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Abstract

Medicinal plants are an inexhaustible source of bioactive molecules. They can be produced by
the various organs of the plant or by mutual endophytic fungi present within the latter. It is
with this in mind that we were interested in a spontaneous plant in the arid zones of Algeria
(Laghouat): Peganum harmala L. Our interest in this work focused on the demonstration of
the antimitotic and antiproliferative activities of the extracts. Cranial fungi of the genera
Cladosporium, Alternaria, Aspergillus and Penicillium: endophytic foliar fungi of Peganum
harmala L. and their different combinations. The extraction of crude fungal secondary
metabolites was carried out using ethyl acetate. The results confirm their action in inhibiting
mitosis, as well as the combinations of extracts made, thus producing chromosomal and
cellular abnormalities. Tests on Saccharomyces cerevisiae also indicate the presence of
antiproliferative activity of the various fungal extracts, thus reflecting a cytotoxic effect.
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1. INTRODUCTION

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de molécules bioactives. Ces
derniéres génerent des activités biologiques. Ces plantes sont colonisées par des
mycoendophytes, qui sont des champignons mutualistes vivant dans les tissus de la plante et
ne causant aucun symptéme de maladie apparente. Ils sont capables de fournir eux aussi des
métabolites secondaires, ayant des activités biologiques. Ces mycoendophytes qui résident
dans les tissus des plantes, sont des sources relativement peu étudiées et potentielles de
nouveaux produits naturels pour une exploitation en médecine, en agriculture et méme en
industrie. Les produits naturels des endophytes fongiques ont un large spectre d'activités
biologiques et peuvent étre regroupés en plusieurs catégories ; nous pouvons citer : les
alcaloides, les stéroides, les terpénoides, les flavonoides, les glycosides, les xanthones, les
isocoumarines, les quinones, les phénylpropanoides, les lignanes, les métabolites aliphatiques,
les lactones, etc... [1]. Les interactions métaboliques en continu entre le champignon et la
plante peuvent améliorer la synthése de métabolites secondaires avec de nouvelles propriétés
[2].

Les champignons endophytes sont un groupe peu étudié de microorganismes qui représentent
une source abondante de nouveaux composés bioactifs [3]. C’est dans cette optique que nous
nous sommes intéressés aux champignons endophytes des feuilles d’une plante spontanée de
la région des dayas (Laghouat, Algérie): Peganum harmala L. ou «Alharmel ». Elle est
abondante dans les zones subdésertiques d'Afrique du Nord, dans certaines régions d'Europe,
en Asie et dans le sud de la Russie [4]. Ses différentes parties sont utilisées en médecine
traditionnelle pour le traitement de diverses maladies humaines telles que le lumbago,
I'asthme, les coliques, la jaunisse et comme stimulant emmeénagogue [5]. Elle a également des
propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales, antidiabétiques, antitumorales,
antileishmania, insecticides et des activites cytotoxiques, ainsi que des effets
hépato-protecteurs [6]. Ces activités biologiques sont essentiellement dues a la présence d'une
guantité importante en alcaloides condensée principalement dans les graines [7]. Au cours des
dernieres décennies, plus d'attention a été donnée a ses activités anticancereuses [8, 9,10].
Dans la présente étude, nous nous intéressons a 1’évaluation de (i) 1’activité antimitotique,

mais aussi de (ii) 1’activité antiproliférative des extraits bruts des mycoendophytes de cette
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essence, appartenant aux genres Cladosporium, Alternaria, Aspergillus et Penicillium :
champignons endophytes les plus abondants au niveau des feuilles de Peganum harmala L. de

dayate Aiat (Laghouat, Algérie).

2. MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal

Les feuilles de dix sujets sains de Peganum harmala L. ont été récoltées au mois d’avril 2015
de maniere aléatoire. L’échantillonnage a été effectué¢ a dayate Aiat, région de Timzerth,
wilaya de Laghouat (Algérie) (Figure 1). Les échantillons ont été placés dans des enveloppes

et conservés au réfrigérateur jusqu’a leur utilisation au laboratoire.
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Fig.1. Situation géographique de la zone d’étude

Isolement et identification des champignons endophytes

Une stérilisation superficielle a été réalisée selon le protocole de Schulz et al. [11], afin
d’éliminer les organismes épiphytes qui demeurent au niveau du phylloplan. Pour cela, des
feuilles sont détachées et lavées a I’eau courante, afin d’éliminer les poussicres et les débris.
Chaque échantillon est traité avec de 1’éthanol 95% pendant 2 min, suivi d’un traitement a
I’eau javellisée pendant 3 min, puis un deuxiéme traitement a 1’éthanol 95% pendant 30 sec.
Entre ces trois traitements, nous procédons a un ringage a 1’eau distillée stérilisee. Cing
fragments de 5 a 7 mm de la méme feuille et quinze feuilles par sujet sont ensemencés sur
milieu PDA, additionné de chloramphenicol pour éviter la prolifération intempestive de

bactéries, suivi d’une incubation a I’obscurité et a température ambiante pendant une semaine.
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Aprés incubation, nous procédons a I’isolement et 1’identification morphologique
macroscopique et microscopique des genres fongiques, a savoir la morphologie des hyphes,
présence ou absence de septations, forme et regroupement des conidies et spores (solitaires,
chaine, bouquet...), ainsi que les caractéres morpho-culturaux sur PDA (contours, couleur,
relief, transparence, aspect de la surface et taille) [12, 13,14, 15].

Fermentation et extraction des métabolites secondaires fongiques bruts

Apres identification, les champignons endophytes concernés ultérieurement sont les plus
abondants. Ils ont été mis a croitre sur du PDA a température ambiante pendant sept jours,
deux a trois piéces (0.5 x 0.5 cm) de chaque champignon ont été inoculées dans des
erlenmeyers de 500 ml contenant 100 ml de PDB (potato dextrose broth), avec deux
répétitions [16]. Ils seront ensuite incubés a température ambiante pendant trois a quatre
semaines, avec une agitation périodique a 150 tours/minute pendant 1 a 2 heures. Par la sulite,
le contenu est filtré a travers une gaze stérile, afin de séparer le mycélium du bouillon de
culture [17,18]. Ce dernier est centrifugé a 5000 tours/min pendant 15 min, et le surnagent a
été récuperé [19].

L’extraction a ¢été faite par 1’acétate d’éthyle, meilleur solvant d’extraction des métabolites
secondaires fongiques selon Badji et al. ; Gogoi et al. et Qin et al. [20, 21, 22]. A chaque filtrat,
nous rajoutons un volume égal de solvant et nous le mettons sous agitation pendant 30 min a
40°C. La solution est ensuite mise au repos dans des ampoules & décanter pour separer les
deux phases. La phase organique a été récupérée pour étre concentré sous pression par
évaporation du solvant a 1’aide d’un évaporateur rotatif a 45°C [18, 23].

Activité antimitotique

La méthode adoptée par Shweta et al. [24] a été utilisée pour la détermination de I’activité
antimitotique, en utilisant les racines d’Allium cepa. Des bulbes d’Allium cepa ont été mis a
germer dans I’eau pendant 48 heures, a température ambiante. Les extrémités des racines
uniformes ont été sélectionnées pour notre étude. Ces dernieres ont été mises dans les extraits
fongiques bruts des mycoendophytes recensés, a savoir: Cladosporium, Alternaria,
Aspergillus et Penicillium pris seuls et les combinaisons des extraits d’Aspergillus et de
Penicillium, d’Alternaria et de Cladosporium, de Cladosporium et de Penicillium,

d’Alternaria et d’Aspergillus, de Cladosporium et d’Aspergillus et enfin d’Alternaria et de
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Penicillium pendant 48 heures. Quelques pointes de racines aussi ont été mises dans de la
colchicine utilisee comme standard. Aprés 48h, les pointes des racines ont éte fixées dans une
solution composée d’acide acétique et d'alcool (1:3). Les racines ainsi fixées sont colorées par
du carmin acétique. La morphologie des cellules a été observée au microscope (40X). Pour un
total de 400 cellules méristématiques d’Allium cepa, les cellules qui apparaissent dans
différentes étapes de la mitose, a savoir l'interphase et la prophase (P), la métaphase (M),
I'anaphase (A) et la télophase (T) ont été comptées. L'indice mitotique a été calculé selon la

formule suivante [24, 25] :

P+M+A+T

x100
Nombre total des cellules

Indice mitotique =

Activité antiproliférative

L’évaluation de l'activité antiproliférative de 1’extrait fongique a été effectuée suivant le
protocole de Shweta et al. [24], utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae comme modeéle
de cellule eucaryote. La préparation de I’inoculum de levure a été réalisée dans du PDB,
incubé a 37°C pendant 24 heures.

Pour la détermination de la viabilité cellulaire, nous avons préparé 13 tubes contenant chacun
d’eux 2,5 ml de PDB et 0,5 ml d'inoculum de levure. Dans le premier tube, nous avons rajouté
de l'eau distillée, dans le deuxiéme la quercétine en tant que standard (1 mg/ml), dans le
troisiéme la colchicine comme second standard. Dans les 10 tubes, nous avons rajouté les
extraits fongiques bruts seuls et les différentes combinaisons données plus haut. Tous les tubes
ont été incubés a 37°C pendant 24 heures. Aprés incubation, nous avons rajouté dans tous les
tubes du bleu de méthylene (0.1%). Le nombre des cellules ainsi que leur couleur sont
observés sous microscope optique. Les cellules ovales transparentes sont des cellules vivantes,
par contre celles colorées en bleu sont des cellules mortes. Leur comptage est effectué dans 16
chambres de hémocytometre et le nombre moyen de cellules a été calculé. Le pourcentage de

la viabilité cellulaire a été calculé en utilisant la formule [26] :

o Nombre de cellules mortes
% cytotoxicité = . x100
Nombre de cellules mortes + nombre de cellules vivantes

Analyse Statistique

Les indices mitotiques et les pourcentages de cytotoxicité ont été calculés. Des analyses de
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variance (ANOVA) ont été réalisées, afin de mettre en évidence ’existence de différences
significatives entre les extraits et les standards utilisés. Un test complémentaire de
comparaisons multiples des moyennes a été fait pour classer les différents extraits fongiques

testés en groupes homogeénes.

3. RESULTATS

Les champignons endophytes au niveau des feuilles de Peganum harmala L. de dayate  Aiat
(Laghouat, Algérie) ont été isolés et identifiés. La détermination des genres fongiques s’est

basée sur les caractéristiques morphologiques macroscopiques et microscopiques. Les genres

Cladosporium, Alternaria, Aspergillus et Penicillium sont les plus abondants (Figure 2).
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Fig.2. Genres de champignons endophytes les plus abondants au niveau des feuilles de
Peganum harmala L., observations sous microscope optique (X2000) et boites de Pétri a I’ceil

nu. A : Cladosporium, B : Alternaria, C : Aspergillus et D : Penicillium
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Les essais antimitotiques ont révélé que les extraits fongiques bruts des différents genres,
ainsi que les différentes combinaisons d’extraits présentent une inhibition de la division des
cellules méristématiques, a différents stades du cycle cellulaire. Comparativement aux phases
mitotiques normales (Figure 3), nous avons constaté un rétrécissement des cellules, une
distribution chromosomique anormale & la métaphase, des agglutinations chromosomiques a

I’anaphase, une dégénérescence chromosomique, ainsi que des cellules gigantesques (Figures

Fig.3. Phases mitotiques normales : A) Prophase, B) Métaphase, C) Anaphase, D) Télophase
(X720)

Fig.4. Anomalies chromosomiques, nucléaires et cellulaires, A) Distribution anormale
des chromosomes apres métaphase, B) Dégenérescence et agglutination chromosomique, C)

Allongement des cellules et rétrécissement du noyau (X540)
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Fig.5. Anomalies chromosomiques, nucléaires et cellulaires, D) Cellule gigantesque
avec large noyau, E) Agglutinations chromosomiques, F) Ponts et agglutinations
chromosomiques (X540)
Les indices mitotiques retrouvés sont reportés dans le Tableau I.

Tableau I : Indices mitotiques des différents extraits testés.

Extraits testés IM (%) £ ES
Témoin (-) 79.95 + 2.64
Aspergillus 43.80+1.76 C
Penicillium 4250+1.04C
Cladosporium+Aspergillus | 37.15+ 1.74 BC
Colchicine 34.00 £1.07 AB
Alternaria+Penicillium 33.45+1.03AB
Cladosporium 32.30+1.76 AB
Alternaria 32.15+£0.98 AB
Aspergillus+Penicillium 32.05+0.80 AB
Alternaria+Cladosporium 30.85+1.15AB
Alternaria+Aspergillus 28.60 + 1.09 A
Cladosporium+Penicillium | 27.95+0.86 A

IM : Indices mitotiques ; ES : Erreur Standard.
Des ANOVA réalisées entre le témoin non traité, la colchicine prise comme standard et les
différents extraits fongiques montrent une différence hautement significative entre ces
mesures (p=0.00). Ce qui confirme leur action dans I’inhibition de la mitose, produisant ainsi
des anomalies chromosomiques et cellulaires. Les comparaisons multiples des moyennes ont
révélé la formation de plusieurs groupes. Le groupe A est représenté par deux extraits
fongiques dont I’effet antimitotique est le plus élevé, a savoir I’extrait de

Cladosporium+Penicillium et Alternaria+Aspergillus. Par ailleurs, le groupe AB est
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représenté par le standard : la colchicine, ainsi que les extraits fongiques suivants : Alternaria,
Cladosporium, Alternaria+Cladosporium, Aspergillus+Penicillium, Alternaria+Penicillium.
Ceci confirme leur action dans I’inhibition de la mitose au méme titre que la colchicine. Pour
ce qui est de I’extrait combiné Cladosporium+Aspergillus, il appartient au groupe BC. Le
groupe C englobe les extraits possédant I’effet antimitotique le plus faible, il est représenté
par les extraits fongiques de Penicillium et d’Aspergillus (Tableau I). Ces résultats indiquent
que les extraits combinés Cladosporium+Penicillium et Alternaria+Aspergillus possédent un
effet antimitotigue meilleur que celui de la colchicine utilise comme standard,
comparativement aux extraits fongiques de Penicillium et d’Aspergillus utilisés seuls, avec un
effet antimitotique plus faible. Les extraits fongiques d’Alternaria et de Cladosporium avaient
quant a eux un effet antimitotique similaire au standard sur les cellules méristématiques
d’Allium cepa. Ce qui exprime les synergies entre ces champignons endophytes dans
I’inhibition de la mitose.

Les essais antiprolifératifs sur Saccharomyces cerivisiae révélent une inhibition de la
croissance cellulaire pour les échantillons traités avec les extraits fongiques, ainsi que pour les
échantillons traités avec les deux standards (colchicine et quercétine). Le phénomene de
nécrose cellulaire a été observé au niveau des levures traitées par I’extrait d’Alternaria et

I’extrait combiné Alternaria+Penicillium (Figure 6).

QAR g
2 O @

Fig.6. Action des extraits fongiques bruts de mycoendophytes foliaires de Peganum harmala
sur Saccharomyces cerivisiae sous microscope optique (X3600).
A : contr6le (sans aucun extrait fongique). B : levure traitée avec I’extrait fongique (les
cellules colorées sont des cellules mortes avec des débris cellulaires). C : début de nécrose

cellulaire chez la levure traitée par 1’extrait d’Alternaria et d’Alternaria+Penicillium.
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Les pourcentages de cytotoxicité des extraits fongiques bruts testés sont donnés dans le
Tableau I1. Des ANOVA réalisées entre le témoin non traité, la colchicine et la quercétine
prises comme standards, ainsi que les différents extraits fongiques testés montrent une
différence hautement significative entre ces mesures (p=0.00). Ceci confirme leur action
cytotoxique différente sur la prolifération cellulaire. Les comparaisons multiples des
moyennes ont révélé la formation de différents groupes. L’extrait d’Aspergillus appartient au
groupe A et I’extrait de Cladosporium au groupe AB. Le groupe BC regroupe respectivement
les extraits combinés Cladosporium+Penicillium et Aspergillus+Penicllium. Le groupe BCD
est représenté par la quercétine, qui est un flavonoide a effet antiprolifératif. Quant au groupe
BCDE, il est représent¢é par I’extrait fongique de Penicillium. L’extrait combiné
Alternaria+Aspergillus appartient au groupe BCDEF. Le groupe CDEF est constitué de
I’extrait fongique combiné Aspergillus+Cladosporium. Pour [’extrait d’Alternaria, il
appartient au groupe DEF. Pour I’extrait combiné Alternaria+Cladosporium, il appartient
quant a lui au groupe EF. Enfin, le groupe F est représenté par la colchicine et 1’extrait
fongique combiné Alternaria+Penicillium. Ces derniers représentent les indices les plus
élevés, ce qui confirme leur cytotoxicité sur les cellules de levure, empéchant ainsi leur

prolifération (Tableau II).

Tableau 11 : Pourcentages de cytotoxicité des extraits testés.

Extraits testés

PC(%) + ES

Alternaria+Penicillium
Colchicine
Alternaria+Cladosporium
Alternaria
Aspergillus+Cladosporium
Alternaria+Aspergillus
Penicillium

Quercétine
Aspergillus+Penicillium
Cladosporium+Penicillium
Cladosporium

Aspergillus

57.33+0.77F
57.21+125F
57.01+1.17 EF
54.08 + 0.90 DEF
51.63 + 1.43 CDEF
51.19 + 1.09 BCDEF
49.64 + 1.00 BCDE
48.16 £ 1.80 BCD
46.44 +2.71 BC
4487 +£1.59 BC
4375+ 1.34 AB
36.24 +£0.92 A

PC : Pourcentages de cytotoxicité ; ES : Erreur standard.
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Certains extraits fongiques des feuilles de Peganum harmala L. contiennent des composés a
activité antiproliférative au méme titre que la colchicine, qui est un alcaloide. C’est le cas de
I’extrait fongique combiné Alternaria+Penicillium. Ceci est dii a I’association synergique
entre Alternaria et Penicillium : mycoendophytes de cette essence. Par ailleurs, les extraits
fongiques de Penicillium, Alternaria+Aspergillus, Aspergillus+Cladosporium, Alternaria et
Alternaria+Cladosporium montrent un effet antiprolifératif meilleur, comparé a la quercétine
utilisé comme standard. Les extraits fongiques d’Aspergillus et de Cladosporium quant a eux,
possédent un effet cytotoxique moindre par rapport a ce flavonoide qu’est la quercétine. En
outre, ces derniers utilisés seuls avaient un effet cytotoxique moins important que la
quercétine, mais une fois associé, I’extrait issu de la combinaison donne un effet cytotoxique

meilleur par rapport au standard précédemment cité.

4. DISCUSSION

Les métabolites secondaires fongiques bruts des champignons endophytes de Tabebuia
argentea : Alternaria, Aspergillus et Penicillium ont un effet antimitotique et cytotoxique [27].
Il en est de méme pour les extraits fongiques bruts des mycoendophytes foliaires de Peganum
harmala L. En effet, les souches d’Alternaria sont connues par leurs métabolites qui
présentent une variété d'activités biologiques cytotoxiques et antimitotiques, qui ont attiré
I'attention de nombreux chimistes, pharmacologues et phytopathologistes dans les
programmes de recherche, ainsi que dans les études d'application [28, 29]. Par ailleurs, les
combinaisons de nos extraits d’Alternaria+Cladosporium, d’Aspergillus+Penicillium et
d’Alternaria+Penicillium avaient le méme effet antimitotique que celui de la colchicine. Pour
les extraits fongiques de Cladosporium+Penicillium et d’Alternaria+Aspergillus, ils
présentent un effet antimitotique plus important. Ce qui signifie que ces mycoendophytes en
association produisent des métabolites secondaires a activité antimitotique meilleure que celle
de la colchicine. Les métabolites secondaires d’Alternaria, de Cladosporium et d’Aspergillus
possédent une activité similaire a celle d’un alcaloide tel que la colchicine dans 1’inhibition de
la mitose. Un grand nombre d’agents anticancéreux naturels sont issus de champignons
endophytes. Le taxol est un diterpénoide qui agit contre les cellules tumorales, en améliorant

I'assemblage des microtubules et en inhibant leur dépolymerisation. 1l a été extrait a partir de
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mycoendophytes de plantes : Taxomyces andreanae [30], Pestalotiopsis microspora [31],
Alternaria alternata, Periconia sp., Pithomyces sp., Chaetomella raphigera, Monochaetia
sp. et Seimatoantlerium nepalense [32].

Les genres de champignons endophytes : Alternaria, Aspergillus et Cladosporium, ont la
capacité de produire du paclitaxel et ses analogues, tels que la baccatine Il ou la
10-déacétylbaccatine 111 [33]. Le mode d'action du paclitaxel se liant a la tubuline-
specifiquement, et empéche leur dépolymérisation au cours des processus de division
cellulaire, ce qui fait de lui un agent efficace contre les cancers de la prostate, des ovaires, des
seins et des poumons [34, 35].

L’extrait fongique d’Aspergillus niger : endophyte de Tabebuia argentea, contient du lapachol
et a la méme activité antimitotique que le taxol qui est un agent anticancer [27]. Sadananda et
al. et Channabasava et Govindappa [36, 27] ont principalement rapporté que le lapachol
est produit par des champignons endophytes, tels Aspergillus niger, Penicillium sp. et
Alternaria alternata. Ils générent ainsi des modifications a différents niveaux du cycle
cellulaire : cellules interphasiques rétrécies, distribution chromosomique anormale apres
métaphase, ponts chromosomiques modifiés a I'anaphase, adhérence chromosomique,
agglutination en télophase, dégénérescence chromosomique, gros nucléole et des cellules
gigantesques ont été observés. Ceci est en accord avec les résultats obtenus avec les extraits
de Cladosporium, d’Alternaria, d’Aspergillus et Penicillium : mycoendophytes foliaires de
Peganum harmala L.

Pour les essais antiprolifératifs, nos résultats indiquent une action cytotoxique sur
Saccharomyces ceriviseae. Cette levure est 1’organisme modele pour mettre en lumiere la
mort cellulaire des cellules eucaryotes, identifier les altérations du cycle cellulaire en cours.
Ceci est observé pour le lapachol isolé d’Aspergillus niger : endophyte isolé de Tabebuia
argentea [27].

Dans notre étude, la plupart des cellules sont mortes et les débris cellulaires ont été observeés
en raison de la toxicité de 1’extrait fongique d’Alternaria, ainsi que 1’association de 1’extrait
d’Alternaria et de celui de Penicillium, similaire & la cytotoxicité de la colchicine confirmant
ainsi D’effet toxique des extraits bruts de mycoendophytes foliaires de Peganum harmala L.

Nous avons observé ainsi le phénoméne de nécrose suite a cette toxicité. Des résultats
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similaires ont été rapportés en utilisant des lignées de cellules cancéreuses a l'aide d'extraits de
plantes [37, 38]. Le genre Alternaria est capable de produire le taxol & partir des taxanes, tel
que rapporté par Caruso et al. [39]. Ces souches endophytiques sont productrices aussi
d’alcaloides type vinblastine [40]. Récemment, les endophytes ont été reconnus comme
sources importantes d'une variété de métabolites secondaires structurellement nouveaux et
biologiquement actifs, y compris les terpénes, les stéroides, les alcaloides, et les dérivés des
isocoumarines [41]. Les enzymes et les médicaments dérivés d’endophytes ont montré des
applications dans la medecine, l'agriculture et l'industrie [42]. Un champignon endophyte
Alternaria sp. isolé de Sinopodophyllum hexandrum est capable de produire la
podophyllotoxine, qui a été utilisé comme un précurseur pour la synthése chimique des

médicaments anticancéreux qui agissent comme inhibiteurs de la topoisomérase [43, 44, 45].

5. CONCLUSION

En fonction des résultats ci-dessus, 1’extrait du champignon endophyte s’est avéré contenir
des composés biologiqguement importants. En combinaison, ces composeés bioactifs ont
montré une activité antimitotique sur les cellules méristématiques des racines d’oignon et une
activité antiproliférative pour les cellules de levure. D'autres études sont nécessaires pour
identifier les composés de 1’extrait fongique qui provoque une cytotoxicité qui peut étre utilisé
pour le traitement d'un cancer. Ce qui nous incite a exploiter cette voie, afin de trouver des
molécules bioactives qui peuvent inhiber la prolifération des cellules tumorales. La
caractérisation chimique est nécessaire pour identifier ces composés et leur mécanisme
d'action. Si une source microbienne d’un médicament était disponible, il pourrait éliminer le
besoin de récolter des plantes. Le prix du médicament devrait également étre réduit, étant
donné que ces molécules peuvent étre produites par fermentation de la méme maniere que la
pénicilline. Ainsi, la production de métabolites naturels par les mycoendophytes peut aider a

protéger les ressources naturelles et a satisfaire les besoins en produits pharmaceutiques.
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