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Résumé

Description du sujet : Dans le cadre de la recherche de nouveaux composés bioactifs puissants qui inhibent le
développement des tumeurs, Il nous a paru intéressant d’étudier 1’action antimitotique de deux mycoendophytes
associés aux feuilles de Limoniastrum feei (de Gir.) Batt. : plante médicinale de la région de Béchar (Algérie).
Objectifs : Ce travail consiste a isoler les deux mycoendophytes (Aspergillus niger et Aspergillus nidulans) et
d’extraire leurs métabolites afin de pouvoir tester I’activité antimitotique de ces derniers.

Méthodes : L’isolement a été réalisé par culture de fragments des feuilles de L. feei sur milieu PDA. Apres la
purification et I’identification a 1’échelle phénotypique, une extraction des métabolites actifs par méthode
hydroalcoolique a été menée, en utilisant deux solvants : I’acétate d’¢thyle et le méthanol. Notamment, 1’effet
antimitotique des extraits fongiques a été évalué in vitro sur des cellules méristématiques d’Allium cepa.
Résultats : Le calcul des indices mitotiques et des indices des phases a montré une efficacité comparable a celle
de la colchicine utilisée comme témoin positif. Une Anova réalisée dans le but de comparer ces indices avec un
témoin négatif des cellules non traitées a révélé une différence hautement significative (p=0,00).

Conclusion : Nous avons conclu suite a ces résultats que les deux espeéces d’Aspergillus étudiées représentent
une source prometteuse dans la production des substances naturelles d’intérét thérapeutique antimitotique.

Mots clés: mycoendophytes; Aspergillus; Limoniastrum feei; effet antimitotique; Allium cepa; Béchar (Algérie).

ANTIMITOTIC ACTIVITY OF TWO SPECIES OF ASPERGILLUS: FOLIAR
MYCOENDOPHYTES OF LIMONIASTRUM FEEI (GIRARD) BATT. OF OUED
AGHLAL (BECHAR, ALGERIA)

Abstract

Description of the subject : In the search for new powerful bioactive compounds that inhibit the development
of tumors, it seemed interesting to study the antimitotic action of two mycoendophytes associated with the leaves
of Limoniastrum feei (Gir.) Batt. : medicinal plant of the region of Bechar (Algeria).

Objectives : This work involves isolating mycoendophytes (Aspergillus niger and Aspergillus nidulans) and
extracting their metabolites in order to test the antimitotic activity of these two fungi.

Methods : Isolation was done by culturing fragments of leaves of L. feei on PDA medium. After purification and
phenotypic identification, extraction of the active metabolites was performed by hydroalcoholic method using
two solvents: ethyl acetate and methanol. thus, the antimitotic effect of the fungal extracts was evaluated in vitro
on meristematic cells of Allium cepa.

Results : Calculation of mitotic index and phases index showed efficacy comparable to that of colchicine used as
a positive control. An Anova performed to compare these index with a negative control of untreated cells
revealed a highly significant difference (p=0.00).

Conclusion : We concluded from these results that the two Aspergillus species studied represent a promising
source in the production of natural substances in antimitotic therapeutic interest.

Keywords : Mycoendophytes; Aspergillus; Limoniastrum feei; antimitotic effect; Allium cepa; Bechar (Algeria).
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INTRODUCTION

De nos jours, la quéte de nouvelles
substances naturelles bioactives est devenue
une priorit¢ de la recherche scientifique,
surtout suite al’augmentation des effets
indésirables liés a I’utilisation de produits
synthétiques, la diminution de ’efficacité des
médicaments disponibles, I’émergence
spectaculaire de nouvelles pathologies et la
prévalence accrue des maladies rebelles,
comme le ravage causé par le cancer (14,1
million de personnes atteintes de cancer selon
la derniére estimation en 2012 de ’OMS) [1].
Dans la nature, différentes sources (végétaux,
animaux, microorganismes) peuvent étre
potentiellement un bon réservoir de molécules
d’intérét médical [2]. Plusieurs types de
microorganismes, tels les champignons ont été
exploités dans I’investigation de ces molécules,
a la différence des mycoendophytes qui restent
timidement étudiés dans cet axe.

Les mycoendophytes sont des champignons
microscopiques  colonisateurs des  tissus
internes des plantes vivantes [3, 4], sans qu’ils
ne causent aucun symptome [5, 6]. Ces
mycetes établissent des interactions
symbiotiques avec leur partenaire végétal. En
tirant les éléments nutritifs dans la plante hote,
ils produisent des métabolites nécessaires pour
la protection de cette derniere contre les
pathogeénes et les différents ravageurs [7, 8].
Nous nous sommes intéressés dans ce travail
aux mycoendophytes de Limoniastrum feei (de
Gir.) Batt, qui apparait dans une récente
nomenclature sous le nom de Ceratolimon feei
(Girard) M.B. Crespo et Lled [9]. Cette plante
spontanée est endémique du  Sahara
septentrional algérien et marocain [10]. C’est
un arbuste bas de 10 a 40 cm de hauteur, avec
des feuilles longues et plates serrées en rosettes
basales. Elle fait partie de la famille des
Plumbaginacées [11]. Cette espéce est
appréciée pour ces propriétés médicinales. Elle
est utilisée dans le traitement de la bronchite et
des infections gastriques [12]. Des activités
biologiques liées a cette essence sont
décrites dans plusieurs études, notamment
I’activité antioxydante [13, 14] et Dactivité
antimicrobienne [15].

Cette étude a porté sur la partie foliaire de L.

feei et a consisté a: (i) isoler les
mycoendophytes  concernés, a  savoir:
Aspergillus  niger et A nidulans ;
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(ii) extraire les métabolites fongiques des deux
especes d’Aspergillus aprés leur purification ;
(iii) tester in vitro, I’effet antimitotique des
extraits fongiques de ces deux
mycoendophytes en comparaison avec un
témoin synthétique puissant.

MATERIEL ET METHODES

1. Isolement et identification des souches
d’Aspergillus

La récolte a concerné 23 sujets de L. feei
en bon état phytosanitaire échantillonnés d’une
maniére aléatoire dans la région d’Oued Aghlal
(Béchar, Algérie). 10 feuilles de chaque sujet
ont été prélevées et traitées a I’HCI (1N), afin
d’enlever le calcaire donnant un aspect coriace
a ces feuilles. Ces derniéres sont ensuite
débarrassées de microorganismes épiphytes par
une stérilisation superficielle, en suivant le
protocole de Helander et al. [16]. Cette étape
consiste en deux traitements par 1’éthanol (96°)
intercalés par un traitement a I’eau de javel,
ces traitements sont effectués par alternance
avec des lavages a I’eau distillée stérilisée.
Apres cette étape, les feuilles ont été coupées
en petits fragments de 2 a 5 mm et placées
aseptiquement a température ambiante sur
milieu PDA (Potato - Dextrose -Agar). Apres
deux mois d’incubation et parmi les différents
isolats fongiques ¢émergés autour de ces
fragments, A. niger et A. nidulans ont été isolés
et identifiés a 1’échelle phénotypique suivant
les caractéristiques macroscopiques de la
colonie [17] et selon les critéres
microscopiques tels : la morphologie, la forme,
la taille et la couleur des hyphes et des spores,
en se référant également aux clés
d’identification de Kiffer et Morelet [18].

2. Fermentation et extraction des souches
fongiques

Sur les deux mycoendohytes
identifiés et purifiés précédemment, 4
pieces de 6 mm de diamétre pour chaque
espece ont été prélevées a partir d’une
culture de 5 jours, préalablement cultivées
sur PDA et incubées a 27°C. Ces
morceaux sont ensuite inoculés
aseptiquement dans des flacons de 500 ml
contenant 200 ml de PDB (Potato -
Dextrose - Broth).



MEDJEBER et al.

L’ensemble a été bien fermé et incubé sous
agitation périodique dans les conditions
d’anaérobie sur une période allant jusqu’a 6
semaines [19, 20].

A T’aide d’une bande & gaze propre, le contenu
des flacons a été filtré afin de séparer le
mycélium du filtrat (fluide de culture). Ce
dernier a été centrifugé a 5000 tours/min
pendant 15 minutes. Le culot qui contient le
reste du mycélium et les spores a été rajouté au
mycélium de filtration. Une macération de 7
jours dans le méthanol est faite sur les
mycéliums, afin de récupérer [D’extrait
méthanolique [19, 21].

Le surnageant du filtrat est mélangé au méme
volume d’acétate d’éthyle et agité pendant 2
heures a une température de 40°C. Ce mélange
est ensuite mis au repos dans des ampoules de
décantation, pour séparer la phase organique
de la phase aqueuse. Par la suite, la phase
organique a été évaporée du solvant a I’aide
d’un rotavapeur a 70°C. Enfin, le concentré
d’évaporation a été dilué¢ au DMSO (diméthyle
de sulfoxide) pour obtenir I’extrait d’acétate
d’éthyle brut [22, 23].
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Aprés évaporation et lyophilisation, les deux
extraits d’acétate d’éthyle et de méthanol ont
été ajustés pour l’activité antimitotique a deux
concentrations différentes pour chacun (10 et 5

mg/ml).
3. Essai antimitotique

L’activité cytogénétique des extraits
fongiques a été réalisée in vitro par le test
d’Allium cepa adopté par Shweta et al. [24].
En effet, des bulbes d’oignon (A4/lium cepa) ont
¢été placés dans des récipients remplis d’eau de
facon a ce que les bases des bulbes baignent
dans I’eau pendant 3 jours. Les apex racinaires
dans lesquels les mitoses sont nombreuses ont
été coupés et trempés 24h dans des cupules,
contenant les  extraits fongiques a deux
concentrations  différentes, la colchicine

(témoin positif) et I’eau (témoin négatif). Ces
apex sont ensuite fixés a 1’alcool acétique
pendant 3h et colorés au carmin acétique, afin
d’observer au

différents stades

microscope optique les
de la mitose (Fig. 1).

1- Apex racinaires d"Allium cepa

2- Cupule contenant des apex
& Allium cepa traités et colorés

. 3- Préparation microscopique
| des apex racinaires

N

4- compteur de cellules

Figure 1 : Test d’Allium cepa

4. Analyse des données antimitotiques

Pour chaque extrait, 5 apex ont été
traités et 1000 cellules ont été observées.
L’analyse cytogénétique a été mise au point
par 1’évaluation des 2 paramétres suivants.

Indice des phases : cet indice est calculé afin
de déterminer le pourcentage des cellules dans
chaque phase de la mitose (P, M, A, T) [25,
26].

IP (%) =

873

Nombre de cellules d'une seule phase mitotique

X 100

Indice mitotique : cet indice consiste a
comptabiliser le pourcentage des cellules
arrétées en mitose sur le total des cellules
examinées [24, 27, 28, 29].

Nombre total des cellules examinées
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P+M+A+T
IM (%) =
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100

Avec : P = prophase ; M = métaphase ; A =
anaphase ; T = télophase.

5. Analyses statistiques

Les résultats obtenus ont été calculés et
présentés sous forme de tableaux (Excel 2007).
Des analyses de variance sont faites, afin de
comparer entre les différents indices
mitotiques. Cette analyse a été réalisée grace
au logiciel Stat Box 6.40.

Nombre total des cellules examinées

RESULTATS

Les observations microscopiques des
cellules méristématiques d’Allium cepa traitées
ou non par les extraits fongiques ont permis de
visualiser  les  différents  stades du
développement mitotique (Fig. 2). En outre,
quelques aberrations et anomalies
chromosomiques de nature clastogénique
touchant la structure des chromosomes ont
aussi €té révélées. Ces aberrations n’ayant pas
fait objet dans cette étude et ont été exclus du
comptage.
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Figure 2 : Cellules méristématiques d’A/lium cepa représentant les différentes phases de la mitose.

1. Indices des phases

Les
phases de
I’ensemble
rapportés
d’acétate
méthanolique

des différentes

la  mitose calculés sur
des cellules examinées sont
dans le Tableau 1. L’extrait
d’éthyle comme I’extrait

des deux especes
d’Aspergillus  ont donné des effets
comparables pour chaque phase de la
mitose. Il est a not¢é que I’indice des
phases le plus élevé dans cet ensemble est
celui qui correspond a la prophase,
contrairement aux autres stades de la

pourcentages
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division cellulaire sont
minoritairement présents.

Cette ¢lévation au niveau de la prophase est
indépendante de la concentration d’extrait
fongique utilisée. Les indices des phases des
cellules méristématiques d’Allium cepa traitées
par les deux concentrations de colchicine sont
¢élevés pour la métaphase. Tandis que les autres
phases sont moins observées. Les pourcentages
des 4 phases chez le témoin négatif sont
relativement ¢élevés par rapport a ceux des
extraits fongiques et de la colchicine. Ces
indices ne sont dominés par aucune phase de la
mitose a la différence des cellules traitées.

qui
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Tableau 1 : Indices des phases des cellules méristématiques d’Allium cepa

Concentration Indice des phases (%)
(mg/ml) P M A T
Extrait A. niger 05 32 +1,17 4,4 +0,29 1,4 0,24 2,2 £0,34
Lacétate 10 29,2 +0,96 2,9 £0,62 1+ 0,35 2,6 0,33
d°éthyle A nidulans 05 27 +0,74 3,7 £0,68 2,5+0,63 2,6 0,37
10 26,3 +1,42 4 4] 1,2+0,3 2,4 +£0,43
. A, niger 05 25,7 0,86 5,2 +0,83 2,4+0.4 2,7+0,37
Extrait 10 28,5 +1,29 2,9 +0,56 0,8 £0,2 1,7+0,2
méthanolique A nidulans 05 27,5 £1,11 4,3 £0,58 1,3+0,12 1,3 +0,2
’ 10 25,6 +£0,79 5+1,15 1,3 +0,71 2,1+0,5
Colchicine 0,5 7 £1,65 27,3 +1,27 0,3 £0,12 2,9 40,51
01 1,7 0,60 26,3 +£1,91 0,3 £0,12 1,7 +0,3
Témoin négatif - 23,7 +1,12 20,2 +£0,94 13,5 +£0,57 17,4 +£0,67

2. Indices mitotiques

Les différents indices mitotiques des
cellules racinaires d’Allium cepa sont classés
dans un ordre décroissant (Tableau 2). La
lecture du tableau 2 montre une diminution
remarquable des indices mitotiques pour les
cellules traitées par les deux extraits fongiques,
comparativement a ceux calculés pour les
cellules traitées avec de la colchicine. Nous
pouvons constater aussi que ces indices sont
légeérement moins élevés chez A. nidulans par
rapport A. niger. Les cellules du témoin négatif
ont I’indice mitotique le plus élevé (74,8%),
tandis que la colchicine a 1 mg/ml apparait
avec le plus faible indice mitotique (30%).

L’anova indique une différence hautement
significative (p = 0,00) entre les différents
indices mitotiques. 3 groupes homogenes
apparaissent, plus loin du témoin négatif.
Effectivement, nous pouvons voir
I’individualisation de la colchicine a Ia
concentration de 1 mg/ml dans le groupe a. La
colchicine a 0,5 mg/ml et ’extrait d’acétate
d’éthyle pour a. niger a 5 mg/ml ont donné des
indices mitotiques comparables et sont classés
dans le méme groupe b. Les autres extraits
fongiques possédent un effet antimitotique
situé entre les deux groupes a et b. Ces extraits
sont rangés dans le groupe ab. Donc ce dernier
se trouve entre les deux concentrations du
témoin positif (colchicine).

Tableau 2 : Indices mitotiques des cellules méristématiques d’Allium cepa avec leurs groupes

homogenes.
Extraits Concentration (mg/ml) Indice (ror/tl;othue
Témoin négatif - 74,8 +0,64
Acétate d’éthyle (4.niger) 05 40 +£1,27b
Colchicine 0,5 37,5+2,27b
Méthanol (4.niger) 05 35,9 £0,97ab
Acétate d’éthyle (4.nidulans) 05 35,8 +0,84ab
Acétate d’éthyle (4.niger) 10 35,7 +1,77ab
Méthonol (A4.nidulans) 05 34,4 +1,32ab
Méthonol (A4.nidulans) 10 34 £1,68ab
Meéthonol (4.niger) 10 33,9 +1,63ab
Acétate d’éthyle (4.nidulans) 10 33,9 +0,93ab
Colchicine 01 30 +1,15a

DISCUSSION il est utile pour toute étude préliminaire des

Le modele expérimentale d’Allium cepa
est I’un des meilleurs systémes d’évaluation de
I’activité antimitotique in vitro. Ce test est
validé par le Programme de I’Environnement
des Nations Unies (UNEP) et le Programme
International de la Sécurit¢é Chimique (IPCS),
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substances anticancéreuses [30]. En outre, les
cellules végétales étant généralement plus
grosses que les cellules animales et donc plus
faciles a observer au microscope, ne soulevant
pas de problémes éthiques, facile a obtenir et
peu coliteux.
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Ce bioessai date de 1938 avec les premiers
travaux réalisés sur les cellules racinaires
d’Allim cepa en étudiant I’effet antimitotique
de la colchicine [31].

La colchicine est un alcaloide extrait des tiges
souterraines du  colchique;  Colchicum
autumale [26]. Elle est utilisée couramment
dans le traitement de différentes tumeurs
tissulaires. Son action se résume par blocage
de la formation du fuseau mitotique [32]. En se
fixant sur une molécule de la tubuline, elle
empéche sa polymérisation en microtubules.
L’absence ou I’insuffisance de ces derniéres
entraine un blocage de la mitose au stade de
métaphase [33]. Cette approche confirme le
résultat de I’indice des phases de la colchicine
obtenu dans cette étude.

Le pourcentage élevé des indices des phases au
niveau de la prophase chez I’ensemble des
extraits fongiques testés indique la présence
d’un empéchement de passage aux autres
stades de la division cellulaire a ce niveau.
Cette méme action est enregistrée par 1’extrait
aqueux de Solanum torvum, plante de la
famille des Solanacées [34]. Il semble que les
composés présents dans ces extraits de A. niger
et A. nidulans: endophyte foliaire de
Limoniastrum  feei, bloquent la division
cellulaire avant la métaphase, ce qui différe du
mécanisme de blocage de la colchicine.
Différents agents naturels anticancéreux sont
produits par les endophytes. Le taxol est un
diterpénoide capable de tuer les cellules
tumorales en améliorant 1’assemblage des
microtubules et en  inhibant  leur
dépolymérisation en tubulines. Il est extrait de
plusieurs endophytes ; Taxomyces andreanae
[35],  Pestalotiopsis  microspora  [36],
Alternaria alternata, Chaetomella raphigera,
Monochaetia sp, Periconia sp et Pithomyces sp
[37]. Récemment, une équipe de recherche a
mis au point la présence de lapachol chez A.
niger ; mycoendophyte de Tabebuia argentea
[29]. Le lapachol empéche la réplication de
I’ADN cellulaire en interférant avec le groupe
des enzymes topoisomérases, ce qui bloque la
division cellulaire en G2/M cycle [38].

La diminution constatée au niveau des
différents indices mitotiques chez les cellules
racinaires d’Allium cepa indique un effet
mitodépressif de tous les extraits fongiques
testés. L’indice mitotique reste le meilleur
parametre d’estimation du taux de cellules en
division [39].
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Les extraits d’acétate d’éthyle comme les
extraits méthanoliques ayant donné des
pourcentages similaires et ¢levés des cellules
arrétées en mitose. Cette excellente activité
antimitotique est comparable a celle de Ila
colchicine. De ce fait, nous avons compris que
les métabolites extraits par les deux solvants
utilisés ont la méme efficacité envers I’activité

antimitotique.

Parmi les études menées sur Dactivité
antimitotique des mycoendopytes, nous
pouvons citer celle de Channabasava et

Melappa [29], qui a montré un indice mitotique
de 22,5% d’un extrait méthanolique d’A4. niger
associé a Tabebuia argentea (Inde). Cet indice
est sensiblement inférieur a celui trouvé dans
notre étude (33,9%). Cela se justifie par la
nature de la plante héte et le type d’interaction
établie avec les mycoendophytes partenaires.
Ainsi, il est admet que la quantité et la qualité
des métabolites secondaires produites par les
endophytes sont influencées par I’habitat et
I’environnement de la plante hote [40].

Par ailleurs, en comparant les indices
mitotiques de nos extraits fongiques avec ceux
de plusieurs extraits de plantes: Tetraclinis
articulata  (92,4%), Withania frutescens
pauquy (72,28%), [31] et Solanum torvum 42%
[39], nous avons compris que les
mycoendophytes produisent plus de composés
efficaces dans I’activité antimitotique.

CONCLUSION

Les deux espéces A4. niger et A. nidulans
isolées sur les feuilles de Limoniastrum feei
représentent un bon réservoir de molécules
puissantes, ayant un pouvoir comparable a
celui de la colchicine sur la division cellulaire.
Ces mycoendophytes sont considérés comme
une source prometteuse de produits naturels a
effet thérapeutique. Il est souhaitable dans
I’avenir  d’identifier ces métabolites et
d’investir leur effet antimitotique sur les
cellules cancéreuses d’origine animale.
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