C ,S) : S.aueus ,(E ,P) :
P.fluorescens.

Les résultats obtenus sont identiques avec 1’étude de Dragoljun et al., (2012) qui ont
confirmé I'utilisation de I'nuile de lavande comme un agent antibactérien car elle contient des
composés oxydants terpénes oxygénés qui ont une activité antimicrobienne, et il a été
également prouvé dans la méme étude que I'effet des huiles sur les bactéries Gram-positifs
differe de son effet sur les bactéries a Gram négatif.
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Les huiles essentielles sont trouvées pour affecter les propriétés structurelles et fonctionnelles
de membranes artificielles. Les composants des huiles essentielles ont été montrés pour
perméabiliser les membranes, les faisant gonfler, les bactéries a Gram négatif sont
généralement plus résistantes aux antiseptiques et désinfectants que les bactéries a Gram-
positif. La membrane externe des bactéries a Gram négatif agit comme une barriére qui limite
I'entrée de nombreux types d'agents antibactériens sans rapport chimique Dragoljun et
al.,(2012) .Et ou Bachiri et al.,(2017) dite quant au mode d’action des HEs sur les cellules
bactériennes, il semble plus probable que I’activité antimicrobienne résulte de ’association
conjointe de plusieurs mécanismes sur différentes cibles cellulaires. Ainsi, les composés
phénoliques auraient pour cible la membrane plasmique et la paroi. D’autres agents
compromettent plutot I’intégrité structurale de la membrane plasmique en induisant une perte
du matériel cytoplasmique au moment ou la cible pour d’autres est probablement 1’ADN
bactérien suite a diffusion a travers les membranes bactériennes. Outre les propriétés de I’'HE,
la sensibilit¢ d’un microorganisme dépend du microorganisme lui-méme ; les bactéries a
Gram (+) sont plus sensibles aux HEs que les bactéries a Gram (-), ceci revient en partie a la
complexité de I’enveloppe cellulaire de ces derniéres qui contient une double membrane,
contrairement a la structure simple de la paroi des bactéries Gram (+). Plusieurs études testant

’activité inhibitrice des HEs confirment ce phénomeéne.

Benyagoub et al., (2014)confirme également dans leur étude qu'il a menée sur I'huile de
lavande pour I’étude de l'activité antibactérienne de certains extraits sur six souches de
bactéries responsables d'intoxications alimentaires; Escherichia coli, S. aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella. typhimurium, Bacillus cereus et Clostridium perfringens, qu’il
apparait que le pouvoir antibactérien contre les bactéries a Gram positifs est plus important
que les bactéries a Gram négatifs, et dans ce contexte, il est remarquable que 1’huile extraite
présente une activité importante contre S. typhimurium. Ces résultats sont confirmés par
Bosni¢ et al., (2006)ou ils ont signalé un effet faible & moyen vis-a-vis les souches
bactériennes E. coli et S. aureus, présentant un diamétre de 11,5 et 9mm, correspondant & un
pourcentage d’inhibition de 12,77 et 10% respectivement. Les bactéries a Gram négatifs
apparaissent plus résistantes comparées a celle de Gram positifs, cela est dd principalement a
la différence de structure de leur paroi externe, qui est plus riche en lipo-polysaccharides et en

protéine par rapport de celles a Gram positifs qui rendent ces bactéries plus hydrophiles.
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111.4.3. Comparaison entre les champignons endophytes et I’huile essentielle

On a constaté que l'activité antimicrobienne des champignons endophytes et de [’huile
essentielle differe d'une bactérie a l'autre, selon les résultats obtenus, on a montré que les
champignons endophytes avaient une activité antibacterienne plus importante sur
labactériepathogéne  Bacillus sp.par rapport a I’huile essenticlle, alors que chez
Staphylococcus aureus ,I’huile essentielle presente une activité antibacterienne importante par
rapport aux champignons endophytes. Tandis que la bactériePseudomonas fluorescens était
plus sensible a I’ huile essentielle, alors que nous n‘avons enregistré aucune activité pour les

champignons endophytes(Figure 111.9 ; Figure 111.10 ; Figure 111.11).

Bacillus sp
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diametres des zones
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huile essentielle champinons endophytes

Figure 111.9 : Comparaison de 1’effet antibactérien contre Bacillus sp. Entre les champignons
endophytes et I’huile essentielle.
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Figure 111.10 : Comparaison de I’effet antibactérien contre S. aureus entre les champignons
endophytes et I’huile essentielle.
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Figure 111.11 : Comparaison de I’effet antibactérien contre P. fluorescens entre les
champignons endophytes et I’huile essentielle.

111.5. Activités antifongique
111.5.1. Activités antifongique des champignons endophytes

Pour évaluer le potentiel antagoniste des champignons endophytes isolés, la méthode de la
double culture a été utilisée contre le champignon pathogene F.oxysporum. Les pourcentages

d’inhibition ont été calculés aprés 7 jours d’incubation et sont présentés dans le (Tableau

111.4).

46




Chapitre III - Résultats Et Discussion

Parmi les 9 isolats fongiques, seulement Aspergillus niger et Penicillium sp.ont une activité

antifongique, ou le pourcentage d’inhibition était 41% et 61 % respectivement (Figure

111.12 ; Figure 111.13).

Tableau 111.4 : Pourcentage d’inhibition de champignon pathogéne F.oxysporum par les
champignons endophytes.

Champignons endophytes

Pourcentage d’inhibition (%)

Penicillium sp.

41

Aspergillus niger

61

70

60

50

40

30

20

pourcentage d'inhibition %

10

Fusarium oxysporum

W Penicillium sp W Aspergillus niger

Figure 111.12 : Activite antifongique des champignons endophytes isolée contre F.

oxysporum.

Selon les résultats obtenus, deux isolats fongiques ont une activité antifongique. Mémes

résultats ont obtenus par plusieurs études précedentes utilisant la méthode de double culture,

ou il a été constaté que les champignons internes isolés de la plante médicinale

Taraxacumcoreanum Nakiaont une activité antifongique contre F.oxysporum(Paul, 2006).

La différence dans l'activité antimicrobienne des champignons endophytes peut étre due par la

différence dans I'état physiologique de la plante hote, qui varie selon les saisons en raison de

facteurs tels que l'eau, la période d'éclairage, la température ...etc. Ces différences peuvent

étre responsables de la différence dans les activités biologiques des communautés fongiques

(Vieira et al., 2011). Cette différence peut aussi s'expliquer par la spécificité des
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champignons endophytes vis-a-vis des champignons phytopathogénes, c’est a dire les

métabolites secondaires produites par 1’endophytes sont spécifiques au niveau de 1’espéce

(Arnold et al., 2000).

Figure 111.13 : zone d’inhibition obtenues par les champignons endophytes actifs contre F.

oxysporum.Fo : Fusarium oxysporum, A : Penicillium, D : Aspergillus niger.

111.5.2. Activité antifongique de I’huile

Les résultats du test de ’activité antifongique de I’HEétaient relativement faibles, car le

diametre de la zone d'inhibition était de 12.5 mm (Figure 111.14).

Figure 111.14 :zone d’inhibition obtenue par I’huile essentielle contre F. oxysporum

FO : F. oxysporum, HE : disque contenant I’'HE, CTR : Clotrimazole.

Plusieurs études ont été meneées sur l'efficacité de I'huile de lavande contre les champignons
pathogenes, en particulier sur les Aspergillus et Fusaruim( Cavangh et Wilkinson, 2002). Ou
ils ont trouvé que I'huile de lavande a la méme activité antibactérienne, mais une activité
antifongique différente et cela suggere que les différents composants de I'huile peuvent étre
responsables a une activité specifique par rapport les endophytes.

Laib (2012) explique aussi la faiblesse de l'activité fongique de I'huile de lavande par sa

composition chimique, ainsi que la proportion de biomolécules joue un réle déterminant. La
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différence de la sensibilité des genres a I’huile essentielle peut étre duea certains facteurs, a
savoir la dose appliquée et I’espéce ciblée (Cavangh et Wilkinson, 2002).

Ainsi, les résultats obtenus dans notre travail peuvent étre interpretés par la qualité des
molécules bioactives contenant dans la plante étudiée qui n’ait pas efficace contre Fusarium

oxysporum, cependant, elle peut étre efficace contre d’autres champignons pathogénes.

I11.5.3. Comparaison de ’activité antifongique entre les champignons endophytes et
I’huile essentielle

A travers les résultats obtenus dans ce travaila fin d’¢tudier I’effet de chaque des
champignons endophytes et de I’huile essentielle sur le champignon pathogene Fusarium
oxysporum, il a été trouvé que 1’activité antifongique des champignons endophytes isolés est

plus forte que celle de I’huile essentielle de la méme plante (Figure 111.15).
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Figure 111.15 : Comparaison de I’effet antifongique contre F. oxysporum entre les
champignons endophytes et 1’huile essentielle.
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Conclusion générale

I’ existe une forte demande de nouveaux matériaux pour diverses applications humaines,en
particulier pour le traitement des infections causées par des bactéries et des champignons
multi résistants, ce qui a conduit a une recherche continue de nouvelles molécules
biologiquement actives, les produits naturels produits par des micro-organismes sont des
ressources potentielles pour répondre a cette forte demande.
Ce travail a été mené dans le cadre de I’étude de 1’activité antimicrobienne des champignons
endophytes ainsi que de I’huile essentielle de la plante médicinale Lavandula officinalis.
Les résultats obtenus indiquent que les champignons endophytes ont un pouvoir antagoniste
contre les bactéries pathogénes ainsi que le champignon phytopathogene testé. Cette efficacité
laisse entrevoir la possibilité d’utiliser ces microorganismes dans la lutte contre les maladies
humaines, ainsi que dans la lutte biologique contre les microorganismes phytopathogenes
surtout les champignons.
L’huile essentielle a présenté une activité antimicrobienne mais moins efficace par
comparaison aux champignons endophytes. Donc on peut conclure que ’'importance de la
plante médicinale Lavandula officinalis est due a une relation complémentaire entre la
composition chimigue de la plante et sa flore microbienne.
Pour une étude beaucoup plus approfondie, on pourra envisager d’autres investigations telles
que :

- L’application de I’huile essentielle de Lavandula officinalis directement dans la lutte

biologique durant le stockage.
- Une identification moléculaire des espéces fongiques isolées.
- Etude quantitative et qualitative de 1’huile essentielle et I’extrait des champignons
endophytes isolés actifs.
- Détermination des fractions les plus actives et éventuellement de caractériser les

molécules responsables de ces activités.
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Annexe

Annexe 1 : préparation des milieux de cultures

Patato Dextrose Agar (PDA)

Pomme de terre épluchées et Coupees. .......c.ovviiiiiiiiiiii e 200 g
2L 1o 0] Pt 20g
N I5¢g
Bau distillé. ... ..o 1000 ml

Gélose Nutritive (GN)
GElOSE NULIIEIVE. . .ttt ettt e e et et e e 39¢g
Eau distill. ... s 1000 ml

Fugire.l : les zones d’inhibitions obtenues par les champignons endophytes non actifs

.Fo : Fusarium oxysporum, B :Fusarium, C :Aspergillusterreusspl, E :Alternaria altarnata,

F :Mycélium stérile G : Aspergillus terreus sp2 H:NI 1 : NI
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Résume

L’objectif de cette étude est I’isolement et 1’identifier les champignons endophytes et
I’extraction de 1’huile essentielle de la plante médicinale Lavandula officinilis, collectée de la
région de Constantine (Algérie). Puis d’évaluer et comparer 1’activité antibactérienne et
antifongique de ces champignons et 1’huile essentielle contre trois bactéries pathogénes : deux
a Gram positif ; Bacillus sp., Staphylococcus aureus, et une a Gram négatif ; Pseudomonas
fluorescence, ainsi que le champignon pathogéne Fusarium oxysporum. Le pourcentage de
colonisation était 40.55%. La purification et 1’étude microscopique des souches
isolées ont donné la possibilit¢ d’identifier 5 genres de moisissures a savoir Fusarium,
Penicillium, Alternaria, Aspergillus ainsi que un Mycélium stérile.

L’extraction de I’huile essentielle de la plante a été réalisée par hydro distillation ,ou le
rendement a éteé estime a 1.5%

En utilisant la méthode de diffusion sur milieu solide, il a été constaté que certains
champignons endophytes ont une activité antimicrobienne sur au moins un microorganisme
pathogene, ou les zones d'inhibition variaient entre 0-39.5 mm, cette derniére a été obtenu par
I’isolat Mycélium stérile avec 39.5mm, et Aspergillus niger avec 28.5mm, contre Bacillus sp.,
Toutefois, I'huile essentielle avaient une activité contre toutes les bactéries pathogénes testées.
Quant au test d'activité antifongique par la méthode de la double culture, il a été constaté que
les deux champignons endophytes Aspergillus niger et Penicilliumsp. ont un effet inhibiteur
sur le champignon pathogéne testé, ou le pourcentage d'inhibition a été estimé a 61.55% ,
41% alors que I'huile essentielle était moins efficace 12mm. Ces résultats nous permettent de
dire que les champignons endophytes ont la meilleure activité antifongique par rapport a
I'huile essentielle qui a la meilleure activité antibactérienne. Par conséquent, la plante
médicinale et les champignons endophytes pourraient étre une source prometteuse de

composés bioactifs.

Mots clés
Lavandula officinalis, champignons endophytes, 1’huile essentielle, activité antibactérienne,

activité antifongique



