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Introduction

La distribution des métaux lourds et des métalloides dans la biosphére est gouvernée par
de nombreux phénoménes naturels, ainsi que des activités anthropiques. A la différence de
plusieurs autres polluants, les métaux ne sont pas biodégradables et de ce fait, ils persistent
dans I’environnement et peuvent s’accumuler dans la chaine trophique ; ce qui constitue une

menace a long terme pour I'homme, la faune et la flore (Das et al., 2014).

La toxicité potentielle des teneurs excessives en métaux lourds et métalloides, présents
dans les déblais miniers, provoque des perturbations dans les €cosystemes naturels et réduit la
diversit¢ végétale. En revanche, certaines espeéces végétales, selon les caractéristiques
physicochimiques des sols, la nature des métaux, leur concentration et leur spéciation, ont
développé des mécanismes particuliers pour s’adapter a la présence de ces contaminants.
Certaines plantes, dites excluantes, arrivent a éviter I'absorption des métaux présents dans le
sol et empéchent leur translocation vers les parties aériennes (Rascio et Navari-Izzo, 2011).
D’autres plantes sont appelées accumulatrices, car elles sont capables d’absorber et
d’accumuler des quantités excessives en métaux dans leurs tissus sans présenter de

symptomes de phytotoxicité (Ross et Kaye, 1994).

En réponse au probléme de la contamination de I’environnement par les métaux lourds,
des méthodes physiques et chimiques ont été mises au point pour la détoxification des sites
pollués. Néanmoins, I’application de ces méthodes est onéreuse, inefficace et laisse en général
les sols stériles. La phytoremédiation est une alternative a ces approches, elle utilise des
plantes pour la détoxification des sols métalliferes. Bien que peu colteuse, la
phytoremédiation peut prendre une longue durée pour la décontamination des sols (Xiao et
al., 2010). C'est pourquoi, le recours a la bioremédiation serait la solution. C’est une
alternative de restauration écologique la plus rentable et durable. Elle consiste a 1’utilisation a
la fois les plantes et la microflore, rhizosphérique et/ou endophytique, tolérante aux métaux

(Igiriet al., 2018).

Les endophytes bactériens sont des microorganismes ubiquitaires qui colonisent les
tissus internes d’une plante sans lui causer de dommage apparent et symptomatique. Ils vivent
en association a bénéfices réciproques, dont I’apport de nutriments a la plante, I’échange de
quelques substances et la protection physique des microorganismes définissent la symbiose

¢tablie entre ’endophyte et son hote (Zhao et al., 2016 ; Qin et al., 2017).
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Au cours des derni¢res années, les bactéries endophytes isolées des plantes adaptées aux
sites miniers ont attiré 'attention pour une éventuelle utilisation pour la bioremédiation, car
elles possedent des potentialités trés importantes de résistance aux métaux lourds. En outre,
ces microorganismes peuvent utiliser certains métaux lourds pour assurer leurs besoins
énergétiques et leur croissance ; ce qui diminue leur concentration dans le sol et confére a la
plante, par la suite, une meilleure adaptation au stress métallique (Ahmad et a/., 2018 ; Tiwari
et Lata, 2018). Par conséquent, les endophytes bactériens peuvent atténuer la toxicité¢ des
métaux lourds et aider les plantes a les accumuler sans augmenter la phytotoxicité, ce qui

améliore la bioremédiation.

L’exposition des bactéries a des concentrations élevées en métaux lourds ou métalloides
a pour conséquence une surproduction d’espéces réactives oxygénées (ERO). Cela induit la
production d’enzymes antioxydantes telles que la catalase (CAT), la peroxydase (POD),
I’ascorbate peroxydase (APX) et la superoxyde dismutase (SOD) ainsi que des composés non
enzymatiques tels que la proline, qui permettent une adaptation des bactéries aux stress
métallique (Sanaa et al., 2013). La mesure de ces antioxydants permet de mettre en évidence
le degré d’adaptation des bactéries aux métaux lourds ou métalloides et donc leur possible
utilisation dans la bioremédiation des sols contaminés. Il est également rapporté que
I’adaptation de ces bactéries aux teneurs excessives en métaux lourds se serait traduite par
I’expression d’un ou de plusieurs geénes plasmidiques ou chromosomiques (Mukherjee et al.,

2018 ; Uhrynowski et al., 2019).

Une étude antérieure a mis en évidence des niveaux tres €¢levés en antimoine dans les
sols qui entourent les déblais d’une ancienne mine du Nord-est algérien, ce qui a entrainé des
modifications de la végétation spontanée et la survie de certaines plantes résistantes (Rached-
Mosbah et Gardou, 1988). C’est le cas d’Hedysarum pallidum Desf., une Fabaceae qui
concentre jusqu'a 182 mg/kg d’antimoine (Sb) dans ses parties racinaires, et de Lygeum
spartum L., une Poaceae qui préleve une quantit¢ d’arsenic (As) dépassant 611 mg/kg
(Benhamdi et al., 2014). Selon les derniers auteurs, I’adaptation de ces plantes a des
concentrations ¢élevées en Sb et As s’est traduite par I’activation des enzymes antioxydantes

telles que la GST, la CAT, la SOD, ’APX et la POD.

De tels résultats nous ont amené a explorer la flore bactérienne endophytique racinaire
d’H. pallidum Desf. et de L. spartum L., avec deux objectifs. Le premier pour étudier la

biodiversité de cette microflore endogene et la sélection des bactéries endophytes tolérantes a
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de fortes teneurs en antimoine et en arsenic et le deuxiéme pour étudier leurs
mécanismes : biochimique, physiologique et moléculaire de résistance vis-a-vis du stress

induit par les métalloides. Pour cela, ce travail a été réalisé comme suit :

- la constitution d’une collection de bactéries endophytes isolées a partir des racines
d’H. pallidum et de L. spartum,

- T’identification de ces bactéries en se basant sur les caractéres phénotypiques,

- la mise en évidence d’une ou des bactéries endophytes les plus tolérantes a
I’antimoine et a I’arsenic par la détermination de leurs concentrations minimales
inhibitrices (CMIs), puis leur caractérisation moléculaire via 1’analyse du geéne
d’ARNr 168,

- I’étude de I'impact des métalloides sur la production d’espéces réactives oxygeénées,
telles que H»O», la peroxydation lipidique par la détermination de la teneur en
MDA, le mécanisme antioxydant par la mesure des teneurs intracellulaire de la
proline et les activités de la CAT, de la POD, de I’APX et de la SOD,

- I’étude de la multirésistance des bactéries sélectionnées vis-a-vis d’une gamme de
métaux lourds et d’antibiotiques,

- I’étude physiologique et moléculaire des mécanismes de résistance en réponse a la

présence d’antimoine et d’arsenic dans le milieu de culture.

La thése est structurée en trois chapitres. Le premier synthétise les données
bibliographiques sur les métaux lourds, les endophytes bactériens, la résistance des bactéries
aux métaux lourds, le stress oxydatif et sa relation avec les métaux lourds. Le deuxiéme est
consacré a la présentation du site d’étude, des caractéristiques du matériel biologique utilisé
ainsi que la description des méthodes suivies. Le troisieme présente les résultats et discussion.

Le travail se termine par une conclusion générale et des perspectives.






Synthéese bibliographique

1 Meétaux lourds

1.1

Définition

La définition des métaux lourds varie d’un auteur a un autre. Dans la plupart des cas, ce

terme est utilisé pour recouvrir des éléments ayant des propriétés métalliques (malléabilité,

dureté, conductivité de chaleur et d’¢lectricité, densité, stabilité des cations, spécificité¢ de

ligand...) et un numéro atomique supérieur a 20 (Raskin et al., 1994).

D’un point de vue physique, les métaux lourds regroupent les éléments métalliques

naturels, métaux ou métalloides, caractérisés par une masse volumique supérieure a Sg/cm® et

ayant un numéro atomique élevé, en général supérieur a celui du Sodium (Na) (Z=11).

(Adriano, 2001 ; Miquel, 2001).

D’un point de vue chimique, les métaux lourds peuvent former des cations de charge

variable grace a leur caractere électropositif qui leur confeére la faculté de perdre facilement un

ou plusieurs électrons ; il en résulte I’existence de plusieurs degrés d’oxydation (Benedetto,

1997).

D’un point de vue biologique, et en fonction de leurs effets physiologiques et toxiques,

on distingue deux types de métaux :

Les métaux essentiels ou oligo-¢éléments : ils sont indispensables pour de nombreux
processus physiologiques, biochimiques et métaboliques. Ils servent comme
cofacteurs enzymatiques, micronutriments, régulateurs de la pression osmotique et
stabilisateurs des molécules (Shahid et al., 2015 ; Fashola et al., 2016). Ils sont
présents dans la cellule a 1’état de trace. Cependant, ils peuvent s’avérer toxiques
lorsque leur concentration dépasse un certain seuil (Ayangbenro et Babalola, 2017).
On cite comme exemple : le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le cobalt (Co), le fer (Fe), le
manganese (Mn), le nickel (Ni), le chrome (Cr), le vanadium (V), le molybdéne (Mo),
le sélénium (Se).....

Les métaux toxiques : ils ont un caractére polluant avec des effets toxiques pour les
organismes vivants, méme a faible concentration, comme le mercure (Hg), le plomb
(Pb), le cadmium (Cd), I’arsenic (As) et I’antimoine (Sb) (Igiri et al., 2018 ; Tiwari et
Lata, 2018).
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Selon 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), on désigne sous le nom de métaux
lourds, l'ensemble des éléments présentant un caractére toxique pour la santé humaine et
l'environnement (Verginie, 2001). Une telle classification est d’ailleurs souvent discutée, car
certains métaux toxiques ne sont pas particulierement lourds, c’est le cas du zinc ; tandis que
d’autres ne sont pas des métaux comme 1’arsenic par exemple. Pour ces raisons, la plupart des
scientifiques préferent la dénomination "Eléments en Traces Métalliques" (ETMs). Cette
appellation est communément utilisée pour désigner les éléments métalliques présents en tres
faibles concentrations (traces) dans ’environnement. A I'état naturel, les ETMs sont des
micropolluants capables d’entrainer des nuisances. Leur toxicité se développe par

bioaccumulation le long de la chaine alimentaire (Miquel, 2001).
1.2 Contamination des sols par les métaux lourds

Les polluants présents dans ’environnement peuvent résulter de processus naturels ou

de différentes activités anthropogenes (Figure 1).

Apports atmosphériques

Pratiques agricoles l l 1 - Activité miniére et

- engrais / métallurgique
- pesticides - Activités industrielles

- amendements organiques et urbaines

SOL = Systéme
accumulateur

STOCK INITIAL = fond
géochimique
| L
L] L3
L] L]
ROCHES MERES

Figure 1 : Origine des métaux lourds dans le sol (Robert et Juste, 1999).

1.2.1 Origine naturelle

Les métaux sont naturellement présents dans la crotte terrestre. Ils sont, généralement,
présents a de faibles teneurs dans les sols, les sédiments, les eaux de surface et les organismes
vivants pour constituer le fond pédogéochimique (Ayangbenro et Babalola, 2017). Ce dernier
est défini comme la teneur naturelle en éléments traces dans un sol en absence de tout

processus d’apport ou d’exportation vers ou hors d’un site considéré (Callender, 2003).
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1.2.2 Origine anthropique

Les différentes activités humaines sont responsables de I’augmentation des flux de

métaux vers le sol, provoquant plusieurs types de pollutions (Tableau 1).

Tableau 1: Sources industrielles et agricoles des métaux présents dans l'environnement (Biney et al.,
1994).

Utilisations Métaux

Batteries et autres appareils

: % Cd. Hg, Pb, Zn, Mn. Ni,
électriques =

Ti, Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Sn, Cr, Al, As, Cu,

Pigments et peintures Fe

Alliagesiet soudures Cd. As. Pb. Zn. Mn. Sn. Ni. Cu

Biocides (pesticides. herbicides,

As, Hg, Pb. Cu, Sn, Zn. Mn
conservateurs) =

Agents de catalyse Ni. Hg, Pb. Cu, Sn

Verre As, Sn, Mn

e Cd. Hg. Pb. Al. As. Cr. Cu. Mn. Ni. Zn

Matieres plastiques

Cd. Pb
Produits dentaires et COSlllequlleS Sn. Hg
Textiles Cr, Fe, Al
Raffineries

Ni, V, Pb, Fe, Mn, Zn

Cearbinants Ni. Hg. Cu. Fe. Mn. Pb, Cd

» Certaines pratiques agricoles sont a 1’origine d’une haute concentration en métaux lourds
dans le sol. Les engrais, les insecticides, les fongicides, les boues résiduaires urbaines ou
de composts destinés a améliorer les propriétés physicochimiques du sol sont souvent
riches en métaux lourds (Robert et Juste, 1999 ; Alloway, 1995).

» La pollution atmosphérique résulte des activités industrielles et urbaines telles que
l'industrie extractive et métallurgique, les pratiques lies a l'incinération, I’utilisation des
énergies fossiles, I’essence au plomb, etc. Les métaux lourds issus de ce type de pollution
se dispersent dans les hautes couches de l'atmosphére et retombent ailleurs, aprés un
transport sur de trés longues distances (Alloway, 1995).

» La pollution mini¢re semble la principale source de métaux lourds dans 1’environnement.
Les déchets miniers, les fonderies métallurgiques et les terrils industriels provoquent une
pollution liée principalement au zinc, au plomb et au cadmium (Leblanc et al., 2000 ;

Adler et al., 2007).
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1.3

Toxicité des métaux lourds

La toxicité des ions métalliques lourds dépend de leur nature, de la spéciation, de la

dose et de la durée de leur exposition (Babich et Stotzky, 1980). Ces ions sont capables

d’établir des complexes stables avec les macromolécules cellulaires, ce qui peut altérer ces

structures (Baath, 1992). La toxicité des métaux reléve de divers mécanismes :

1.4

»  Altération des membranes cellulaires en modifiant leur perméabilité et en entrainant
souvent un efflux d’ions et une dépolarisation de la membrane plasmique (Rodriguez et
al., 2006).

» Inhibition des activités enzymatiques par fixation des cations métalliques sur les
acides aminés du site actif, comme la cystéine, le glutamate ou I’aspartate. Un exces
d'ions métalliques peut aussi entrer en compétition avec un autre ion nécessaire a
l'activité d'une enzyme et localisé dans son site actif (As, Sb, Se, W, F). Certains ions
ont une structure proche du phosphate ou de I'ADP / ATP et ils peuvent inhiber les
ATPases, c'est le cas du vanadate (Nies, 1999) ou des ions d’autres métaux comme : Al,
Be, Sc, Y, Zr (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

» Fixation des cations métalliques sur les groupements phosphates des acides
nucléiques, peut empécher la transcription ou la traduction des génes (Hengstler et al.,
2003). Les ions métalliques peuvent ¢galement perturber le fonctionnement de protéines
impliquées dans le métabolisme de 1I’ADN. Par exemple, les ions Co?* ou Cd** peuvent
se substituer aux ions Zn*" notamment présents dans certaines enzymes de réparation de
I’ADN ou certains facteurs de transcription (Koedrith et Seo, 2011).

» Génération de stress oxydatif par formation de radicaux libres tels que le peroxyde
d’hydrogene (H202), I’ion Superoxyde (0:*) et le radical hydroxyle (OH®) qui peuvent
endommager 1'ADN, les protéines ou encore les acides gras insaturés de la membrane
cellulaire, ce qui conduit a une perturbation du fonctionnement cellulaire (Monchy,

2007 ; Appenroth, 2010).
Biodisponibilité des métaux lourds dans le sol

Les ions métalliques du sol peuvent exister sous forme d’ions libres ou liés a des

particules de sol (Figure 2). Cependant, les risques ne résultent pas seulement de

concentrations totales dans les sols pollués, mais principalement de la fraction libre, c'est-a-

dire biodisponible (Adriano, 2001).
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(a) Statut du métal
<« Meétal total

Meétal dans
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€——IONS LIBRES—) ¢————— Métal insoluble ——————p

Y
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(b) Mobilité du métal

- i Meétal
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culture

Meéral disponible Meéral non disponible

Figure 2 : Biodisponibilité¢ des ETMs dans le sol ( Huynh, 2009).

La biodisponibilité des métaux dans les sols est régie par plusieurs facteurs, abiotiques

et biotiques, du sol (Qu et al., 2017) (Figure 3).
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- Sels organiques

Figure 3 : Schéma illustrant la mobilité des métaux lourds. La taille des fléches reflete leur
mobilité (Juste, 1995).

1.4.1 Facteurs abiotiques

1.4.1.1 pH

Le pH est un facteur capital pour la solubilité et la spéciation du métal et donc de sa
toxicité dans le sol. Un pH acide entraine la désorption des cations, I’adsorption des anions et
donc la mise en solution des sels métalliques (Igiri et a/., 2018). Car aux concentrations
¢levées en ions hydrogene, la surface de I'adsorbant est chargée positivement, réduisant ainsi
l'attraction entre l'adsorbant et les cations métalliques. Par conséquent, les métaux lourds
deviennent plus biodisponibles, ce qui augmente leur toxicité pour les microorganismes et les
plantes (Ayangbenro et Babalola, 2017). Naturellement, I’acidification du sol est due a la
respiration végétale et microbienne, et l'oxydation des sulfures, ce qui peut influencer la

disponibilité des métaux (Giller et al., 1998).
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1.4.1.2 Potentiel d’oxydo-réduction (Eh)

Le potentiel d’oxydo-réduction (Eh) est une mesure de la disponibilité en électrons
dans un milieu. Des valeurs d’Eh positives indiquent un environnement oxydant, et des
valeurs d’Eh négatives indiquent un environnement réducteur. Le potentiel redox dépend des
conditions d’oxydo-réduction du sol, notamment le pH, ce qui peut influencer la mobilité

d’un élément en modifiant 1’équilibre dissolution/précipitation par :

- Changement du degré d’oxydation de I’¢lément,
- changement du degré d’oxydation des ligands fixant le métal,
- formation ou dissolution de phases porteuses de I’¢lément (ex : hydroxyde) (Alloway,

1995 ; Blanchard, 2000)

La biodisponibilité des métaux est directement influencée par le potentiel redox du
milieu. Ainsi, une baisse du potentiel redox se traduit généralement par la dissolution des
(hydro) oxydes et entraine une augmentation de la concentration des métaux liés, ce qui

diminue la mobilité des éléments métalliques (Sposito, 1984).

Par ailleurs, le degré d’oxydation des ¢éléments se complexant avec le métal modifie
indirectement la solubilité des métaux lourds. Par exemple, en conditions réductrices, les
sulfates sont réduits en sulfure et pi¢gent les ¢léments métalliques chalcophiles tels que Fe,
Zn, Pb et Cd (Chaignon, 2001 et Deneux-Mustin et a/., 2003). Dans ces mémes conditions, la
dissolution des oxy-hydroxydes est favorisée, provoquant de mani¢re opposée la

solubilisation des métaux associés (Chaignon, 2001).

1.4.1.3 Teneur en argile et capacité d’échanges cationiques (CEC)

Les argiles sont caractérisées par une surface chargée négativement. Cette
¢lectronégativité les rend capables d’établir des liaisons électrostatiques avec toute entité
chargée positivement, notamment les cations métalliques. Ces liaisons sont réversibles et les
cations fixés sont échangeables ; ils peuvent étre remplacés par d’autres cations présents dans

le sol (Eslinger et Peaver, 1988).

La capacité d’échange cationique (CEC) mesure la capacité d’une argile a échanger des
cations. Celle-ci est une caractéristique importante de chaque argile, car elle conditionne

grandement la biodisponibilit¢ d’un métal dans le sol (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).
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1.4.1.4 Température

La température du sol dépend en premier lieu du climat, mais elle est également lice a
l'activité biologique du sol. Elle a un impact direct sur la mobilité des éléments métalliques,
en déplacant 1’équilibre dissolution/précipitation, et un impact indirect en modifiant la teneur
en eau du sol, le pH (la solubilisation de CO; et des carbonates solides) ou le potentiel redox

(Eh) (la solubilité de I’O,) (Bandowe et al., 2014).

1.4.1.5 Matiére organique (MO)

La matiére organique désigne différents types de composés carbonés et azotés. Elle est
principalement issue de I’activité biologique de la biomasse en activité (microflore du sol,
faune épilithique, animaux fouisseurs et rhizosphére des végétaux supérieurs) et de son
produit de décomposition (débris de végétaux et d’animaux a divers stades de décomposition
d’humus), mais peut également avoir une origine anthropique : composts, boues, pesticides,

hydrocarbures.

La fraction vivante du sol influence la biodisponibilit¢ des métaux, car cette fraction
participe largement aux modifications du pH et au potentiel d’oxydo-réduction par ses
activités métaboliques (Olaniran et al., 2013). Les produits finaux de la décomposition
biologique des organismes morts (les substances humiques, les acides organiques, les acides
aminés, les protéines, les peptides, les lipides ou encore les cires) peuvent altérer les
parametres physicochimiques du sol, ce qui modifie la mobilit¢ des éléments métalliques
(Kabata-Pendias et Pendias, 2001). De plus, ces produits métaboliques sont des composés
chimiquement réactifs, car ils présentent de nombreux groupements fonctionnels tels que les
carboxyle, carbonyle, hydroxyle, amine et le sulfhydryle, ainsi que des composés
aromatiques. Ces groupements fonctionnels peuvent interagir avec les métaux lourds pour

former des complexes ou des chélates qui sont souvent trés stables (Campbell et al., 2002).

1.4.2 Facteurs biotiques

L’activité biologique est le seul facteur biotique caractéristique du sol. Elle est
constituée d’une flore variée (macro, mezo et microbiotes), de la faune et de la végétation. La
multiplicité des actions et des interactions de ces organismes rend difficile la compréhension
des phénomenes biologiques jouant sur la solubilité des éléments traces métalliques dans les

sols (Kabata-Pendias, 2004).
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Par leur action sur les composés organiques et inorganiques du sol, les microorganismes
ont une influence directe ou indirecte sur la spéciation des métaux et leur biodisponibilité. Les
activités métaboliques de cette microflore influencent énormément la mobilit¢ des métaux

lourds du sol par solubilisation, insolubilisation et volatilisation (Jacobs et Waite, 2004).

1.4.2.1 Solubilisation

Elle résulte de la production de composés acides tels que les acides carboxyliques,
phénoliques, aliphatiques, nitriques et sulfuriques ainsi les sidérophores (Hider et Kong,
2010). Ces derniers sont des exsudats libérés dans la rhizosphere par les racines des végétaux,
des champignons et par les bactéries ; ce sont des chélateurs trés puissants, capables de
complexer des métaux et de favoriser la mobilité du fer, du manganese, du cuivre, du plomb

et du zinc (Chaignon, 2001).

L’oxydation des formes réduites du fer et du soufre par certaines bactéries
chimiolithotrophes (Thiobacillus, Leptospirillum, Galionella,) conduit a la production d’acide
sulfurique ; ce qui permet la dissolution des silicates, des phosphates, des oxydes et des
sulfures en libérant ainsi leurs contenus en ¢éléments traces métalliques (Ghiorse, 1984 ; Sand

et Gehrke, 2006)

1.4.2.2 Iinsolubilisation

C’est le phénomene opposé au précédent, dans lequel on remarque une diminution de
I’adsorption de certains métaux par la matiere vivante. La sécrétion dans la rhizosphere de
certains acides organiques de faible poids moléculaire, tels que les acides oxalique, citrique
ou fumarique, qui interviennent dans la complexation intracellulaire d’éléments nutritifs,
limitera la biodisponibilité des ions métalliques par la complexation extracellulaire (Chen et

al., 2003 ; Huynh, 2009).

1.4.2.3 Volatilisation

Ce phénomeéne implique la modification du degré d’oxydation de I’espece métallique
par certains microorganismes. La réaction de la biométhylation permet le transfert de
groupements méthyl directement aux ions métalliques (Ferret, 2012). Cette réaction augmente
la toxicité des métaux par augmentation de leur hydrophobicité et par conséquent leur

perméabilité a travers la membrane cellulaire. La biométhylation du mercure, du plomb,

11



Synthése bibliographique

d’étain, d’arsenic, d’antimoine et du sélénium a été rapportée chez plusieurs bactéries,

permettant ainsi leur volatilisation dans I’atmospheére (Ferret, 2012 ; Igiri et a/.,2018).

1.5 Caractéristiques générales des métalloides étudiés
1.5.1 Antimoine

1.5.1.1 Généralités et sources

L'antimoine est un élément chimique de symbole Sb qui dérive de son nom latin
Stibium. C’est un métalloide appartenant au groupe VA de la classification périodique des
¢léments de Mendeleiev (Figure 4). Il fait partie de la famille des Pnictogéne, de masse
atomique 121,760 g/mol, de numéro atomique 51 et d’une densité de 6,68 g/cm’. C’est un
¢lément de transition (semi métallique) dont les propriétés physicochimiques sont

intermédiaires entre celles des métaux et celles des non métaux (Jana, 2009).

L’antimoine est peu abondant dans la crofite terrestre, c’est le 65°™ élément constitutif
de I’écorce terrestre, a raison de 0,2 ppm en moyenne (Hamilton, 2000). Mais cette
concentration varie grandement selon le type de roches, le degré d'évolution, les teneurs en
argile et surtout les teneurs en humus (Aubert et Pinta, 1977). L’antimoine se trouve a 1’état
natif pur ou mélé a des cristaux mixtes avec I’arsenic ou encore sous forme d’oxydes ou de
sulfures. Les minéraux principaux sont la stibine ou antimonite, Sb,S3, et la valentinite, Sb,O3
(Carlin, 2000). L'antimoine dans le sol provient essenticllement de la roche meére. Sa
redistribution dans la biosphére est gouvernée par les éruptions volcaniques, les embruns et

les feux de forét (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

Les exploitations de ce métalloide et ses composés inorganiques sont diversifiés : c'est
un composant fréquent des alliages de fils, auxquels il confere plus de dureté et de résistance
a la corrosion. Il est utilis¢é pour la production de semi-conducteurs, de détecteurs a
infrarouges. Il est employé dans les industries de céramique et de plastique et il est largement
présent en matériaux en tant qu’ignifugeant (anti-feu). Certains composés organiques
d'antimoine sont employés méme comme médicaments antiparasitaires (Carlin, 2000 ;

Bentley et Chasteen, 2002).

Les sources anthropologiques d'antimoine sont liées a ces industries ainsi qu’aux
activités minicres et au trafic automobile, qui peuvent enrichir le sol par ce métalloide. Les

concentrations des zones non influencées par des rejets d’origine anthropique sont inférieures
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a 0,1 ng/m et peuvent atteindre plusieurs ng.m™ sous I’influence de rejets, dans des zones
g p p g ]

industrialisées (Filella et al., 2007).
1.5.1.2 Spéciation

L’antimoine possede quatre degrés d'oxydation : -III (anion antimoniure), 0 (forme
¢lémentaire), +III (cation trivalent ou antimonite) et +V (la forme la plus oxydée ou
antimonate) dont la forme Sb III+ est la plus toxique (Mubarak et al., 2015). Son caractére
intermédiaire se traduit par une faible tendance a donner des composés de degré d'oxydation
(-IIT), représentés essentiellement par des dérivés organiques, tandis que les composés (+II1),
trés stables, sont les plus nombreux. Cependant, la stabilité de la forme (+V) est plus faible

que celle de l'arsenic (Mubarak al., 2015).

1.5.2 Arsenic

1.5.2.1 Généralités et sources

Son nom vient du latin arsenicum, tiré du grec arsenikon « qui dompte le male » en
raison de sa forte toxicité. C’est un ¢lément de transition dont les propriétés physico-
chimiques sont intermédiaires entre celles des métaux et celles des non- métaux : en solution,
I’arsenic se rapproche des métalloides puisqu’il forme des anions. En revanche, sa

conductivité électronique et thermique le rapproche des métaux (Mubarak et al., 2015).

L’arsenic est un ¢lément chimique de symbole As. C’est un métalloide appartenant
au groupe VA de la classification périodique des éléments de Mendeleiev (Figure 4), il
contient également 1’azote (N), le phosphore (P), ’antimoine (Sb) et le bismuth (Bi). Il fait
partie de la famille des Pnictogeéne, de masse atomique 74,92 g/mol, de numéro atomique 33

et d’une densité de 5,72 g/cm (Rensing et Rosen., 2009).

L’arsenic peut se retrouver dans I’environnement par divers processus naturels et
anthropiques. Le volcanisme est le principal apport naturel; [’altération des roches
renfermant ’arsenic, les sources thermales, les eaux souterraines et la volatilisation par les
microorganismes constituent d’autres apports naturels d’arsenic dans I’environnement

(Smedley et Kinniburgh, 2002 ; Tiwari et Lata, 2018).

Les mines et autres processus de combustion participent a 90 % des rejets d’arsenic

dans I’atmospheére (Dictor et al., 2004). L’industrie métallurgique du cuivre, du plomb, du
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zinc et de I’or rejettent des quantités notables d’arsenic dans 1’environnement. L’arsenic entre
dans la constitution de certains herbicides, insecticides, peintures, fabrication de verre ou de
cristal. Il sert d'additif au mélange plomb-antimoine des électrodes des accumulateurs. Il est,
depuis peu, utilis¢ dans les imprimantes lasers, les photocopieuses et les fax (Neumann et al.,
2010 ; Tiwari et Lata, 2018). Les rejets de toutes ces industries contribuent largement a la

dispersion de I’arsenic dans I’environnement.
1.5.2.2 Spéciation

La spéciation de I’arsenic et celle de ’antimoine sont trés proches. La configuration
¢lectronique de I’arsenic induit quatre degrés d‘oxydation possibles : arsenate As (+V),
arsenite As (+I1I), arsenic ¢lémentaire As (0) et I’arsenide As (-III). (Onishi, 1969), dont les
deux premicres formes sont les plus répandues dans 1’environnement (Verma et al., 2017). La
connaissance de la spéciation de I’arsenic permet de mieux mesurer son risque
environnemental, car la nature de I’espéce affecte la biodisponibilité, la toxicologie et la
mobilité de I’arsenic (Smedley et Kinniburgh, 2002 ; Callender, 2003). Dailleurs, Verma et al.
(2017) ont rapporté que la forme trivalent (As III) est plus toxique que la forme pentavalent

(As V).

Les composés de larsenic rencontrés dans I’environnement correspondent
principalement a des espéces inorganiques présentant les deux degrés d’oxydation arséniates

As (V) et arsénites As (III). Ils sont solides, liquides voire gazeux (Callender, 2003).
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Figure 4 : Tableau périodique : les éléments métalliques sont en bleu, les métalloides sont des
¢léments orange et les non métalliques sont en vert. (http:/blogs.4j.lane.edu/tayl
or_k/2010/06/01/metalsthis- week-in-science-june-1- june-4/)
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2.  Bactéries endophytes

2.1 Définition

L’origine étymologique du mot endophyte provient du grec, «endo » qui signifie
dedans et « phyton » qui désigne plante (Staniek et al., 2008). Ce terme décrit donc tout
organisme survivant dans les tissus des plantes. Le concept d'endophyte est introduit a
l'origine par Bary (1866), il se référe a tous les organismes qui se reproduisent a I’intérieur
des tissus des végétaux, contrairement aux épiphytes qui vivent a la surface des plantes. En
1986, Carroll a défini les endophytes comme des mutualistes qui colonisent les parties
aériennes de tissus vivants dans les plantes sans causer de maladies. Petrini (1991) a proposé
un élargissement de la définition de Carroll pour y inclure tout microorganisme susceptible,
durant une période de son cycle de vie, de coloniser et survivre a I’intérieur des tissus d’une
plante sans lui causer de dommage apparent et symptomatique. En d’autres termes, ces

microorganismes ne sont pas pathogénes pour la plante.

2.2 Diversité des bactéries endophytes

Les bactéries endophytes sont omniprésentes chez la plupart des espéces végétales
d’une fagon, latente ou active ; soit localement ou généralisé dans tous les tissus des végétaux
(Hallmann et al., 1997). Elles sont isolées a partir des plantes diversifiées et chaque hote peut
comprendre plusieurs genres et especes bactériennes. Grace aux signaux spécifiques, les
plantes exercent une pression sélective qui tend généralement a réduire la diversité
microbienne et a favoriser des souches particulieres. En outre, la compétition entre les
microorganismes pour les nutriments et la colonisation des sites, la production des
antibiotiques et des bactériocines, contribuent a modifier la dynamique microbienne dans les

tissus (Bertrand et a/., 2000 ; Ann et al., 2003).

Des ¢études biochimiques et moléculaires ont révélé une grande diversité des bactéries
endophytes parmi lesquelles de nombreux genres sont retrouvés, tels que Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Salmonella, Klebsiella, Mycobacterium, Pseudomonas et
Rhizobium. Ces bactéries sont capables de coloniser une grande variété d’espéces végétales

(bl¢, riz, mais, luzerne, soja, carotte, bananier, ...) (Rosenblueth et Martinez-Romero, 2006).
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2.3 Infection de la plante hote par les bactéries endophytes

En général, les bactéries endophytes sont originaires des communautés bactériennes
épiphytes, de rhizosphéres ou de phyllosphéres (Compant et al., 2008), aussi bien que de
graines ou de matériels de propagation infectés d'endophytes (Compant et al., 2011). Ces
microorganismes sont capables de pénétrer a ’intérieur des plantes a travers des ouvertures
naturelles (comme les stomates, les lenticelles et les racines) ou des blessures (West et al.,
2010). En plus, ils produisent des hydrolyases extracellulaires, telles les cellulases, les lipases,
les estérases et les protéinases, pour faciliter leur invasion dans leurs hotes et atteindre

I’apoplasme ou le symplasme ou ils résident (Araujo et al., 2002).

2.4 Interaction endophytes — plante hote

Les relations entre les endophytes et leur hote sont complexes et varient d’un endophyte
a ’autre et d’un hote a I’autre ; elles sont considérées comme un continuum (Zabalgogeazcoa,
2008 ; Qin et al.,, 2017). Les bactéries endophytes établissent différentes relations de
symbiose, de mutualité, de commensalité ou trophobiotique avec la plante hdte. Plusieurs
études ont rapporté, d’une part, I’'implication de ces microorganismes dans 1’augmentation de
la tolérance de leur hote aux stress métalliques et ’amélioration de leur croissance par
fixation de l’azote, résistance aux pathogenes, production de régulateurs de croissance
essentiels pour 1’absorption des nutriments et eau par la plante (Ryan et a/., 2008 ; Zhao et al.,

2016 ; Qin et al., 2017).

D’autre part, les bactéries endophytes dépendent de nutriments offerts par les plantes.
Par conséquent tout parameétre affectant le statut nutritionnel des plantes peut affecter la
communauté endophyte (Hallmann et al., 1997 ; Araujo et al., 2002). Tous ces phénomenes
indiquent le role clé joué par les endophytes dans I’adaptation de leurs hdtes aux changements
environnementaux (Ma et al., 2013; Walker, 2013). En effet, les deux organismes
synthétisent des métabolites secondaires dont leurs rdles restent mal ¢lucidés (Ahmad et al.,

2018).

2.4.1 Bioprotection des plantes

Les bactéries endophytes colonisent l'intérieur des plantes pour améliorer leur
croissance par la synthése de métabolites secondaires qui réduisent les impacts négatifs des

insectes, des herbivores et méme d’autres microorganismes pathogenes (Strobel, 2003 ; Gao
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et al., 2015 ; Rijavec et Lapanje, 2016). De plus, elles entrent en compétition avec ces
derniers en limitant leur approvisionnement en ¢éléments nutritifs. D'autres composés
bioactifs, tels que les terpénes, diterpénes, les amines et les amides sont également des
métabolites trés fréquents générés par les endophytes et qui sont trés toxiques pour les

insectes (Tan et Zou, 2001 ; Verma et al., 2008).

2.4.2 Fixation d’azote

Certaines plantes non-légumineuses peuvent étre colonisées par des bactéries
endophytes fixatrices d’azote. Car ce processus existe également chez certaines plantes non-
légumineuses, mais avec un taux plus faible ; en particulier chez la canne a sucre, le riz et le
mais. Ces bactéries, appelées PGPR (Plant-Growth-Promoting Rhizobacteria), forment
habituellement une classe différente des rhizobactéries des légumineuses (James, 2000 ;
Madhaiyan, 2015). Parmi les PGPR, de nombreux genres sont recensés tels que
Achromobacter, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium et Serratia (Chen et al., 2013 ; Lin et al., 2015, Yan
et al., 2018).

2.4.3 Production de phytohormones

Les bactéries endophytes sont la source d’une large gamme de phytohormones telles
que l’auxine (acide indole-3-acétique ou AIA), I’éthyléne et les gibbérellines (Xiao et al.,
2017 ; Etminani et Harighi, 2018 ; Yan et al., 2018). Elles peuvent produire plus de 60 fois la
quantité synthétisée par la plante hote elle-méme. Ces hormones jouent un role essentiel dans
la stimulation de la germination, de la croissance et de la reproduction de la plante hote, tout

en la protégeant des stress biotique ou abiotique (Ahmad et al., 2018).

2.4.4 Solubilisation du phosphore

Le phosphore est un ¢lément majeur, essentiel a la croissance et au développement de la
plante. En présence de PGPR, le phosphore insoluble peut étre rendu biodisponible a travers
des réactions d’acidification, de chélation ou de libération d’acides organiques (Chung et al.,
2005 ; Yan et al., 2018) ou encore en les minéralisant et ceci par sécrétion de phosphatases
(Gyaneshwar et al., 2001 ; Rosenblueth et Martinez-Romero, 2006). Une augmentation de la
biodisponibilité du phosphore pour la plante, et ainsi une augmentation de la biomasse a été

décrite par Kuan et al. (2016) par I'intermédiaire de I’endophyte Bacillus pumilus S1r1.
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2.4.5 Production de biofilm

La majorité des bactéries favorise un mode de vie a I’état fixé aux surfaces sous forme
de biofilm (Hall-Stoodley et al., 2004). 11 a été¢ démontré que la majorité des Pseudomonades
associées aux racines favorisait la croissance de la plante hote, formant majoritairement des
biofilms autour des racines (Lugtenberg et al., 2001 ; Ramey et al., 2004). Néanmoins, le role

exact du biofilm dans ces interactions est peu documenté.

2.4.6 Production d’ACC désaminase

Une caractéristique souvent associée aux bactéries endophytes est la production
d’aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase. Cette enzyme transforme I’ACC
(précurseur de I'éthyléne) en ammoniac et 2-oxobutanoate. Il a été suggéré que I'ACC
désaminase augmente la croissance et le développement des plantes dans des conditions

stressantes en diminuant les niveaux d'éthyléne (Madhaiyan, 2015 ; Yan et al., 2018).

3 Interaction bactéries - métaux lourds

3.1 Tolérance aux métaux

La tolérance a un métal peut €tre définie comme la capacité d'une bactérie de faire face
a des conditions de stress métallique, au moyen des propriétés intrinséques pour diminuer la
toxicité de cet ¢lément (Gadd, 2009). D’un point de vue physiologique, la tolérance aux
métaux lourds correspond a I’ensemble des mécanismes d’homéostasie des métaux (transport,
chélation, séquestration) permettant de maintenir la concentration des métaux essentiels dans
les limites physiologiques et @ minimiser les effets délétéres des métaux non essentiels. Elle
est présente chez tous les organismes qui supportent des expositions excessives en métaux

lourds (Clemens et al., 2002 ; Pereira et al., 2006).

La tolérance aux métaux lourds est souvent évaluée par la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) du métal pour un microorganisme donné ; c’est la
plus faible concentration en métal qui inhibe la croissance de ce microorganisme (Singh et al.,

2010).
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3.2 Résistance aux métaux

Selon la littérature scientifique, le terme "résistance" se rapporte a la croissance ou a la
survie d’un microorganisme en présence de certaines concentrations en métaux lourds. De
plus, le Conseil de la Recherche National du Canada a défini globalement la résistance
comme la capacité d’un organisme a diminuer sa réponse face a un composé chimique relatif
auquel il a été exposé¢ précédemment (Wright et Welbourn. 2002 ; Soussou, 2013). Ce
caractére est réservé spécifiquement aux microorganismes qui possedent, pour leur survie

dans ces conditions, un des mécanismes de détoxification.
3.3 Stratégies de défense bactérienne contre les métaux lourds

Selon Zubair et al. (2016), les bactéries ont développé différents systémes de résistance
ou de tolérance pour faire face a des concentrations toxiques des métaux a savoir: la
réduction du transport des métaux a travers la membrane cytoplasmique ; la séquestration
extra et intracellulaire des métaux ; la détoxification enzymatique des métaux, le transport

actif des métaux par efflux et la production de sidérophores (Figure 5).

Transport actif par pompe a

M2+

=

M2+

Production de sidérophore X

M 2 X € X  M-X LM 2+ M 2

k Séquestration extracellulaire
M-X \ /
|11

M~ XXXXX"M?*
Exclusion par perméabilité de la membrane

Figure 5: Mécanismes de résistance bactérienne aux métaux. X correspond aux constituants
cellulaires interagissant avec les cations métalliques, et M aux cations métalliques (Haferburg et
Kothe, 2007).
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3.3.1 Réduction de I’absorption du métal

La paroi cellulaire, la membrane plasmique ou la capsule empéchent la pénétration des
ions métalliques dans la cellule bactérienne. Cependant, I’acquisition d’un métal soluble par
une bactérie est assurée par des protéines membranaires, dédi€es, appelées les porines. C’est
un transport passif qui offre un passage aux métaux dans le sens du gradient électrochimique.
Ce mécanisme de transport est non spécifique et rapide. Les bactéries limitent ’entrée des
métaux par diminution de la production des porines, ce qui aura un impact sur ’accumulation
intracellulaire des ions métalliques (Bruins et al., 2000). Les travaux de Li et al. (1997) ont
montré que les mutants d'E. coli dépourvus de porines présentent de faibles niveaux

d'accumulation d'ions d'argent a l'intérieur de la cellule.

3.3.2 Séquestration extracellulaire et intracellulaire du métal

La séquestration extracellulaire est I’accumulation des ions métalliques a I’extérieur de
la cellule bactérienne sous forme insoluble dans le périplasme (Igiri et al., 2018). Les
bactéries peuvent adsorber les ions métalliques grace aux groupes ionisables de la paroi
cellulaire ou de la capsule (groupe carboxyle, amino, phosphate et hydroxyle). C’est un
processus passif, car les cellules bactériennes mortes sont également capables de lier ces ions

métalliques (Taniguchi et al., 2000 ; Pardo et al., 2003).

De plus, certaines bactéries sont capables de former naturellement une couche
d’exopolysaccharidique (EPS) qui chélate certains ions métalliques, ce qui empéche ces
derniers de pénétrer dans le cytoplasme et d’interagir avec les composés cellulaires vitaux
(Iyer et al., 2005 ; Bhaskar et Bhosle, 2006). Ce mécanisme augmente significativement la
résistance des bactéries a ces ions. 11 était observé chez Pseudomonas syringae productrice de
protéines périplasmiques inductibles par le cuivre et capables de fixer ce métal dans les
colonies microbiennes (Cha et Cooksey, 1991). Thelwell et al. (1998) ont montré
I’accumulation du zinc dans le périplasme de la souche Synechocystis PCC 6803 apres son

¢limination du cytoplasme par un systéme d’efflux.

Un autre exemple de séquestration extracellulaire est la précipitation des métaux sous
forme de complexes insolubles. Des sous-produits du métabolisme microbien tels que le
sulfure d'hydrogeéne (H2S) produit par les bactéries sulfato-réductrices, Klebsiella planticola
(Sharma et al., 2000) et P. aeruginosa (Wang et al., 2002), ou encore le phosphate produit par
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Citrobacter (Luptakova et Kusnierova, 2005) et Vibrio harveyi (Mire et al., 2004) entrainent

la précipitation de quelques cations métalliques.

Chez d’autres bactéries, particuliecrement a Gram-négatif, la séquestration des métaux
s’effectue au sein du cytoplasme par les métallothionéines et le glutathion. Ce sont de petites
protéines cytoplasmiques riches en cystéines qui chélatent les ions métalliques au niveau des
groupements sulfthydryle (-SH) en les rendant inoffensifs et évitant 1’exposition des
composants cellulaires essentiels a ces ions toxique (Haferburg et Kothe, 2007 ; Igiri et al.,
2018). La séquestration intracellulaire du cadmium, du cuivre et du zinc a été mise en
évidence chez P. putida par des petites protéines riches en cystéine (Higham et al., 1986). Ce
méme mécanisme a été ¢lucidé chez Rhizobium leguminosarum qui utilise le glutathion pour

la séquestration intracellulaire du cadmium (Lima et al., 2006)

3.3.3 Détoxification enzymatique des métaux

C’est une autre voie de résistance qui convertit un ion métallique trés toxique en une
forme moins ou non toxique, en impliquant différentes enzymes (Jyoti et Harsh, 2014). Ces
transformations enzymatiques incluent la réduction, l'oxydation et la méthylation des
composés (Silver et Phung, 2005a). L’exemple le plus connu est celui de la résistance au
mercure dont les produits des génes mer réduisent le Hg (II) en Hg (0) volatile (Misra, 1993).
De plus, I’é¢tude de Battaglia-Brunet et al. (2006) a montré que I’oxydation d’As (III), forme

trés toxique et tres soluble, en As (V) diminue considérablement la toxicité de ce métalloide.

La réduction est la réaction la plus adoptée par les bactéries qui utilisent les métaux et
les métalloides comme un donneur ou un accepteur d’électrons a des fins énergétiques. Dans
leur forme oxydée, les métaux peuvent étre un accepteur final d’électrons pendant la
respiration bactérienne anaérobique. La réduction de 1’ion métallique généré par la suite, est

une forme moins toxique (Barkay et al., 2003 ; Viti et al., 2003).

3.3.4 Transport des métaux par efflux actif

Les systemes d’efflux impliquent trois familles de protéines membranaires :
CDF (Cation Diffusion Facilitators), RND (Resistance-Nodulation-Cell Division) et MFS
(Major Facilitator Superfamily). Elles sont tres spécifiques et exportent les métaux toxiques
du cytoplasme vers l'extérieur de la cellule par un transport actif ; ce qui permet de réduire

leur accumulation cytoplasmique (Nies, 2003). Deux types de transporteurs sont impliqués :
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soit des transporteurs primaires pour lesquels le transport est directement couplé a ’hydrolyse
de ’ATP (ABC-transporter, ATPase), soit des transporteurs secondaires qui utilisent un

gradient ¢lectrochimique d’un autre soluté (Bruins et a/., 2000).

3.3.5 Production de sidérophores

Une souche productrice de sidérophore apparait plus résistante aux métaux qu’une
souche non productrice (Qin et al., 2014). En effet, la fixation du métal sur ces molécules
diminue la concentration de sa forme libre, ce qui affecte sa diffusion dans la bactérie et ainsi
sa toxicité (Hannauer et al., 2012). Si les bactéries utilisent leur propre sidérophore, elles sont
dites sidérophores endogenes, si elles utilisent ceux qui sont synthétisés par d’autres

organismes, elles sont dites sidérophores exogénes (Poole et McKay, 2003).

3.4 Déterminants génétiques de la résistance bactérienne aux métaux lourds

Selon la littérature, les déterminants génétiques a 1’origine des résistances aux métaux
lourds peuvent étre portés soit par le chromosome, entrainant une résistance intrinséque, soit
par un ¢élément génétique mobile, plasmide ou transposon entrainant une résistance acquise

par un transfert de géne ou une mutation spontanée (Silver et Phung, 2005b).

Les déterminants génétiques de la résistance aux métaux ont été découverts pour la
premiere fois sur des plasmides ou des transposons, car il était plus facile d’extraire et
d’étudier des génes plasmidiques (Summers et Silver, 1972). Néanmoins, plusieurs geénes
chromosomiques de résistances aux métaux lourds ont été mis en évidence chez plusieurs
genres bactériens (Silver, 1996). De plus, le séquencage du génome de nombreuses bactéries a
permis de mettre en évidence de plus en plus de génes chromosomiques de résistance aux ions
métalliques (Muller, 2004). D’autres travaux ont méme permis de localiser ces geénes sur les
plasmides et les chromosomes de la méme espéce bactérienne (Bruins et al., 2000 ; Cervantes

et al., 2001).

Le systéme de tolérance aux métaux le mieux connu est celui de I’opéron mer qui code
la mercurique réductase. Cette derniére permet la réduction des cations Hg (II) en forme
¢lémentaire Hg (0) volatile, et qui diffuse a travers la membrane cellulaire. Cet opéron
présente une structure similaire dans divers groupes de bactéries. Il est fréquemment retrouvé

sur des ¢éléments génétiques mobiles comme les transposons et les plasmides (Reniero et al.,
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1998). En revanche, d’autres études ont mis en évidence la présence de plasmides portant

I’opéron mer chez certaines souches bactériennes (Narita et al., 2003).

Parmi les systemes de détoxication identifiés, citons 1’opéron ars impliqué dans la
tolérance des bactéries a l'arsénate (As V) par sa réduction en arsénite (As III) qui est ensuite
expulsé hors de la cellule (Silver, 1996). Cet opéron est porté sur le chromosome d’E. coli et
sur son plasmide ou ces deux déterminant génétiques possédent une structure trés similaire

(Mukhopadhyay et al., 2002).

Chez P. aeruginosa, Hassan et al. (2008) ont mis en évidence I’implication de la pompe
a efflux CzcCBA dans la résistance au cadmium, zinc et cobalt chez cette souche. Ces auteurs
ont rapporté¢ que les génes impliqués sont chromosomiques. Le séquencage du génome de
Ralstonia metallidurans a mis en évidence plusieurs opérons impliqués dans sa
multirésistance aux métaux ; tels que I’opérons mer plasmidique, impliqué dans la résistance
au mercure (Mergeay et al., 2003) ou encore I’opérons czc porté par un autre plasmide et

impliqué dans la résistance au cadmium, zinc, et cobalt (Groe et al., 2004).

3.5 Corrélation de la résistance aux antibiotiques et aux métaux

La résistance aux métaux codée par des genes plasmidiques pourrait conduire au
développement d'une résistance a plusieurs agents toxiques (Summers, 2002). Un bon
exemple de ce phénomene est la corrélation positive entre la résistance aux métaux et la
résistance aux antibiotiques chez les bactéries (Sabry et al., 1997). Cette résistance croisée
pourrait s'expliquer par la co-occurrence de génes sur le méme élément génétique (plasmide
ou transposon). L'association de I'opéron mer et des genes de tolérance aux antibiotiques a été
observée par Zscheck et Murray (1990) chez Enterococcus faecalis et par Wireman et al.

(1997) chez d’autres bactéries Gram négatif.

Un phénomene de co-régulation été décrit également chez P. aeruginosa résistante au
zinc. La présence de ce métal a entrainé une augmentation de sa résistance aux carbapénémes
liée a la répression de la porine OprD qui permet I’entrée de I’antibiotique dans la cellule
bactérienne (Conejo et al., 2003). En effet, en présence de zinc ou de cadmium, ce systéme
augmente I’expression de la pompe a efflux CzcCBA a ’origine de I’efflux du zinc, cadmium
et cobalt et va également réprimer ’expression de la porine OprD, diminuant I’entrée de

I’imipen¢me, de la famille carbapénémes, dans la bactérie (Perron et al., 2004). Ce méme
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systéme de régulation induit la pompe a efflux permettant la résistance au cuivre et réprimant
I’expression des porine OprD (Caille et al., 2007). Récemment, Manasi et Rajesh (2016) ont
pu isoler la souche Halomonas BVR des effluents d’industrie électronique. Cette souche était
résistante a des niveaux élevés en cadmium, plomb, zinc et a divers antibiotiques. Cette étude
a prouvé que les déterminants génétiques de cette résistance étaient portés par un seul

plasmide.

3.6 Effets des métaux lourds sur les microorganismes du sol

Les ¢léments métalliques affectent la croissance, la morphologie et le métabolisme des
bactéries telluriques par des altérations de la structure de la membrane cellulaire et celles des
protéines et des acides nucléiques. Ces altérations ménent a modifier la densité, la taille, la
structure de la communauté et I’activité enzymatique des bactéries (Etesami, 2018). En effet,
les bactéries sensibles présentent dans le sol peuvent complétement disparaitre sous I’effet de
la toxicit¢é métallique. Cependant, les souches résistantes peuvent étre stimulées par ces

métaux (Ahemad et Khan, 2012).

Comme exemple, nous pouvons citer l'inhibition de I’activité déshydrogénase lors d’une
contamination par un métal. Une telle réduction peut avoir des répercussions néfastes et
significatives sur ’ensemble de 1’écosystéme du sol, avec une réduction de la décomposition

de la matiere organique et la perturbation des cycles des ¢léments (Kelly et al., 2001).

4 Réponse des bactéries au stress métallique

L’exposition des bactéries a certains métaux lourds provoque I’apparition d’un stress
oxydatif caractérisé par une surproduction d’especes réactives de I’oxygene (ERO) (reactive
oxygen species : ROS) (Valko et al., 2005). Car ces ¢léments toxiques donnent naissance a la
production de I’anion superoxyde (O27), le peroxyde d’hydrogéne (H>0O2) et le radical
hydroxyl (OH") qui perturbent I'homéostasie rédox de la cellule (Shahid et al., 2015)

4.1 Définition du stress oxydatif

Le terme de stress oxydatif peut étre défini comme 1’ensemble des conditions, biotiques
ou abiotiques, qui provoquent une perturbation de la balance redox en faveur des ROS, suite
soit & une surproduction de ces derniers, soit a une diminution des capacités du systéme

antioxydant, soit par les deux mécanismes combinés (Figure 6). Ce déséquilibre bouleverse le
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métabolisme cellulaire et conduit éventuellement a une inhibition de la croissance voire des

dommages potentiels de la cellule (Booth et al., 2002).

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d’ERO Manque d'ERO

| ——e

Antioxydants

) T—

APX { GR / = Glutathion
-

Oxygene singulet

Figure 6 : Schéma de la balance entre les ERO et les antioxydants (Pourrut, 2008)
4.2 Génération d’un stress oxydatif

Les radicaux libres sont des espéces chimiques, atomiques ou moléculaires, neutres ou
chargées. Ils présentent dans leur orbite externe un ou plusieurs électron(s) non apparié(s)
dit(s) célibataire(s). La génération d’espéces réactives de I'oxygeéne résulte de la réduction
mono-¢lectronique successive du dioxygeéne (O2) aboutissant a la formation d’eau (Imlay,

2008) (Figure 7).

e +H'

e e +2H"
0O, l} H>0: g HO l} H,O0

-0,16 V + 0,94V + 0,38 + 2,33V

(1) Oz + a4H" +de —> 2H-O

Figure 7 : Etapes de réduction monoélectronique du dioxygene (Imlay, 2008)

L’oxygeéne est une molécule stable ; lorsqu’il oxyde un autre atome ou une autre
molécule, il accepte deux électrons afin de les apparier avec 'un de ses deux électrons
célibataires. Ce mécanisme donne naissance a des composés instables. C’est une
conséquence inévitable du métabolisme de 1’oxygene ; elle fait partie du métabolisme

cellulaire basal afin d’obtenir de I'énergie.

Il existe des radicaux qui dérivent de IP'oxygene par des réductions

monoélectroniques, tels que le radical superoxyde (0,7), le radical hydroxyle (OH"), les
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peroxyles (ROO) ou les alkoxyles (RO"). D’autres especes dérivées de I’oxygéne, dites
espéces actives non radicalaires de I’oxygéne, comme I’oxygéne singulet (!02), le peroxyde
d’hydrogeéne (H202) ou l’ozone (O;). Elles sont aussi réactives et peuvent étre des

précurseurs d’autres radicaux (Sharma et al., 2012).

4.3 Principales cibles biologiques des ROS

Les ROS peuvent réagir avec la plupart des biomolécules présentant des doubles
liaisons comme les acides gras insaturés, les protéines et I’ADN (Figure 8). Ils arrachent des
électrons, entrainant d’importantes modifications de leurs propriétés physicochimiques aux
conséquences néfastes pour I'intégrité¢ de la cellule, et conduisant parfois a sa mort (Ding et
al., 2008 ; Sharma et al., 2012).

Espéces réactives de l'oxygéne

ADN Lipides Protéines

Oxydation des acides Peroxydation lipidique Oxydation des
nucléiques groupements soufrés

(sulfoxyls, sulfhydryls)

Production d'aldéhydes
{(malonadialdéhyde,

hydroxynonenal...)
Altération Perturbation de l'intégrité Altération des protéines
des membranaire Systémes enzymatiques
génes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés
Dommages cellulaires

Figure 8 : Différentes cibles des especes réactives de I'oxygene (Monteil et al., 2004)

4.3.1 Lipides

Les chaines des acides gras polyinsaturés membranaires sont les cibles majeures des
radicaux libres (’oxygeéne singulet et les radicaux hydroxyles). Cette attaque radicalaire
déclenche une cascade de réactions appelée lipoperoxydation ou peroxydation membranaire
(Figure 9) ; au cours de laquelle les acides gras polyinsaturés entrant dans la composition des
phospholipides membranaires sont oxydés; ce qui provoque ¢éventuellement des

modifications de la fluidit¢é membranaire (Humpries et Sweda, 1998).
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Initiation LH+ R°— L°+H°

Propagation L°+ 02 — LOO°
LOO°+LH — LOOH +L°

Terminaison LOO° + LOO°— LOOL + O
LOO° + L°— LOOL
L°+1L°—>LL

Figure 9 : Processus de la peroxydation lipidique
(LH : lipide insaturé et L° : lipide radicalaire) (Spiteller, 1998)

Initialement, une espéce radicalaire R- (particuliérement le HO") est capable d’arracher

un proton sur les carbones situés entre deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés
(LH) ; il en résulte un lipide radicalaire (L°). Pendant la phase de propagation, ce lipide
radicalaire réagit avec une molécule d’oxygeéne pour former un lipide radicalaire peroxydé
(LOO®) suffisamment réactif pour arracher un proton a un autre acide gras LH adjacent pour
donner des hydroperoxydes (LOOH), produits primaires de l’oxydation des acides gras
insaturés, et un nouveau radical peroxyde (L°). En phase de terminaison, les peroxydes
générés seront neutralisés en réagissant ensemble ou continueront a s’oxyder et a se

fragmenter en aldé¢hydes (Blokhina et al., 2003).

Contrairement aux radicaux libres réactifs, les aldéhydes ont une durée de vie plus
longue. Ils diffusent a I'intérieur et hors de la cellule et ils atteignent des cibles éloignées de
leur site de formation (les protéines, I’ADN et les phospholipides), ce qui contribue a la
toxicit¢ de la peroxydation lipidique. Parmi ces différents aldéhydes, on retrouve le
malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (HNE) (Esterbauer et al., 1991 ; Cabiscol et
al., 2000).

4.3.2 ADN

Les especes réactives de I’oxygeéne sont capables d’attaquer a la fois les bases puriques
ou pyrimidiques et le désoxyribose (Sies et Menck, 1992 ; Sies, 1993). L’ensemble de ces
modifications peut conduire a de nombreuses 1ésions de ’ADN, et donc des délétions et des
mutations de I’ADN (Roldan et Ariza, 2009), une répression ou/et une surexpression de
certains genes (Ding et Ong, 2003 ; Waisberg et al., 2003) (Figure 10). Le changement de
l'information génétique pourra, par conséquent, a I’origine des protéines non-fonctionnelles

dans la cellule endommagée, mais aussi dans toute sa descendance.
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Figurel0 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des cellules
(Favier, 2003)

Le groupement OH" est le radical le plus réactif avec les bases et les sucres de
I’ADN (Evans et al., 2004) ; alors que I'oxygeéne singulet réagit avec la guanine pour la
convertir en thymine (Ribeiro et al., 1994). Au contraire, le peroxyde d’hydrogéne et le
superoxyde ne semblent pas avoir d’effet sur ’ADN (Moller et al., 2007).

4.3.3 Protéines

Les acides aminés soufrés (la méthionine, la cystéine) et les acides aminés aromatiques
(le tryptophane, la tyrosine) ainsi que la proline et I’histidine sont les plus réactifs avec les

ROS (Mbller et al., 2007) (Figure 11).
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Figure 11 : Quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des protéines apres attaque
radicalaire (Favier, 2003)

L’attaque radicalaire d’un de ces acides aminés peut ainsi causer de multiples dégats

d’oxydation, y compris l'oxydation des groupes sulthydryles, la réduction des ponts

disulfures, I’oxydation des acides aminés a proximité de sites de liaison avec un métal, la

modification de groupes prosthétiques et la fragmentation des chaines peptidiques. Ces
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modifications sont a I’origine de la perte de la fonction membranaire, le blocage de la
réplication de ' ADN et I’activation ou la désactivation de plusieurs enzymes (Cabiscol et al.,

2000).

4.4 Meécanisme antioxydant et détoxication des ROS

Pour éviter toutes les conséquences néfastes des ROS, toute cellule doit controler leur
quantité par un systeme antioxydant. Le terme "antioxydant" est utilisé pour caractériser des
substances ou des composés de nature diverse, capables de lutter ou de controler
'accumulation des radicaux libres dans la cellule. Cette propriété leur permet d'agir en tant

que moyen de défense contre les dérivés actifs de l'oxygene (Halliwell et Whitemen, 2004).

Plusieurs études ont mis en évidence des mécanismes de protection chez les bactéries
contre les effets déléteres des radicaux libres, ce qui permet leur survie et leur croissance lors
d’un stress environnemental. Ces systémes antioxydants sont multiples et peuvent étre
enzymatiques ou non enzymatiques. Ils comprennent plusieurs lignes de défenses qui visent a
empécher la formation des ROS, les neutraliser en espéces moins toxiques quand ils sont déja
formés, prévenir ou réparer les I¢sions induites par les ROS et/ou éliminer les cibles

biologiques endommagées par ces especes actives (Cabiscol et al., 2000).

4.4.1 Systéeme antioxydant enzymatique

L’accumulation de ROS intracellulaires en situation de stress déclenche des mécanismes
de défense sur la base de réactions enzymatiques (Hu et al, 2005). Ces enzymes
antioxydantes sont essentielles au maintien de ’homéostasie redox, car elles éliminent les
ROS, accumulés dans la cellule, par réduction (El Ghazouani, 2008). Certaines de ces
enzymes utilisent des co-substrats dont certains sont d’origine des antioxydants comme

I’acide ascorbique et le glutathion réduit (GSH) (Figure 12).
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Figure 12 : Mode d’action des enzymatiques antioxydants et de leurs cofacteurs métalliques (Favier,
2003)

4.4.1.1 Superoxyde dismutase (SOD, EC1.15.1.1)

L’ion superoxyde (O2") est le point de départ de la chaine de production des radicaux
libres. Il est obtenu suite a la réduction de 1’oxygeéne par la réception d'un électron de la
chaine respiratoire (Haliwell et Gutteridge, 1986). Messner et Schroder (1999) ont montré que
cet ion est majoritairement produit au niveau de la chalne respiratoire, chez les bactéries

comme chez les organismes supérieurs.

Dans les conditions physiologiques, 1’ion superoxyde est dismuté, dans un stade précoce
des sa production, en peroxyde d’hydrogeéne (H20z). C’est une réaction spontanée ou, le plus
souvent, catalysée par des enzymes appelés superoxydes dismutases (SOD) (Fridovich, 1989).
De ce fait, la SOD est 'un des composants essentiels du mécanisme de défense contre le

stress oxydatif dans la mesure ot H>O» est moins réactif que O>™.

La SOD est une métalloprotéine qui représente I’'une des premicres lignes de défense
contre le stress oxydatif. Elle a comme fonction la conversion de deux molécules de
superoxyde (02*) en oxygeéne moléculaire (O2) et en peroxyde d’hydrogene (H202) par un
mécanisme de dismutation, c'est-a-dire une oxydoréduction entre deux molécules identiques
(Scandalios, 2005). Cette réaction s’effectue en deux étapes (Réaction 1 et 2), faisant
intervenir O™ a la fois comme réducteur et comme oxydant vis-a-vis du métal du site actif
(Klug-Roth et al., 1972). Dans la premiere étape, le métal de transition du site actif est réduit

par une premiere molécule d’O;", libérant ainsi I’oxygene moléculaire (Oz) ; et ensuite sa ré-
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oxydation par une deuxi¢éme molécule d’O;™ permet sa régénération et la libération d’une

molécule d’H»Os.

SOD-M ™D+ 0, — SOD-M ™" + O, (Réaction 1)
SOD-M ™+ O,™ + 2H+ — SOD-M ™" +H,0, (Réaction 2)
20," + 2H+ — O2+H202
M: Cu (n=1), Mn (n= 2), Fe (n= 2) et Ni (n= 2)

Il existe divers isoformes de SOD qui différent entre elles par leur homologie structurale
(monomere, dimere ou tétramere) et leur localisation cellulaire. Elles comportant divers
groupements prosthétiques dans le site actif (Cu®*/Zn**, Mn**, Fe*" et Ni*"). Ces métaux
changent de valence lors de la réaction par la perte d’¢électron associé a I’étape de réduction,
cependant, ils seront chargés de facon identique en fin de catalyse (Moran et al., 2003,

Scandalios, 2005).

eLes SODs (Cu?'/Zn*") cuivre-dépendantes : elles possédent du Cu®" et du Zn*" au
niveau du site actif. C’est la premiére famille a avoir été caractérisée (McCord et
Fridovich, 1969). Elle est généralement localisée dans I’espace intermembranaire
mitochondrial, le cytoplasme, le noyau, les lysosomes et les peroxysomes des cellules
eucaryotes (Weisiger et Fridovich, 1973 ; Geller et Winge, 1982 ; Chang et al., 1988).
Elle est rarement trouvée chez les bactéries a Gram négatif (Benov et Fridovich, 1994).
Elle est localisée dans le périplasme (Kroll et al., 1995). Elle peut aussi étre adhérée a la
membrane externe comme la'SOD Cu?*/Zn*" de Mycobacterium tuberculosis (Wu et al.,
1998). Cela lui confére un role de premicre barricre dans la protection des fonctions
membranaires contre les ROS.

e Les SOD (Mn?") manganése-dépendantes : elles présentent du Mn?>" dans le site actif.
Chez les eucaryotes, elles sont localisées dans les chloroplastes, dans le cytosol et dans
la matrice mitochondriale (Keele et al., 1970, Weisiger et Fridovich, 1973). Elles jouent
un role dans la protection du complexe III de la chaine respiratoire (Raha et al., 2000).
Chez les bactéries, les SOD (Mn**) sont localisées dans le cytosol ou elles assurent une
protection efficace de I’ADN de O,™ (Steinman et al., 1994).

eLes SODs (Fe?") fer-dépendantes : elles présentent du Fe?" dans leur site actif. Elles
sont retrouvées chez les procaryotes, les algues (Radha, 2010) et dans les chloroplastes
de certaines plantes supérieures, et méme chez -certains protozoaires comme
Trypanosoma cruzi (Temperton et al., 1996). Les SOD (Fe*") sont cytosoliques et
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proches de la membrane mitochondriale interne, ou environ 60% de O™ est produit
(Gregroy et Fridovich, 1973).

e Enfin, les SOD (Ni*") nickel-dépendantes avec du Ni*" dans leur site actif. La présence
de cette famille de SOD a été récemment découverte dans le cytosol des actinomycétes

du genre Streptomyces (S. pyogenes et S. coelicolor) et chez des cyanobactéries (Palenik

al., 2003, Scandalios, 2005).
4.4.1.2 Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

Le peroxyde d’hydrogene est le résultat de la réduction d’O2 par deux électrons. C’est
une espece stable et non radicalaire, ce qui lui permet de diffuser librement au travers des
membranes biologiques, d'ou une possibilité d'action a distance (Romero-Puertas et al., 2004).
Il peut provenir également en fin de la dismutation d’O;™ par la SOD. Le H20,, formé par le
métabolisme, est décomposé directement par la catalase en dioxygeéne (O2) et eau (H20»)

(Radha, 2010).

La catalase (CAT), également appelée hydro-peroxydases, est la peroxydase la plus
¢tudi¢e. Elle posséde une structure tétramerique, chaque sous-unité contient un groupement
hémique comprenant un atome de fer (Reid et al., 1981). Il est possible quelquefois de
retrouver du NADPH li¢ a chaque sous-unité, enfoui au sein de la structure et qui ne
fonctionne pas comme co-facteur, mais plutdot comme protecteur du site catalytique de

I’enzyme contre I’attaque d’H20O> (Kirkman et al., 1987).

La dismutation du peroxyde d'hydrogene, présent en grande concentration, par la
catalase se fait en deux étapes. Dans la premiére étape (Réaction 3), H,O> oxyde ’hé¢me en
une espece oxyferryl (Fe (IV) = O) ; puis dans la seconde étape (Réaction 4), une deuxieme
molécule d’H20; est utilisée comme réducteur pour régénérer 1’enzyme, produisant ainsi de

I’eau et du dioxygene (Sharma et al., 2012).

CAT-Fe (IIl) + H,O, — CAT®-Fe(IV)=0 + H,0O (Réaction 3)
CAT°-Fe(IV)=0O + H, O, — Oy + CAT-Fe(Ill) + HO (Réaction 4)
2 H,O — 2H,0+ 0,

11 existe deux familles de catalases :
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e Les catalases non hémiques a site binucléaire a manganése, qui sont peu étudiées.
Elles sont découvertes chez les bactéries, par exemple, Thermus thermophilus
(Antonyuk et al., 2000) et Lactobacillus plantarum (Kono et Fridovich, 1983).

e Les catalases hémiques monofonctionnelles ou catalases typiques qui sont les mieux

caractérisées.

4.4.1.3 Catalase-peroxydases (POX, EC 1.11.1.6. et 1.11.1.7)

Les catalase-peroxydases sont des catalases hémiques bifonctionnelles a activité
peroxydasique qui décompose le H»O, d’une facon -catalasique (Réaction 5) et/ou

peroxydasique (Réaction 6) (Passardi et a/., 2007):

Catalasitique (dismutation) : 2H,0, — 2H>0+02 (Réaction 5)
Peroxydasique (Réduction): H,O,+2AH,; — 2H,O0+2AH (Réaction 6)

Ce type d’enzyme fonctionne de deux fagons: a forte concentration en H>O», elle
décompose H,O> comme une catalase monofonctionnelle ; cependant, dans des conditions en
faible concentration en H»O», elle agit comme une peroxydase en oxydant un substrat

hydrogéné approprié¢ (Youn et al., 1995).

I1 a été rapporté que ces enzymes sont évoluées par la fusion d'un geéne de la peroxydase
avec un autre de la catalase (Passardi et al., 2007). Elles sont présentes chez plusieurs taxons
bactériens, et méme chez les champignons (Hahn et al., 2000). Les catalases-peroxydases
bactériennes les plus étudiées sont celles de Klebsiella pneumoniae (Hochman et Goldberg,
1991), d’Escherichia coli (Seaver et Imlay, 2001), de Bacillus subtilis (Rao et Kavya, 2014)
et de Streptomyces coelicolor (Kim et al., 1994).

Diverses études ont montré une forte homologie entre les séquences des catalases-
peroxydases bactériennes et les séquences d'autres peroxydases, y compris le cytochrome c
peroxydase (CcP) fongique, les peroxydases procaryotique et 1’ascorbate peroxydase (APx)
végétale, mais elles montrent trés peu d'homologie avec les catalases monofonctionnelles
(Ghiladi et al., 2005). D’ailleurs, Zou et al. (1999) ont montré que la catalase-peroxydase de
Streptomyces reticuli était capable d’oxyde 1’ascorbate, et le gaiacol ainsi que I'alcool
vératrylique. De plus, Passardi et al. (2007) ont publié que la structure cristalline de quatre

catalase-peroxydases bactériennes a été définie, et l'analyse structurelle a révélé que les
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poches hémiques des extrémités N-terminales contiennent des acides aminés spécifiques et

identiques a ceux des autres peroxydases de classe I telles que I’APx et CcP.

4.4.1.4 Peroxydases

Les peroxydases (POX) constituent une large famille des oxydoréductases hémiques qui
catalysent la réduction d’un substrat oxydé en utilisant de nombreux co-substrats donneurs
d’¢lectrons, généralement des composés aromatiques de bas poids moléculaires, tels que les
hydroquinones, les phénols et les flavonoides (Réaction 7) (Rajkumar et al., 2013). Parmi

lesquelles on cite :

H>O2 + 2RH> (substrat réduit) — 2 H>O + 2RH (produit oxydé) (Réaction 7)

H202 : peut-étre un peroxyde organique pour certaines peroxydases

» Peroxydase (POD, EC 1.11.1.7)

Comme toutes les peroxydases, les PODs sont des hémoprotéines qui catalysent la
réduction du peroxyde d'hydrogene (H20z) par de nombreux substrats aromatiques (donneur
de protons) (Medjeldi et al., 2012). L’héme est un complexe entre un ion de fer et des
molécules de protoporphyrine. La peroxydase catalyse le transfert d'oxygéne de I'eau
oxygénée a un substrat appropri¢ et oxyde le substrat aromatique, donneur d’électrons tels que

le guaiacol et le pyragallol (Sharma et al., 2012).

Les PODs sont largement présentes chez les bactéries Gram positif et Gram négatif. Les
peroxydases bactériennes sont des enzymes intracellulaires, elles jouent un réle trés important
dans la protection de la bactérie contre le H>O, responsable de dommages cellulaires. Elles
possedent une grande spécificité pour les substrats phénoliques et une plus grande affinité

pour H>O», a faible concentration, que la CAT (Radwan et al., 2010 ; Shahid et al., 2014).

» Ascorbate peroxydase (APX, EC 1.11.1.11)

L'ascorbate peroxydase est un autre membre de la famille des peroxydases a heme. Elle
est régulée par des signaux rédox et par la concentration en H>O, (Welinder, 1992), car elle
est impliquée dans la réduction du peroxyde d'hydrogéne en H>O, lors d'un stress oxydatif.
Comme leur nom I’indique, ces enzymes utilisent 1’ascorbate comme donneur d'électrons

(Raven et al., 2004) :
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Ces enzymes sont relativement bien connues, notamment leur mécanisme d’action, qui
dépend principalement du cycle ascorbate-glutathion. Selon I’état d’oxydation du fer au
niveau de I’héme, la structure du site actif est modifiée, régulant ainsi I’activité de cette
peroxydase (Badyal et al., 2008). La premicre étape est la formation d’un intermédiaire
oxydé, par deux électrons, qui sera réduit généralement par un substrat de nature organique.
Une histidine est conservée au niveau du site actif, étant le catalyseur acido-basique du

clivage de la molécule d’H>O; (Hiner et al., 2002).

Selon la bibliographie, les APXs se trouvent principalement chez les plantes
supérieures, les algues et certaines cyanobactéries (Sano et al., 2001 ; Sharma et Dubey,
2004). Cependant, certains travaux ont mis en évidence la présence de cette enzyme chez
quelques insectes (Mathews et al., 1997), chez Trypanosoma cruzi (Boveris et al., 1980) et
dans I'ceil des bovins, tissus riches en ascorbate (Boveris et al., 1980 ; Wada et al., 1998). La
présence d’une similitude entre la séquence N-terminale de ces enzymes et celle des APXs
végétales, fait ressortir que l'ascorbate-peroxydase n'est pas spécifique aux plantes ou aux
organismes chlorophylliens (Wada et al., 1998). En effet, toutes les APXs d’origine
procaryotique, fongiques et végétales, appartiennent a la superfamille des peroxydases de la

classe I (Dabrowska et al., 2007).
4.4.2 Systeme antioxydants non-enzymatiques

Parallelement aux enzymes antioxydantes, certaines molécules réductrices participent a
la protection de la cellule bactérienne contre les ROS et maintiennent 1’environnement
intracellulaire réduit. Parmi ces molécules, les antioxydants non enzymatiques tels que l'acide

ascorbique, la proline, le glutathion (GSH) et autres (Cabiscol et al., 2000).

4.4.2.1 Proline

La proline est un acide aminé qui joue différentes fonctions cellulaires. C’est un
osmolyte, un stabilisant de macromolécules et un régulateur de pH cytosolique (Matysik et
al., 2002). La proline peut également agir comme un chélateur pour certains métaux lourds
(Saint-Denis et al., 2001), elle réduit les effets nocifs des ROS en inhibant la peroxydation
lipidique (Mehta et Gaur, 1999), car c’est un piégeur de radicaux hydroxyles et de l'oxygéne
singulier (Smirnoff et Cumbes, 1989 ; Matysik et al., 2002).
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4.4.2.2 Acide ascorbique

L’acide ascorbique, ou la vitamine C, est un antioxydant tres puissant. C’est un facteur
réducteur important, il est utilis¢ par I’APX pour réduire le H2O2 en eau (H20) avec
génération concomitante de monodéhydoascorbate (MDHA). Ce dernier est rapidement
transformé en dehydroascorbate et acide ascorbique (Gapper et Dolan, 2006). A coté, I’acide
ascorbique réagit d’une maniére non enzymatique en captant le superoxyde (O2"), ’oxygeéne

singulet (10,) et le radical hydroxyl (OH") (Li et Jin 2007).

4.4.2.3 Glutathion

Le glutathion (GSH) est un tripeptide (y-Glutamyl-Cystéine-Glycérine) (Figure 15)
possédant une fonction antioxydante grace au groupement thiol de la cystéine. Par oxydation,
deux molécules de GSH se dimérent grice a une liaison disulfure en une molécule de

glutathion oxydé (GSSG) (Borg et Reeber, 2004 ; Moussard, 2006).

A T’état normal, il est présent essentiellement sous sa forme réduite pour maintenir un
environnement réducteur dans la cellule. Cette forme est maintenue par la glutathion
réductase en utilisant le NADPH (Cabiscol et al., 2000). Son action détoxifiante peut étre
directe grace a son potentiel antioxydant qui est di a son habilité a donner I’hydrogene, ce qui
lui permet de réduire les radicaux libres. Cette réaction permet la réduction du peroxyde

d’hydrogene en eau (Réaction 8) (Foyer et Noctor, 2005).
2GSH + H,0, — 2 H,O + GSSG (Réaction 8)

En revanche, il réagit, de fagon non enzymatique, avec les autres especes radicalaires
de 'oxygene comme I’oxygene singulet, le radical superoxyde et le radical d’hydroxyle. 11
participe également a la régénération de ’ascorbate via le cycle ascorbate-glutathion. II est
aussi capable de chélater les ions métalliques grace au groupement thiol nucléophile de la

cystéine (Foyer et Noctor 2005).
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1 Objectif du travail

L’objectif de ce travail porte essentiellement sur I’identification des endophytes
bactériens résistants a des teneurs élevées en antimoine (Sb) et en arsenic (As) et sur I’étude
de leurs mécanismes de résistance. Ces microorganismes ont €té isolés a partir des racines de
deux plantes steppiques : Hedysarum pallidum et Lygeum spartum poussant sur les déblais de

la mine d’antimoine de la région d’Ain Babouch & Oum EI Bouaghi.

Dans un premier volet, on présente des techniques qui permettent d’étudier la
biodiversité des endophytes bactériens hébergés dans les tissus internes des racines des deux
plantes citées ci-dessus, puis de sélectionner les endophytes les plus résistants a I’antimoine et
a Parsenic et d’étudier leurs systémes antioxydants en présence de différentes concentrations
en ces deux métalloides. Cette premiere partie a été effectuée au Laboratoire de Biologie et

Environnement (LBE) de I"université des fréres Mentouri, Constantine 1.

Le deuxiéme volet est I’identification moléculaire des souches résistantes au Sb et As et
I’étude de leurs mécanismes physiologique et moléculaire de résistance vis-a-vis des
métalloides. Cette deuxiéme partie a été effectuée au laboratoire de Microbiologie, Adaptation
et Pathogénie (MAP), UMR 5240, INSA, Lyon I.

2 Caractéristiques de la zone d’étude

La zone d’isolement est une ancienne mine d’antimoine. Elle est située dans la Wilaya
d’Oum EI1 Bouaghi, dans le Nord-est algérien (35 ° 58 '37, 64 "N-7 ° 11' 22, 80" E 36 ° 01 '09,
78 "N-7 ° 14 '38, 38" E), dans la région d’Ain Babouche et plus précisément au flanc du
Djebel Hammimat (Figure 13). Cette région est caractérisée par des sols d’une forte teneur en
métaux lourds, notamment, ’antimoine et ’arsenic (Rached-Mosbah et al., 1992 ; Benhamdi
et al., 2014 ; Bentellis- Mosbah, 2014).

Selon Benhamdi et al. (2014), les concentrations des métalloides dans le sol de la zone
d’étude sont 62 000 + 4924 mg/kg pour le Sb et 2 300 £ 186 mg/kg pour I’As. Les mémes
auteurs ont montré que le pH de la zone d’étude varie entre 7,8 et 8,5 avec une moyenne de
8,01 £ 0,09. Ce qui indique que le sol est modérément alcalin. De plus, le taux de carbonate
de calcium (CaCO3) varie de 33,5 % a 48,22 % avec une moyenne de 38,7 % + 1,8. De telles

valeurs caractérisent en général les sols calcaires.
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L'analyse granulométrique réalisée par Benhamdi et al. (2014) a montré que les teneurs
en matiere organique (MO) du sol de la zone d'étude sont faibles & moyennes (0,69 % a 1,1
%). De plus, la teneur moyenne de la fraction argileuse est de 23,0 + 4,9 %, celle de la
fraction limoneuse est de 16,3 + 1,02% et de la fraction sableuse est de 53,7 + 3,22%. Ces

résultats montrent que le sol de la zone d’échantillonnage a en grande partie une texture

sableuse.
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Figure 13 : Localisation géographique du terrain d'étude
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3 Caractéristiquesdes plantes étudiées

Nous avons choisi Lygeum spartum Loefl. ex L. (une Poacea) et Hedysarum pallidum
Desf. (une Fabacea), deux espéces végétales ciblées dans notre étude en raison de leurs
capacités a croitre et a se reproduire sur les déblais de la mine d’antimoine du Djebel

Hammimat.

Par ailleurs, les études de Rached-Mosbah et al. (1992) et Bentellis- Mosbah (2014) ont
révélé que ces deux especes végétales sont dites indifférentes ou pseudométallophytes, car
elles sont résistantes a ’effet de ’antimoine généré par la mine et elles sont également
présentes sur des sols non métalliferes. De plus, des analyses chimiques réalisées lors d’une
autre étude sur quelques especes végétales au niveau de cette mine (Rached-Mosbah et al.,

1992) avaient révelé que H. pallidum accumulait le Sb, alors que L. spartum I’excluait.

3.1 Hedysarum pallidum

H. pallidum est une espéce pérenne qui appartient au genre Hedysarum (sulla ou
sainfoin d’Espagne) et a la famille des Fabaceae (légumineuses) (Ozenda, 1958). C’est une
plante vivace, cespiteuse et endémique du nord-africaine (Algérie, Tunisie et Maroc). Elle se
caractérise par de longues tiges plus ou moins prostrées, des inflorescences en grappes plus ou
moins allongées pouvant atteindre 10 a 15 cm a la fructification, de grandes fleurs rosées ou
blanches lavées de pourpre, parfois blanches, et des calices entierement hispides (Quezel et
Santa, 1962) (Figure 14A).

3.2 Lygeum spartum

L. spartum est une espéce steppique vivace, appartenant a la famille des Poaceae
(graminées). Elle est appelée communément le sparte en francais. En arabe, elle est nommee
Sennagh ou Sengha (Killian, 1948 ; Ozenda, 1958). C’est une plante caractérisée par un
ensemble de talles semblables qui lui donnent un aspect touffu. Elle est souvent confondue
avec l'alfa a Il'état végétatif (Quezel et Santa, 1962) (Figure 14B). C’est une endémique

d’Afrique du Nord (Algérie, Maroc et Tunisie) et d’Espagne.

Le sparte est une plante unciforme qui présente un rhizome rampant couvert d’écailles
brillantes. Les feuilles sont glauques, coriaces et cylindriques par suite de I'enroulement de
leurs bords. Cependant, il ne se présente pas comme l'alfa et est marqué par des ligules. Cette

plante possede une inflorescence constituée par une spathe, a I’intérieur de laquelle se situent
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2-3 épillets, cornés a la base, pour former un tube recouvert de longs poils soyeux (Quezel et
Santa 1962).

Hedysru‘pallldum " - Lygeum spartum

Figure 14 : Photos d’Hedysarum pallidum (A) et de Lygeum spartum (B) prises lors des
prélevements des échantillons dans la zone d’étude

4  Echantillonnage des plantes

La collecte des échantillons de racines des plantes a été faite aseptiquement au mois de
Février 2013 dans la région d’Ain Babouche sur le Djebel Hammimat (Algérie). La zone
d'échantillonnage sélectionnée se situe sur les déblais de la mine ou le niveau de pollution en

métaux était tres élevé.

Pour chaque plante, huit échantillons de racines saines sont choisis au hasard. Tous les
prélevements sont effectués dans des trous d’une profondeur de 10 cm environ a I’aide d’une
tariere stérile (flambée avec de 1’alcool sur place). Les racines profondes sont ensuite
prélevées, puis transvasées a 1’aide d’une spatule stérile dans des bocaux stériles et étiquetés.

Les échantillons ont été conservés a une température de — 20 °C jusqu’a leur utilisation.

5 Mise en évidence des bactéries endophytes

Avant d'étre ensemencées dans des boites de Pétri, les racines des deux plantes ont subi
une sterilisation superficielle afin d’éliminer les microorganismes qui tapissent la surface des
racines, tout en préservant la population microbienne endophyte. Les microorganismes
externes sont considérés comme des épiphytes et des contaminants qui adhérent a la surface

des racines.
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Pour cela, on a adopté la méthode décrite par Jiang et al. (2008) et Sheng et al. (2008),
qui consiste a un ringage délicat des racines sous 1’eau de robinet courante pour enlever les
impuretés qui s’y sont déposées (terre, poussiére, etc.) ; puis a des traitements en série par :
1’éthanol (75 %) pendant 2 minutes, puis I’hypochlorite de sodium (NaOCL) (5 %) pendant 1

minute et enfin les racines sont rincées trois fois a I’eau distillée stérile pendant 1 minute.

Une fois stérilisées, les racines sont coupées en petits segments de quelques millimetres
d’épaisseur et qui sont ensemencés sur des boites de Pétri contenant de la gélose nutritive
(GN) (Annexe 1a) a raison de 4 explants par boite ; chaque racine est ensemencée en trois
répliques. Le milieu utilisé est additionné de 10 mgL™ de I’ Amphotéricine B (Wolfratshausen,
Allemagne) pour inhiber toute croissance fongique pouvant géner la croissance d’éventuels

endophytes bactériens.

Les boites contenant les explants sont incubées a 30 °C pendant une semaine. Les
cultures sont examinées périodiquement ; chaque colonie apparue est isolée, purifiee et
conservée a 4 °C sur de la gélose inclinée en presence du glycérol 20 %. Si on n’observe pas

de colonies bactériennes se développant sur la GN, la racine est considérée comme stérile.

Pour vérifier I’efficacité de la désinfection des racines, des aliquotes de 0,3 mL d’eau
provenant du dernier rincage sont ensemences en nappe sur la GN contenant I’antifongique
précédemment cité. L’absence de toute croissance microbienne sur ces boites indique que
toutes les bactéries obtenues sur les boites contenant les fragments des racines, sont des

endophytes.

Au total, on a 96 explants pour chacune des deux especes, soit 192 fragments au total.
Chague boite ensemencée est considérée comme étant une unité de culture, nous avons ainsi

24 unités de cultures par espéce et 48 unités de cultures au total.

6 Fréquence de colonisation (FC)

La fréquence de colonisation ou d'infection (FC) et la fréquence d’isolement d’un
individu (FI) sont deux paramétres de suivi. Ils sont exprimés en % et calculés selon les

formules suivantes (Fisher et Petrini, 1987 ; Tejesvi et al., 2006) :
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FC% = (Le nombre des explants colonisés par les endophytes bactériens/nombre total des
explants ensemencés) x 100.

F1% = (Le nombre d’isolement d’un taxon/ nombre total des explants ensemencés) x 100
7  Biodiversité des endophytes

Cette partie concerne principalement I’isolement et la purification des bactéries
endophytes associées aux racines d’Hedysarum pallidum et de Lygeum spartum. L’examen
de leur diversité est effectué via des approches morphologiques et biochimiques, afin de les
caractériser et de les regrouper.

7.1 Purification des isolats

Afin de récupérer un maximum de diversité d'endophytes bactériens, l'utilisation de
différents milieux de culture spécifiques s’est avérée necessaire. Pour cela, chaque colonie
apparue a été prélevée et diluée dans 1 mL d’eau distillée stérile puis ensemencée sur des
milieux spécifiques dont le Mac Conkey, le Cetrimide, le Chapman et la Trypticase Soy Agar
(Annexe la). Plusieurs repiquages ont été effectués sur ces mémes milieux jusqu’a

I’obtention des souches pures.

7.2 Description morphologique

C’est la premiére étape de I’identification bactérienne d’une souche. Il s’agit d’une
description macroscopique des colonies isolées ; taille, forme, bords, degré d’opacité et
couleur. Cependant, I’observation des bactéries au microscope optique renseigne rapidement
sur la forme et la mobilité des cellules, ainsi que sur les arrangements ou les groupements

qu’elles constituent entre elles.

7.3 Test de Gram

La coloration de Gram est une double coloration qui permet d’avoir une idée sur la
forme, I'arrangement, la pureté et surtout les propriétés de la paroi des isolats. Cette coloration
est réalisée systématiqguement sur les différentes colonies purifiées pour mettre en évidence
les propriétés de la paroi bactérienne et préciser le caractere Gram positif ou Gram négatif.
Avec cette double coloration, les bactéries ayant une simple paroi seront dites bactéries a
Gram positive, elles apparaissent en violet foncé ; tandis que les bactéries pourvues d’une
membrane externe supplémentaire seront dites a Gram négatives et elles sont colorées en rose.

Les étapes de la coloration de Gram et les solutions utilisées sont détaillées dans I’annexe 1b.
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Les frottis ainsi obtenus sont soumis a une observation microscopique a immersion
(microscope Leica LAS EZ) au grossissement x 100. Cet examen microscopique permet non
seulement la détermination du Gram, mais il vérifie également la pureté des endophytes

isolés.

7.4  Type respiratoire

La détermination du type respiratoire permet d’observer le caractére des bactéries vis-a-
vis de 'oxygene. Le milieu utilisé est la gélose Viande-Foie (VF) (Annexe 1a). Ce milieu
contient du glucose comme source du métabolisme énergétique, et ne contient pas de nitrates,

accepteurs d’¢lectrons.

Avant d’étre ensemencés, les tubes contenant le milieu VF doivent étre régénérés par un
séjour d’une demi-heure au bain-marie bouillon puis refroidis a 45 °C. Ces tubes sont
ensemences par des pipettes Pasteur scellées en réalisant des tours de spires du fond du tube a
1 cmen dessous de la surface de la gélose. Ensuite, les cultures sont incubées a 30 °C pendant
24 h.

7.5 Type de métabolisme du glucose (test OF)

Cette étude est réalisée sur milieu Hugh et Leifson; c’est un milieu semi solide
additionné d’un indicateur de pH et de 10 % de glucose par filtration (filtre 0,2 um) (Annexe
1a). Deux tubes contenant ce milieu sont ensemences par piqdre centrale a ’aide d’une anse
de platine a fil droit chargé de culture jeune. L un des tubes est recouvert par de 1’huile de
paraffine (1cm environ) pour créer une condition d’anaérobie. A la fin, les cultures sont

incubées a 30 °C pendant 24 h.

7.6 Test de I’oxydase

Le principe de ce test repose sur la recherche de I’oxydase, une enzyme respiratoire qui
catalyse la réaction d’oxydation d’un substrat organique, le N diméthyl paraphényléne
diamine. Le test s’effectue sur une culture jeune. Un test positif se traduit par une coloration

violette pourpre en 10 secondes.

7.7 ldentification biochimique a Paide des galeries API®

Des galeries API-20E, API- 20NE et API-Staph (BioMérieux) ont été utilisées afin de

compléter I’identification des isolats. Ces tests biochimiques permettent en général de
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distinguer les especes, méme étroitement apparentées entre elles. Le choix de la galerie est
fondé sur les caractéres morphologiques de I’isolat (la forme, la mobilité et la coloration de

Gram), le type respiratoire, le métabolisme du glucose et le test de ’oxydase.

Une colonie bactérienne de la souche a identifier est prélevée a partir d’une culture
jeune et mise en suspension dans 5 mL d’eau stérile. 200 pL de cette suspension sont inoculés
dans chacun des 20 microtubes de chaque galerie. Pour les microtubes ADH, LDC, ODC, H>S
et URE la cupule est remplie par de I'huile de paraffine afin de créer des conditions
d’anaérobiose. Finalement, la boite d’incubation est fermée puis incubée & 30 °C pendant 24
h. Les réactions produites pendant I'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés
ou révélés par l'addition de réactifs (TDA, JAMES, VP1 et VP2, NIT1 et NIT2 et la poudre de

zinc).

La lecture des résultats se fait en se référant a un tableau de lecture fourni par le
fabriquant. Les résultats des tests sont introduits dans une matrice de calcul fournie par le

laboratoire MAP, Lyon, France.

8 Impact de I’antimoine et de I’arsenic sur les bactéries endophytes

Cette manipulation consiste a tester 1’impact des deux métalloides, 1’antimoine (Sb) et
I’arsenic (As), sur les bactéries endophytes isolées. Au cours de ce test, nous avons réalisé deux
séries d’expériences ; la premiére sur le milieu solide avec différentes concentrations
métalliques, et la deuxiéeme avec les mémes échantillons et les mémes concentrations

métalliques, mais en utilisant un milieu liquide.

Les sels de métaux ont été ajoutés au milieu stérilisé a partir des solutions en stock
stériles conservées a 4 °C. Les produits métalliques utilisés pour cette étude sont : le tartrate
antimonyl et de potassium trihydrate (CgHsK2012Sh2 3H20 Sigma-Aldrich) (Sb I11), et le
sodium metaarsenite (NaAsO2 Sigma-Aldrich) (As I11).

8.1 Préparation de I’inoculum

50 pL de chaque souche bactérienne pure sont transvasés dans un tube contenant 5 mL du
bouillon nutritif, et incubés a 30 °C pendant 24 h. Ces cultures constituent des inoculums pour

des tests de toxicité vis-a-vis de I’antimoine et de I’arsenic.
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8.2 Tests de toxicité in vitro

8.2.1 Sur milieu solide

Chaque culture obtenue est ensemencée dans des boites de Pétri contenant la gélose de
Luria Bertani (LB) modifié (Annexe 1a) supplémentée en Sbh et en As séparément et a
différentes concentrations variant de 0 (témoin) jusqu’au 450 mM pour I’antimoine, et de 0 a
175 mM pour I’arsenic. Apreés incubation a 30 °C pendant 24 h & 48 h, la croissance bactérienne
est révélée par ’apparition de colonies. La concentration minimale inhibitrice de chaque métal
pour une souche microbienne donnée, est celle qui inhibe totalement la croissance microbienne

(absence totale de colonies).

8.2.2 Sur milieu liquide

Dans chaque essai, 0,5 mL de I’inoculum sont ensemencés dans des tubes contenant 9,5
mL du bouillon Luria-Bertani (LB) modifié contenant les mémes concentrations
précédemment utilisées pour chaque métalloide (Sb et As). Le tube contenant le milieu sans
métal a eté utilise comme témoin. Les tubes sont incubés dans un incubateur agitateur a 30 °C
pendant 24-48 h a 150 rpm. La tolérance des bactéries a ces deux métalloides a été évaluée
sur la base de la croissance observée (présence d’un trouble). La concentration minimale
inhibitrice de chaque métal pour une souche bactérienne donnée est celle qui inhibe

totalement la croissance microbienne (absence totale de trouble)

9 Identification moléculaire des bactéries résistantes a I’antimoine et a ’arsenic

Les bactéries résistantes sont soumises a des tests d’identification macro et
microscopiques ainsi qu’a des tests biochimiques complémentaires avec les galeries API®
(Bio Mérieux). L’identification moléculaire de ces souches a été effectuée via I’amplification
du gene d'’ADN correspondant a I'ARNr 16S. Apres le séquencage des amplifiants, leur
alignement est effectué avec des séquences de références du GenBank. L’arbre
phylogénétique et les distances évolutives ont été calculés a l'aide du programme MEGA7

(Molecular Evolutionary Genetic Analysis 7).

9.1 Extraction de PADN génomique

L’extraction de I’ADN génomique des souches a identifier permet d'obtenir le gabarit

pour I'amplification du géne codant pour I’ARNr 16S par PCR. L’extraction a été realisée
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avec le kit Wizard® Genomic DNA Purification. Le protocole suivi est celui fourni par le
fabricant (Annexe 2a).

9.2 Amplification du géne correspondant a I'ARN 16S

9.2.1 Principe de la Polymerase Chain Reaction (PCR)

La technique de la PCR permet I’amplification simultanée des deux brins de I’ADN
aprés la dénaturation thermique du double brin. Elle est effectuée par une ADN polymérase
thermostable en présence de deux amorces, reverse et forward (sens et antisens). L’opération

est répétée plusieurs cycles, dont chaque cycle de synthése est constitué de trois étapes :

1. La dénaturation de la matrice d’ADN par chauffage a 95 °C.
2. L’hybridation des amorces a I’ADN simple brin réalisée a une température (Th)
dépendante de la composition en base des oligonucléotidique.

3. L’extension des amorces par I’ADN polymérase réalisée a 72 °C en présence de dNTP.

9.2.2 Optimisation de la PCR avec la Prim STAR polymérase

Dans un volume final de 25 pL sont ajoutés 1 uLL d’ADN a amplifier, 12,5 pL de Prim
Star et 1,5 pL de chacune des amorces, fD1 (5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)) et rP2
(5-ACGGCTACCTTGTTACGAC-3) (Sigma). Une amplification classique, de 35 cycles, est
réalisée par le thermocycleur (Bioer) précédée par une étape de dénaturation de 15 secondes a
98 °C, une phase d’hybridation de 10 secondes a 50 °C et une phase d’¢longation a 72 °C
(Annexe 2b).

9.2.3 Verification des amplifiats par électrophoreése

L’électrophorése est réalisée sur un gel d'agarose a 0,8 %, il a été préparé dans un
tampon TAE 1X (Tris-Acétate-EDTA). Les produits de la PCR sont mélangés a un colorant,
de faible masse moléculaire par rapport au fragment d'ADN, avant de les déposer dans le gel

d’agarose, pour marquer le fond de migration au cours de I'¢lectrophoréese.

Le gel polymérisé est recouvert par le TAE 1X. Les échantillons a tester aussi bien le
marqueur de taille, Exact Ladder DNA PreMix 2 Log (0,1-10 kb), ainsi que le témoin négatif
sont déposés dans les puits. Ensuite, le gel est déposé dans une plaque de migration sous

tension de 100 V pendant 30 min.
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La révélation des bandes est effectuée par I’'immersion du gel dans une solution de
bromure d'éthidium (BET) (1 pg/mL). Ce dernier intercale les acides nucléiques et se fixe
entre les bases nucléiques a l'intérieur de la double hélice et rend I’ADN fluorescent sous les

rayons ultraviolets (UV).

9.2.4 Séquencage et analyse des séquences

Pour I’identification des souches résistantes, 17 pL de produits de PCR contenant 20
ng/uL d’ADN amplifié sont envoyés pour les séquencer. Le séquencage des amplifiants est

effectué par une société privée (Villeurbanne, Lyon, France).

Les résultats du séquencage des souches sont obtenus sous forme de séquences de
nucléotides. Elles sont par la suite comparées avec la banque de données du site du NCBI
(National Center for Biotechnology Information databases) grace au programme BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) afin d’identifier les taxons les plus proches.
L’alignement des sequences du géne d’ARNr 16S avec d'autres séquences homologues du
GenBank est effectué en utilisant le logiciel Clustal W (Larkin et al., 2007) pour définir la
séquence consensus. Apres avoir aligné les séquences, 1’arbre phylogénétique est construit a
I’aide du programme MEGA version 7 (Kumar et al., 2016), selon la méthode du "Neighbor
Joining™ (NJ) (Saitou et Nei, 1987). Les distances évolutives sont calculées par la méthode de
p-distance (Nei et Kumar, 2000).

10 Etude du stress oxydatif des bactéries endophytes résistantes

10.1 Préparation de la biomasse bactérienne

Pour les essais des biomarqueurs antioxydants, le milieu Luria-Bertani (LB) modifié
est utilisé pour éviter la précipitation des métaux. Dans chaque essai, 1 mL d'une préculture
de 24 h (contenant environ 4 x 10° UFC) est ensemencé dans des Erlenmeyer de 250 mL
contenant 50 mL de bouillon LB modifié stérile (Annexe 1a), et contenant différentes
concentrations d’antimoine et d’arsenic séparément. Toutes les cultures sont réalisées en trois
répétitions et incubées dans un incubateur rotatif (New Brunswick Scientific, Co., Inc., NJ,
USA) a 150 rpm, pendant 24 h a 30 °C.
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10.2 Changement de pH

Avant I’ajout des solutions métalliques, le pH du milieu est maintenu & environ 7 en
utilisant le tampon citrate (50 mM, pH 7). Le pH du milieu de culture a été mesuré avant et

apres fermentation.

10.3 Estimation de la croissance

La croissance bactérienne est estimée par la mesure de ’absorbance a 650 nm (Abs650)
(Perkin Elmer UV/VIS Spectrometer Lambda 25). Pour chaque lot d’expériences, la valeur de
I’absorbance mesurée sur le milieu de culture sans métal est prise comme 100 % de référence
pour normaliser les données. La croissance en présence de métal est ensuite exprimée en

pourcentage par référence a la croissance sans metaux.

10.4 Détermination du H2O> intracellulaire

Les niveaux de peroxyde d'hydrogéne sont déterminés selon la méthode de Sergiev et
al. (1997). La biomasse de 24h de chaque culture est récupérée par centrifugation a 8 000 g
pendant 15 min a 4 °C, puis lavée avec de l'eau désionisée stérile. La biomasse est
homogénéisée dans un bain de glace avec 5 mL de TCA 0,1 % (w : v). L'homogenat est
centrifugé a 12 000 g pendant 15 min. 0,5 mL du surnageant est ajouté a 10 mL de tampon
phosphate 0,5 mM (pH 7) et 1 mL du KI 1 M. L'absorbance est lue a 390 nm. Le taux d’H20>

est déterminé a partir d’une courbe d’étalonnage (Annexe 3b).

10.5 Détermination de la proline intracellulaire

La teneur en proline libre est déterminée par la méthode décrite par Troll et Lindsley
(1955). 0,1 g de biomasse fraiche (précédemment décrite) sont broyés dans un bain de glace.
2 mL de méthanol 40 % (v : v) sont ajoutés, aprés incubation a 85 °C pendant 60 min et
refroidissement a température ambiante, 1 mL de la solution d'extraction est mélangé avec 2
mL d’acide acétique, 25 mg ninhydrine et 1 mL d’un mélange contenant: 1’acide acétique,
I’eau distillée, I’acide orthophosphorique (120 : 300 : 80) (v : v : v). L'homogénat est porté a
ébullition pendant 30 minutes et ensuite placé dans un bain de glace a fin d’arréter la réaction.
Pour permettre la séparation des phases, le toluéne est ajouté au mélange et agité
vigoureusement. L'intensité de la couleur rouge de la phase supérieure est lue a 528 nm. La
concentration de la proline est déterminée, en utilisant le coefficient d'extinction 0,62 pM™

cm?, par rapport au poids frais.
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10.6 Préparation de I’extrait enzymatique

Les biomasses sont récupérées aprés 24h d’incubation a partir de la culture en batch
(30°C/150 rpm) par centrifugation, a 8 000 g pendant 15 min a 4 °C. Les culots ainsi obtenus
sont lavés avec de I'eau désionisée stérile puis suspendus dans un tampon phosphate glacé 50
mM (pH 7) contenant 0,1% de triton X-100 (v:v) et 1% de polyvinyl pyrrolidone (PVP) (w:v).
Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation & 10 000 g & 4 °C pendant 15 min, et le
surnageant obtenu est utilisé pour déterminer le niveau de la peroxydation lipidique et des
activités enzymatiques spécifiques (CAT, POD, APX et SOD).

10.6.1 Détermination du malonyldialdehyde (MDA)

La teneur en malondialdéhyde (MDA), le produit final de la peroxydation lipidique,
est dosée selon la méthode de Dhindsa et al. (1981) et Kosugi et Kikugawa (1985). Une
aliquote de 0,5 mL de I'extrait est ajoutée a 1 mL de 20 % (w : v) d'acide trichloroacétique
(TCA) et 0,5 % (w : v) dacide thiobarbiturique (TBA). Le mélange est incubé a 95 °C
pendant 30 minutes. La réaction est arrétée en placant les tubes dans un bain de glace. Une
centrifugation est réalisée pendant 10 minutes a 10 000 g, I'absorbance du surnageant est lue a
532 nm et a 600 nm. La valeur de I'absorbance non spécifique a 600 nm est soustraite de la
valeur de 532 nm. La quantité du complexe MDA-TBA (pigment rouge) est calculée en

utilisant I'absorbance ajustée et le coefficient d'extinction 155 mM™ cm .

10.6.2 Activités enzymatiques antioxydantes

10.6.2.1 Catalase

L’activité de la Catalase (CAT) (EC.1.11.1.6) est mesurée en utilisant la méthode de
Chance et Maehly (1955). Le mélange réactionnel est préparé par addition de 0,1 mL d'extrait
enzymatique et 2,9 mL de peroxyde d'hydrogene a 50 mM dans du tampon phosphate 50 mM
a pH 7. La décomposition du peroxyde d'hydrogene est suivie directement en mesurant la
diminution de l'absorbance a 240 nm (39,4 mM™ cm™). Les variations de I'absorbance sont
lues chaque minute au cours des 3 premiéres minutes. L'activité spécifique de la CAT

correspond a la quantité du H20. consommée par mg de protéine.

10.6.2.2 Peroxydase

L’activité de la peroxydase (POD) (EC.1.11.1.7) est mesurée selon la méthode de

Chance et Maehly (1967). Le mélange réactionnel est constitué de 0,5 mL d'extrait
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enzymatique, 2 mL tampon phosphate 10 mM (pH 6,8), 1 mL de 0,01 M pyrogallol et 1 mL
de H202 50 mM. La réaction est arrétée par I’ajout d’acide sulfurique 24 % (v : V) apres
incubation pendant 5 minutes a 25 °C. La solution de référence est préparée dans les mémes
conditions, mais H>SO4 est ajouté avant I’incubation. La quantité du purpurogalin libérée
apreés la réaction du pyrogallol avec H202 est mesurée a 420 nm. L'activité enzymatique est

exprimée en unité (U mg™) qui correspond a 0,1 absorbance min ! mg™ de protéines.

10.6.2.3 Ascorbate peroxydase

L’activité de I’ascorbate peroxydase (APX) (EC.1.11.1.11) est dosée selon Nakano et
Asada (1981) en mesurant la diminution de I'absorbance de l'ascorbate oxydée a 290 nm
(e = 2,8 mM? cm™). Le mélange réactionnel, d’un volume total de 1 mL, contient I'extrait
enzymatique, 50 mM de H2O, dans du tampon phosphate 50 mM (pH 7) et 0,5 mM

d'ascorbate dans le méme tampon.

10.6.2.4 Superoxyde dismutase

L'activité totale de la superoxyde dismutase SOD (EC.1.15.1.1) est quantifiée selon le
procéde de Marklund et Marklund (1974). Le mélange réactionnel est composé de 2,85 mL
tampon Tris-HCI 0.1 mM (pH 8,2), 25 uL pyrogallol 24 mM et 0,1 mL de la préparation
enzymatique. Le blanc est réalisé avec les mémes quantités de réactifs, mais sans I’ajout de
I'enzyme. Aprés 30 s, l'absorbance est lue a 420 nm. Une unité est définie comme la quantité

d'enzyme nécessaire pour inhiber 50 % de l'auto-oxydation du pyrogallol.

10.6.2.5 Dosage des proteines

Le taux des protéines solubles est estimé selon la méthode de Lowry et al. (1951), en

utilisant le sérum albumine bovine (BSA) comme standard (Annexe 3c).

10.7 Etude statistique

Les résultats expérimentaux sont des moyennes £ SEM (Somme des Erreurs Moyenne)
des expériences effectuées en triple. Les données ont été analysées a l'aide d'une analyse de la
variance (ANOVA) suivie du test de Tukey. Le traitement des résultats est effectué moyennant
les logiciels XLStat 2014 avec un seuil de signification de 5 %. Des associations univariées
ont été mesurées a travers les corrélations marginales de Pearson entre la concentration des

métalloides et chacune des autres variables incluses dans I'analyse.
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11 Formation de biofilms par les bactéries endophytes résistantes

Les puits de deux plaques de polystyrene de 24 puits ont été remplis par 2 mL du
milieu : LB, M63G et LB modifié et inoculé avec 10 uL d’une préculture des souches
étudiées et la souche de référence, E. coli W 3110. Aprés 24 h et 48 h d’incubation a 30 °C, la
phase liquide a été délicatement aspirée, c’est la fraction surnageant. Les puits sont lavés afin
d’éliminer les bactéries faiblement adhérées aux parois des puits. Les bactéries collées a la
paroi des puits, la fraction biofilm, sont fixées par incubation a 80 °C pendant 1 h 30 min au
four Pasteur, puis colorées par addition d’une solution du cristal violet a 1 % pendant 15 min.
Les puits sont alors rincés plusieurs fois avec de I’eau distillée avant d’étre séchés a ’air libre,

puis scannés. L’intensité de la coloration est proportionnelle au nombre de bactéries adhérées.

12 Détermination du seuil de toxicité de quelques metaux

12.1 Sur milieu solide

50 pl de préculture contenant 10° bactéries / mL de chaque souche résistante et de la
souche référence E. coli W 3110, sont ensemenceés en spirale par un automate sur un milieu
M63G gélosé. Dans chaque boite, deux disques stériles sont ajoutés puis imbibés par des
solutions méres de 50 mM des différents métaux : Ni, Co, Pb, Cd, Hg et Cu. Chaque culture
est réalisée en trois répliques. Les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés apres

incubation a 30 °C pendant 24 h par le Scan 500, version 7.0.14.0.

12.2 Sur milieu liquide

Des cultures de 200 ul sont réalisees en milieu M63G liquide dans une plaque de 96
puits transparents (Nunc R). Ces milieux sont supplémentés par des concentrations croissantes
de métaux. Les cultures sont agitées a 30°C pendant 24h. L’absorbance a 600 nm (AbsSeoo) est

lue toutes les 20 min grace a un lecteur de plague, le TECAN (Magellan infinite M200 pro).

13 Tests de résistance aux antibiotiques

50 pl de chaque culture des souches résistantes et la souche de référence contenant 108
bactéries / mL sont ensemencés en spirale par un automate sur un milieu M63G gélosé. Les
trois disques stériles ajoutés sont imbibés par des solutions d’antibiotiques; le
chloramphénicol (2 ng/mL), ’ampicilline (10 ng/mL) et la kanamycine (5 ng/mL). Les
diametres des zones d’inhibition sont mesurés aprés incubation & 30 °C pendant 24 h par le

Scan 500, version 7.0.14.0.
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14 Etude moléculaire de la résistance aux métalloides

14.1 Extraction de ’ADN plasmidique des endophytes résistante

14.1.1 Principe

La méthode par lyse alcaline « miniprep », adaptée de Birnboim et Doly (1979),
permet d’extraire de I’ADN plasmidique en petite quantité. Cette méthode est basée sur la
dénaturation différentielle de I’ADN génomique de structure relachée, et de I’ADN
plasmidique superenroulé. Lorsque la sode est ajoutée au lysat cellulaire, seul I’ADN
génomique est dénaturé de facon irréversible. Si 1’on ajoute alors de 1’acide et du sel, ’ADN
chromosomique se réassocie en un réseau insoluble qui peut étre éliminé par centrifugation,

alors que I’ADN plasmidique reprend sa forme superenroulée native soluble.

14.1.2 Protocole

1,5 mL d’une culture de nuit sont centrifugés a 12 000 rpm/ 3 min. Le culot est
suspendu dans 100 pL de la solution A froide (Annexe 2c). Le mélange est laissé a
température ambiante pendant 5 min et sous agitateur. Ensuite, 200 puL de la solution B
(Annexe 2c) sont ajoutés au melange ; celle-ci va permettre la lyse des cellules bactériennes
et la dénaturation de I’ADN. Le mélange est agité par inversion jusqu’a ce que la solution
devienne transparente et visqueuse (maxi 5 min). Puis, 150 pyL de la solution C froide sont
ajoutés (Annexe 2c), elle contient de I’acétate de sodium. Ce dernier provoquer ainsi la
renaturation de ’ADN chromosomique qui forme un blob insoluble. La mixture est ensuite

laissée 2 min sur glace, puis elle est centrifugée 10 min a 12 000 rpm.

Le surnageant contenant I'ADN plasmidique est récupéré dans un nouveau tube
Eppendorf contenant 1 mL d’éthanol pur afin de faire précipiter I’ADN plasmidique. A
nouveau, une centrifugation de 10 min a 12 000 rpm est effectuée. Le culot est alors repris et
lavé par 1 mL d’alcool 70 % avant d’étre une derniére fois centrifugé, 5 min a 12 000 rpm,
puis séché 5 min au Speed vac puis, dissout dans 30 pL d’eau osmosée stérile additionnée de
RNAse diluée. Pour vérifier 'efficacité de I’extraction, 2 pL du plasmide ainsi obtenu sont

déposés sur le gel d’agarose 0,8 %.

14.2 Quantification de I'ADN

La concentration d'’ADN a été déterminée par un Nanodrop spectrophotometre a 260

nm. Cet appareil permet également d'évaluer la pureté de IADN extrait par comparaison de
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I’absorbance a 260 nm et a 280 nm. En effet, 'ADN absorbe & 260 nm, alors que les protéines
présentent un spectre global avec un pic d'absorption a 280 nm. Le ratio Azeo/A2g0, d'Une

solution suffisamment pure, doit étre compris entre 1,5 et 2.

14.3 Transformation bactérienne

Deux méthodes de transformations sont utilisées au laboratoire de MAP : la méthode
chimique basée sur un traitement des cellules au TSS et la méthode par électroporation, qui

permet souvent de meilleurs rendements de transformation

14.3.1 Transformation par ’ADN plasmidique

Dans I’expérience effectuée, les plasmides sont introduits dans les cellules
d’Escherichia coli W3110, rendues compétentes par un traitement au tampon de
transformation TSS (Transformation Storage Solution) selon la méthode décrite par Chung et
al. (1989).

Une culture d’E. coli W3110 est effectuée sur milieu LB jusqu'a une densité optique de
Abseoo = 0,4. Ensuite, 1mL de cette culture est centrifugé a 4000 g pendant 5 min a 4 °C. Le
culot est repris délicatement par 0,1 mL d’une solution de TSS froide (polyéthylene glycol
(PEG) 10 %, MgCl> 10 %, MgSO4 10 mM, Diméthylsulfoxyde (DMSQO) 5 % dans LB). Pour
la transformation, 5 pL de plasmide sont ajoutés aux cellules compétentes. Le mélange est
laissé 30 min dans la glace afin de figer la membrane. Apres addition de 900 uL du LB, la
culture est incubée a 37 °C pendant 1 h; ce qui permet la restauration de la fluidité des

membranes, I’incorporation des plasmides et I’expression des génes nouvellement incorporés

Enfin, la suspension bactérienne obtenue est étalée sur des milieux sélectifs, contenant
des antibiotiques (I’ampicilline (100 pg/mL), la kanamycine (50 pg/mL) et le
chloramphénicol (20 pg/mL). Les boites sont incubées a 37 °C pendant 24 h a 48 h. Le(s)
clone(s) apparu(s) sera (seront) ensemencé(s) sur LB modifié supplémenté par le Sb et I’As, et
sur du M63G additionné du Ni et du Co.

14.3.2 Transformation par I’ADN génomique

Cette étape vise a la recherche de(s) géne(s) chromosomique(s) responsable(s) de la

résistance a I’antimoine chez I’endophyte résistant a ce métalloide.
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14.3.2.1 Vecteur et souche sauvage

Le plasmide utilisé pour cloner le gene de résistance a I’antimoine est le pUC 18

(Figure 15). C’est un ADN circulaire double brin de 2686 paires de bases. 11 contient :

- Le gene amp": La présence de ce géne permet a la bactérie porteuse de ce plasmide
de ne pas étre sensible a l'effet de ’ampicilline.

- Le promoteur du géne lacZ.

- Un site polylinker : une région avec des sites multiples pour des enzymes de
restriction. Elle peut recevoir une séquence d’ADN étrangére par recombinaison.

- Enfin, la séquence de la partie NH> terminale du géne de la B-galactosidase. Elle est

indispensable pour que la bactérie hdte puisse faire la réaction de cette enzyme

Hindlll
Sphl
Sbfl
Pstl
BspMI
Accl
Hincll
Sall
Xbal
- Ean’liHl
% va
MCS * Smal
. i ; Xmal
LacR binding site AccB5I

Plac gpn:l
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puc1s8 Eco53kl
Sacl

Apol
2686 bps EggRl

pPMB1 ori

Figure 15 : Carte de restriction du plasmide pUC 18

Les plasmides clonés sont transféres, par électroporation, dans E. coli TOP ten
¢électrocompétente. Les cellules d’E. coli W3110 sont rendues compétentes aprés une
collection par centrifugation a froid lorsqu’elles sont en phase exponentielle et a une densité

suffisante.

14.3.2.2 Digestion par les endonucléases de restriction

Une digestion enzymatique est effectuée pour I’ADN génomique de la souche résistante
a I’antimoine et du plasmide pUCI8 en utilisant deux enzymes de restriction differents :

Sau3A et BamHL1, respectivement.

-Pour la digestion de I’ADN génomique, on a pris 20 uL. d’ADN, 1 pL d’enzyme. 4 pL
de tampon, 4 puL du BSA dans un volume total de 40 pyL. Aprés incubation a 37 °C pendant
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5 min, la réaction est arrétée en désactivant de la Sau3A par incubation a 65 °C pendant 20
minutes. 2 uL mélange sont déposés sur un gel d’agarose 0,8 % afin de vérifier I’efficacité de

la digestion de I’ADN génomique.

- Pour la digestion de I’ADN plasmidique 10 uL de pUC18 sont mélangés avec 1 pL de
BamH1 et 2 pL de tampon dans un volume total de 20 pL. Aprés incubation a 37 °C pendant
une nuit, une déphosphorylation est effectuée afin d’éviter la refermeture du plasmide. Cette
étape est effectuée en ajoutant 1 pL d’antarctic phosphatase et 2,5 pL de son tampon au
mélange de digestion. Apres incubation a 37°C pendant 1 h 30, I’ADN est purifié¢ en utilisant
le kit PCR clean-up, gel extraction (MACHEREY — NAGEL). 2 pL du mélange sont déposés

sur un gel d’agarose 0,8 % afin de vérifier I’efficacité de la digestion du plasmide.

14.3.2.3 Ligation de ’ADN

Apreés restriction et déphosphorylation du plasmide pUC 18, la ligature est faite dans un
volume total de 15 pL ; dans lequel on a mis ’ADN génomique digéré et le plasmide Pucl8
linéarisé avec un rapport insert / vecteur (2 : 1), en présence de 1,5 puL tampon ligase 10X et
1,5 uL de T4 DNA ligase. Pendant une nuit d’incubation a 19 °C, cette enzyme catalyse la
formation d'un pont phosphodiester entre un 3' OH et un 5' phosphate, elle permet la

formation d’un nouveau plasmide contenant les génes de la souche étudiée.

14.3.2.4 Electroporation

L'électrocompétence des cellules d’E. coli est effectuée suite a leur croissance sous
agitation jusqu'en phase exponentielle. Les cellules ont subi une succession de centrifugation
en alternance avec plusieurs lavages avec de I’eau distillées stérile froide. Les cellules d’E.
coli TOP ten compétentes, sont récupérées dans le glycérol a 20 % stérile, elles sont ensuite

utilisées pour I'électroporation.

Pour la transformation de bactéries TOP ten compétentes, un protocole d'électroporation
a été réalisé. 50 pL de cellules électrocompétentes sont mélangés avec de plasmides clonés
(20-40 ng/uL). Ce mélange est placé dans une cuve d'électroporation stérile et refroidie dans
la glace. L’échantillon est soumis a un choc électrique, trés bref et de trés forte intensité
(voltage de 2500 V), genéré par un électroporateur (Electroporateur 2510). L’application du
champ électrique induit des ruptures réversibles de la membrane cellulaire, en préservant la

viabilité des cellules et en leur permettant une perméabilité membranaire pendant quelques
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minutes. Les pores ainsi formés permettent aux plasmides de pénétrer dans la cellule

bactérienne.

Aprés impulsion électrique, les cellules sont reprises dans 1 mL de milieu LB glacé et
incubées 1 h & 37 °C. A la suite de cette culture d’expression, les cellules sont centrifugées et
le culot étalé sur milieu LB contenant I’ampicilline, le X-Gal et l'isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG). Les boites sont incubées a 30 °C pendant 24 a 48 h. Les
colonies blanches, résistantes a I’ampicilline et incapables de produire la B-galactosidase, sont
sélectionnées et isolées comme candidates potentielles portant une fusion génétique d’un ou
des génes chromosomiques de 1’endophyte bactérien résistant a I’antimoine. Elles constituent

donc une banque de clones et elles seront donc retenues pour la suite du travail.

14.3.2.5 Criblage de la banque

Pour sélectionner les clones résistants a la présence d’antimoine, la banque est
transférée sur des boites de Pétri contenant du milieu LB modifié, supplémenté avec du Sb a
une concentration de 400 mM. Ces boites sont incubées pendant 24 a 48 h a température
30 °C. Le ou les clone (s) poussant sur ce milieu sera (seront) ensemencé(s) sur LB modifié

liquide supplémenté par differentes doses en Sh.
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Résultats et discussion

1  Choix des plantes

Les études antérieures realisées par Rached-Mosbah et Gardou (1988), sur les
communautés végétales de la mine d'antimoine de Djebel Hamimat, ont mis en évidence
I’effet des taux élevés de Sb sur la végétation spontanée des sols qui entourent les déblais de
mines. En 1992, Rached-Mosbah et ses collaborateurs ont réparti les espéces végétales,
poussant dans cette zone, en trois catégories selon leur comportement vis-a-vis des teneurs en
métalloides. Certaines espéces végétales ont pu survivre sur des sols trés pollués par
I’antimoine et I’arsenic, elles sont dites toxicophytes (ou résistantes). D’autres sont non
résistantes, elles n’ont pu se développer que dans des sols a faible teneur en métalloides, elles
sont appelées toxicophobes. Alors que les espéces dites indifférentes, sont capables de
pousser aussi bien sur les sols a fortes concentrations en métalloides que sur les sols a faibles

concentrations

Dans notre étude, deux plantes indifférentes sont sélectionnées ; Hedysarum pallidum
Desf. et Lygeum spartum L. Celles-ci ont la capacité de tolérer de fortes concentrations en
métalloides dans le sol (Rached-Mosbah et al., 1992).

» Hedysarum pallidum Desf., est une Fabaceae. Elle est connue par son caractére
fertilisant des sols par la fixation de 1’azote atmosphérique. Elle pousse dans les zones
arides et semi-arides (Hannachi-Salhi et al., 2004). Elle peut concentrer en moyenne
72,20 + 16,80 mg/kg de Sb et 10,75 + 2,60 mg/kg d’As dans ses parties supérieures et
90,02 + 11,48 mg/kg de Sb et 27,00 £ 7,37 mg/kg d’As dans ses racines (Benhamdi et
al., 2014).

» Lygeum spartum L., est une Poaceae qui peut tolérer des conditions extrémes telles
que la sécheresse, la salinité et les températures élevées (Nedjimi, 2009). D’ailleurs,
cette plante est utilisée comme un bioindicateur de la salinité des sols (Alvarez et al.,
2001). Elle est capable d’accumuler en moyenne 61,04 + 8,10 mg/kg de Sb et 71,66 +
29,36 mg/kg d’As dans sa partie racinaire, et 18,58 + 3,53 mg/kg de Sb et 5,58 + 2,39
mg/kg d’As dans sa partie aérienne (Benhamdi et al., 2014).

Selon les analyses effectuées par Benhamdi et al. (2014), sur les parties aériennes et
racinaires de ces deux plantes, il ressort que les concentrations des métalloides (Sb et As)
accumulés dans les tissus des deux plantes sont supérieures aux valeurs de réféerences de la
phytotoxicité de I’antimoine (5-10 mg/kg) (Levresse et al., 2012) et des concentrations

typiques de I’arsenic (0,01-1,5 mg/kg) (Alloway, 1995). Ces teneurs sont également beaucoup
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plus élevées a celles rapportées par Rached-Mosbah et al. (1992) qui ont étudié les mémes

espéces de la méme zone.

Par ailleurs, 1I’étude de Benhamdi et al. (2014) a montré que L. spartum accumule les
deux métalloides beaucoup plus dans ses racines que dans ses parties supérieures,
contrairement a H. pallidum qui accumule le Sb dans la partie aérienne et racinaire. De plus,
la concentration d’As dans les racines d’H. pallidum est supérieure a celle de la partie
aérienne, mais qui demeure toujours trés inferieure par rapport a celle mesurée dans les

racines de L. spartum.

2 Mise en évidence des endophytes bactériens

Aprés désinfection des huit racines saines des deux plantes, les échantillons sont mis en
culture sur GN additionnée d’un antifongique a 30 °C. Les premieres colonies bactériennes
commengaient & apparaitre apres 48 h d’incubation, a partir des segments racinaires des deux
plantes (Figure 16 A et B). Contrairement aux boites qui ont été ensemencées par 1’eau du
dernier rincage des racines, aucun microorganisme n’a poussé (Figure 16 C). Ce qui signifie
que toutes les bactéries obtenues sont des endophytes ; ils émergent les tissus internes des

racines saines d’Hedysarum pallidum et de Lygeum spartum. Ce qui montre la présence de

A

bactéries endophytes dans le systeme racinaire des deux especes végétales.

Figure 16 : Développement de colonies bactériennes endophytes a partir des racines d’H. pallidum
(A) et de L. spartum (B) sur GN additionnée d’un antifongique et (C) représente la boite contrdle

Ce résultat montre également que la méthode de désinfection utilisée est efficace pour
¢liminer toute bactérie épiphyte ou contaminante. L’ efficacité de la désinfection a été vérifi¢e
dans des boites témoins qui n’ont montré aucune croissance microbienne. Cela indique que

les épiphytes ont été complétement enleveés ; ce qui traduit I’efficacité du protocole utilisé.
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La stérilisation préalable des surfaces des racines est une condition indispensable pour
I’isolement des microorganismes endophytes. De plus, il est bien établi que I’isolement des
endophytes doit étre realisé a partir des tissus les plus sains afin d’éviter toute contamination

par les microorganismes épiphytes (Frommel et al., 1991 ; Sturz, 1997).

L’établissement d’une méthode d’isolement de ces microorganismes des tissus internes
des végetaux eétait un défi pour les chercheurs. Plusieurs protocoles de stérilisation ont éte
établis et répertoriés dans la littérature, en fonction de la plante, des tissus prélevés et de
I’endophyte a isoler en faisant varier la concentration ou I’ordre d’utilisation des désinfectants
ou le temps d’immersion des explants. Aucune de ces méthodes n’est arrivée a éliminer
100 % de la flore épiphyte sans qu’il y ait la pénétration des désinfectants a 1’intérieur des
tissus ; ce qui provoque la mort de quelques souches endophytes (Lodewyckx et al., 2002).
De plus, quelques résidus de I’hypochlorite de sodium peuvent affecter la croissance ou
induire la mutagenése et la mort des microorganismes ; ce qui rend nécessaire de rincer les
tissus plusieurs fois, soit avec de 1’eau distillée stérile, soit avec du thiosulfate de sodium pour
éliminer complétement I'hypochlorite de sodium résiduel (Rosenblueth et Martinez-Romero,
2006).

Les racines des deux plantes sont fragmentées en fragments de quelques millimétres
d’¢épaisseur afin de faire sortir les bactéries endophytes des tissus internes. Gamboa et al.
(2001) ont recommandé que la taille des segments doit étre la plus petite possible ; ce qui
permet d’estimer la diversité des microorganismes endophytes dans les tissus internes des
végétaux en réduisant le phénomene de compétition entre les microorganismes. Par
consequent, ces derniers peuvent tous s’exprimer et le nombre des isolats sera donc plus

élevé.

Dans cette étude, on a pu isoler 122 colonies bactériennes des racines des deux plantes,
dont la grande proportion est issue des racines d’H. pallidum, soit 73 isolats, avec un taux de
colonisation de 65,62 %. Par ailleurs, 49 isolats proviennent des racines de L. spartum avec
une fréquence de colonisation (FC) de 48,96 %. Cette fréquence est un parameétre qui permet
d’indiquer le degré d'infection des racines des deux plantes par les endophytes bactériens. Le
nombre d’isolats obtenu pour chaque racine de chacune des deux espéces végétales, ainsi les
fréquences de colonisation ou d’infection (FC) exprimées en pourcentage (%) sont représentés

dans le tableau 2 et la figure 17.
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Tableau 2 : Résultats d’isolement et la fréquence de colonisation (FC) (%) des endophytes bactériens
d’H. pallidum et de L. spartum

Plante H. pallidum L. spartum
Nombre de | Nombre Nombre de | Nombre
segments d’isolats | (FC %) segments d’isolats | (FC %)
Racin infectés infectés
Racine 1 7 8 58,33 8 8 66,66
Racine 2 9 9 75 6 6 50
Racine 3 12 15 100 4 5) 33,33
Racine 4 3 3 25 4 4 33,33
Racine 5 9 9 75 7 7 58,33
Racine 6 6 8 50 5 5 41,66
Racine 7 8 10 66,66 ) 6 41,66
Racine 8 9 11 75 8 8 66,66
Total 73 65,62 47 49 48,96

10 20 30 40 50 60 70
Fréquence de colonisation %

o

Figure 17 : Fréquence de colonisation (%) des bactéries endophytes chez H. pallidum et L. spartum

Le tableau 2 et la figure 17 résument la fréquence de colonisation pour les deux especes
végétales en question. Pour H. pallidum, on note une fréquence de colonisation globale de
65,62 %, avec de fréquences différentes entre les huit racines de la plante. On remarque pour
la racine 3 est colonisée a 100 % par rapport aux autres racines qui présentent une FC qui
varie entre 75 % et 25 %. Pour L. spartum, on note une FC maximale de 66,66 %. Cependant,
pour les autres racines, on a enregistré des FCs variant entre 33,33 % et 58,33 %.

Cette distinction entre les fréquences de colonisation des differentes racines de la méme
espece peut étre liée a 1’épaisseur, a la longueur et a I’age de la racine (Djabeur et al., 2008).

De plus, la fréguence de colonisation élevée chez H. pallidum refléte la richesse des tissus
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internes de son systéme racinaire par des endophytes bactériens par rapport aux racines de
L. spartum. En revanche, aucune information n'est disponible concernant les mécanismes
régissant les modalités de I'infection naturelle, ainsi que [l'internalisation des bactéries

endophytes au sein des tissus racinaires des deux especes végétales explorees.

Ce résultat est en parfaite concordance avec les travaux de Chareprasert et al. (2006) et
Gong et Guo (2009) qui ont trouvé des FCs différentes des endophytes isolés des différents
phytotaxons de la méme région et collectés pendant la méme période. De plus, Mishra et al.
(2014) et Reshma et Linu (2017) ont rapporté que la diversité et la fréquence de colonisation
des endophytes étaient principalement influencées par le type de tissu exploré et la saison de
collecte des plantes. Selon la bibliographie, cette étude est la premiéere a mettre en évidence

des endophytes bactériens isolés des racines d’H. pallidum et de L. spartum en Algérie.

Les colonies de nos isolats sont soit rouges, soit roses, soit orange ou bien blanches ;
avec différentes formes circulaires et convexes. L’identification n’étant pas encore faite,
chaque isolat est considéré comme une unité, méme s’il peut présenter des doublons ; c’est-a-
dire, lors de la numération, un isolat peut se rencontrer dans plusieurs boites de la méme
racine ou de racines différentes. Par ailleurs, il pourrait encore exister des microorganismes
qui ne se sont pas exprimés. Cela peut étre dd soit a la compétition qui peut se présenter entre
les microorganismes pour coloniser le nouveau milieu de culture, soit au caractere anaérobie

strict de certains microorganismes qui les rend non extractibles.

Dans cette étude, on a pu montrer que, globalement, la colonisation des racines d’H.
pallidum et de L. spartum par les bactéries endophytes est significative sur le plan quantitatif.
Ce qui témoigne clairement, que ces deux plantes constituent des niches de prédilection de
bactéries endophytes. Celles-ci sont d’une part, protégées de toute compétition et des stress
environnementaux. D’autre part, cette microflore peut contribuer a la croissance et a la
tolérance de ces deux phytotaxons aux agressions de I'environnement sans qu’ils induisent de

symptdmes visibles ou latents aux plantes hotes (Zhao et al., 2016 ; Qin et al., 2017).

Selon la littérature, parmi les 300 000 especes de plantes existantes sur notre planéte,
chacune est probablement un héte d’au moins d’un endophyte (Strobel, 2003). En effet, une
large gamme de plantes peut &tre une niche pour ce type de bactéries. Ainsi, elles sont isolées

des arbres (pins, ifs), des fourrages (luzerne, trefle et sorgho), des légumes (carotte, radis,
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tomates, patates douces, salade, soja), des fruits (bananes, ananas, agrumes), des céréales

(mais, riz, blé) et d’autres cultures (canne a sucre, café).

De ce fait, plusieurs études ont pu mettre en évidence la présence de bactéries
endophytes dans les différentes parties de différentes plantes hotes. Jabaji et al. (2009) ont
isolé 52 bactéries endophytes des feuilles du panic érigé (Panicum virgatum). Altalhi (2009) a
pu isoler 111 bactéries endophytes a partir des tissus internes des feuilles et des tiges de la
vigne (Vitis vinifera L.). 76 bactéries endophytes étaient isolées des différents tissus internes
du tournesol (Helianthus annus L.), du bananier (Musa accuminata Colla), du citronnier
(Citrus limon L. Burm L.) et bathu (Chenopodium album L.) (Muzzamal et al., 2012). De
plus, 158 isolats bactériens ont été isolés des feuilles d’haricot (Phaseola vulgaris) (Costa et
al., 2012). Ji et al. (2014) ont obtenu 576 isolats des racines, des tiges et des feuilles de 10
variétés du riz (Orzya sativa L.). En 2015, Sharma et al. ont pu isoler 54 bactéries endophytes
du safran (Crocus sativus). Dans cette méme année, Anjum et Chandra ont mis en évidence
35 bactéries endophytes des racines, des tiges et des feuilles de plusieurs plantes médicinales :
Catharanthus roseus, Ocimum sanctum, Mentha arvensis et Stevia rebaudiana. Récemment,
110 isolats sont isolés des feuilles de deux variétés du théier (Camellia sinensis var.assamic et
C.sinensi) (Yan et al., 2018) et 60 bactéries endophytes des racines du mais (Zea mays L.)
(Abedinzadeh et al., 2019).

L'ubiquité des endophytes est un aspect partagé entre les divers phytotaxons étudiés.
Cependant, I'évaluation de la population bactérienne endophyte totale d’une plante dépend de
’espece bactérienne, du génotype et des conditions environnementales de 1’hdte (Chebotar et
al., 2015). Elle dépend également de la composition des milieux de culture utilisés pour
I'isolement et la méthode de stérilisation des surfaces (Kleopper et Beauchamp, 1992 ; Gong
et Guo, 2009). Cela explique la différence entre le nombre des endophytes obtenus et ceux de
la bibliographie. Par conséquent, la comparaison entre les différentes études doit tenir compte

de tous ces facteurs.

3 Biodiversite des endophytes bacteriens

L’étude de la biodiversité des bactéries endosynbiotiques suscite de nouvelles
perspectives pour divers domaines (Seghers et al., 2004). Elle permet la découverte de
nouvelles souches et par conséquent de nouvelles molécules bioactives (les flavonoides, les

tannins, les indols, les composes phénoliques, ...) (Hallmann et al., 1997). Pour cela,
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I’objectif de cette partie de notre étude est 1’identification des bactéries endophytes isolées des
racines d’H. pallidum et de L. spartum afin d’évaluer leur diversité chez les deux plantes.

3.1 Purification des isolats

La purification des 122 colonies bactériennes des racines sur quatre milieux (Mac
Conkey, Cetrimide, Chapman et TSA) a permis 1’obtention de 258 souches bactériennes ; 148
isolées d’H. pallidum, soit 57,4 % et 110 de L. spartum, soit 42,6 %. La pureté de la collection
bactérienne endophytique ainsi obtenue est confirmée par 1’observation microscope des

frottis, au grossissement x 100, apres coloration de Gram.

On constate que le nombre d’isolats obtenu est trés important, cela peut s’expliquer
par le fait que le systéme racinaire est le premier a étre colonisé par les bactéries endophytes.
A l'exception de la propagation des bactéries par les graines, la colonisation des tissus
racinaires est particulierement abondante par la microflore rhizospherique (Wiehe et al., 1994;
Pan et al., 1997). En effet, certaines bactéries passent de la rhizosphére aux racines, puis aux
tiges et aux feuilles via le xyléeme, dont le nombre de bactéries endophytes diminue
progressivement en allant des racines vers les parties aériennes (Frommel et al., 1991 ;
Compant et al., 2005). Ce phénomene a également été constaté chez le riz lors de la
propagation des rhizobiums comme des endophytes (Chi et al., 2005).

La colonisation de I'épiderme racinaire par les endophytes s’explique par la présence de
cellulases et de pectinases spécifiques produites par plusieurs bactéries, comme Azoarcus sp.
(Hurek et al., 1994), Azospirillum irakense (Khammas et Kaiser, 1991) et Pseudomonas
fluorescens (Duijff et al., 1997 ; Hallmann et al.,1997).

3.2 Caractérisation des isolats

Apreés purification des isolats racinaires endophytiques d’H. pallidum et de L. spartum,
les taxons bactériens sont différenciés sur la base des caracteres morphologiques de la colonie
et de la cellule, la composition chimique des parois cellulaires, les besoins nutritifs et les

activités biochimiques.
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3.2.1 Description morphologique des colonies

Cette premiére étape du diagnostic bactérien d’une souche consiste en une description
macroscopique des colonies isolées. En effet, chaque colonie bactérienne a ses
caractéristiques de taille, de forme, de bords, de degré d’opacité et de couleur.

Aprés examen a l’ceil nu, on a pu mettre en évidence des colonies circulaires
transparentes ou opaques, de diverses couleurs (blanchatre, créme, jaune, orange, rose et
rouge), avec un contour régulier ou irrégulier, un relief variable (convexe, plat, concentrique

ou concave). Ces colonies sont soit lisses, soit rugueuses.

3.2.2 Coloration de Gram

3.2.2.1 Composition biochimique des parois cellulaires

Rappelons que la méthode de la coloration de Gram est basée sur la capacité de la
cellule a retenir le cristal violet (premiére coloration) ; elle met en évidence principalement les

propriétés biochimiques de la paroi bactérienne.

Le test de Gram a été réalisé pour les différentes colonies isolées. Les bactéries ont été
examinées sous microscope au grossissement x 100. Les résultats obtenus sont résumés dans
la figure 22. Cette derniere révéele que les isolats des racines des deux plantes contiennent des
bactéries a Gram négatif et a positif. Sur I’ensemble des endophytes bactériens des deux
espéces végétales, on constate que les bactéries a Gram-négatif sont plus fréquentes (62,79 %)
que les bactéries a Gram-positif (37,21 %) (Figure 18A).

A B C

=Gram-(Total) = Gram + (Total) = Gram - (H. pallidum) = Gram + (H. pallidum) | | = €"aM - (- spartum) = Gram + (L. spartum)

Figure 18 : Distribution des bactéries endophytes selon leur Gram. Bactéries endophytes totales
(A), bactéries endophytes isolées des racines d’H. pallidum (B), bactéries endophytes isolées des
racines de L. spartum (C)

La repartition des bactéries endophytes selon le Gram est différente chez les deux
plantes. Chez H. pallidum, on remarque que les bactéries a Gram négatif sont legérement
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supérieures (52,03 %) a celles & Gram négatif (47,97 %) (Figure 18B). Chez L. spartum, on
constate une prédominance des bactéries a Gram négatif (77,27 %) par rapport aux bactéries a
Gram positif (22,73 %) (Figure 18C)

La littérature montre que la répartition des endophytes bactériens selon le Gram est trés
hétérogene ; elle differe d’une plante a une autre. En effet, les travaux réalisés par Hallmann
et al. (1997) ont montré une prédominance des endophytes bactériens a Gram négatif dans les
racines du citronnier (Citrus limon) et de I’alfalfa (Medicago sativa). Des résultats similaires
sont obtenus pour les endophytes de mais (Zea mays) et de cotton (Gossypium hirsutum L.)
(Mclnroy et Kloepper, 1995), de différentes variétés de riz (Oryza sativa L.) (Elbeltagy et al.,
2000) et des arbres de pistachier (Pistacia atlantica L.) (Etminani et Harighi, 2018). Par
contre, de nombreuses autres études ont montré que certaines plantes hébergent un taux de
bactéries endophytes a Gram positif plus élevé que celui des bactéries a Gram négatif ; ¢’est
le cas des feuilles et des tiges de la vigne (Vitis vinifera L.) (Altalhi, 2009) et des cabosses du
cacaoyer (Theobroma cacao) (Kebe al., 2009). D’autres par contre, constituent une niche
pour une microflore bactérienne totalement a Gram positif ; c’est le cas du Mélilot d’Inde
(Melilotus indicus L.) (El-Batanony et al., 2018) et du mais (Zea mays L.) (Abedinzadeh et
al., 2019). D’autres enfin, abritent dans leurs tissus des bactéries a Gram négatif et positif a
des pourcentages egaux ; c’est le cas de plusieurs plantes agronomiques (Zinniel et al.,2002)

et du colza (Brassica napus L.) (Etesami et Alikhani, 2016).

3.2.2.2 Répartition des isolats selon la morphologie

Le test de Gram a permis, non seulement de différencier entre les bactéries selon le
Gram, mais également de déterminer la morphologie des isolats. La figure 19A montre que
I’observation microscopique des 258 isolats, d’H. pallidumet de L. spartum, a mis en
évidence trois formes bactériennes ou les bacilles sont prédominants (73,65 %), suivis par les
coccobacilles (18,60 %) puis par les coccis (7,75 %).
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/

= Cocci a Gram positif Total

= Bacilles & Gram négatif
Bacilles a Gram positif

m Coccobacilles a Gram négatif

</,

m Cocci a Gram positif (H)

= Bacilles a Gram négatif
Bacilles a Gram positif

m Coccobacilles & Gram négatif

>z

m Cocci a Gram positif (L)

= Bacilles a Gram négatif
Bacilles a Gram positif

= Coccobacilles @ Gram négatif

Figure 19 : Distribution des bactéries endophytes selon leur morphologie et leur Gram. Bactéries
endophytes totales (A), Bactéries endophytes isolées des racines d’H. pallidum (B), Bactéries
endophytes isolées des racines de L. spartum (C)

En effet, les figures 19B et 19C indiquent que 77,03 % des isolats d’H. pallidum et
69,09 % de L. spartum sont bacilles ; 17,57 % des isolats des racines d’H. pallidum et 20 %
des racines de L. spartum sont des coccobacilles et 5,41 % et 10,91 % des endophytes isolés
d’H. pallidum et de L. spartum, respectivement, sont des coccis. Selon ces résultats, il
n’apparait pas une différence dans la distribution de ces formes entre les deux plantes

explorées.

3.2.3 Identification biochimique en utilisant les galeries API®

L’identification des isolats est complétée par 1’utilisation des galeries API-20E, API-
20NE et API-Staph (BioMérieux). Le choix de la galerie est fondé sur le résultat de la
coloration de Gram, du type respiratoire, du type de métabolisme du glucose et enfin du test
de ’oxydase. Au bout de la période d’incubation, la lecture est réalisée selon la notice fournie
par le fabriquant. Les résultats obtenus sont notés sur une fiche des résultats puis portés dans

la matrice d’identification.

Le systeme API-20E permet I’identification des bacilles Gram négatifs non exigeants
qui appartiennent aux Enterobacteriaceae. Ces mémes galeries sont également utilisées pour
I’identification des bacilles & Gram positif. Cependant, le systéme API-20NE est utilisé pour
I’identification des bacilles Gram négatifs aérobies stricts et non fermentaires. Le choix de ce
dernier type de galeries est guidé par le test de I’oxydase, qui est positif. Enfin, le systeme

API-Staph est choisi pour I’identification des coccis a Gram positif.

En suivant cet algorithme, on a pu regrouper les isolats bactériens des deux plantes en

18 genres (Tableau 3) : Pantoea, Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, Serratia, Escherichia
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(Gram négatif, Enterobacteriales), Rhizobium et Methylobacterium (Gram négatif,
Rhizobiales), Pseudomonas et Acinetobacter (Gram négatif, Pseudomonadales), Burkholderia
(Gram  negatif, Burkholderiales), Pasteurella (Gram  négatif, Pasteurellales),
Stenotrophomonas (Gram négatif, Xanthomonadales), Micrococcus, Kocuria (Gram positif,
Actinomycetales), Staphylococcus, Bacillus et Brevibacillus (Gram positif, Bacillales).
Cependant, huit coccobacilles n‘ont pu étre identifiés ; cing isolées des racines d’H. pallidum

et trois des racines de L. spartum. Ces résultats sont résumés dans le tableau 3 et la figure 20.

Selon la bibliographie, la plupart des isolats identifiés correspondent a des espéces de
genres communément isolés de la rhizosphére ou des bactéries endophytes associées aux
plantes (Elbeltagy et al., 2001 ; Costa et al., 2012 ; Mufti et al., 2015 ; Rhoden et al., 2015 ;
Sharma et al., 2015 ; Selvankumar et al., 2017 ; Ahmad et al., 2018 ; Correa-Galeote et al.,
2018 ; Etminani et Harighi, 2018 ; Mukherjee et al., 2018).

A travers 1’étude morphologique et biochimique des isolats, on décéle un niveau élevé
de la biodiversité au sein des isolats endophytiques des deux plantes explorées. De plus, on
constate, sur le tableau 3 et la figure 20, une différence qualitative et quantitative dans le
nombre de genres identifiés. En effet, les isolats racinaires de L. spartum sont avérées moins
diversifiés que ceux d’H.pallidum. Ainsi, sur cette base comparative, nous avons identifié 18

genres bactériens chez les isolats d’H.pallidum et 16 genres chez les isolats de L. spartum.

H. pallidum L. spartum
m Pantoea m Citrobacter m Enterobacter m Hafnia m Serratia
m Escherichia m Rhizobium m Pseudomonas = Burkholderia m Methylobacterium
m Acinetobacter Pasteurella m Stenotrophomonas  ® Micrococcus Staphylococcus
m Kocuria Bacillus Brevibacillus

Figure 20 : Composition de la flore bactérienne endophyte des racines d’H. pallidum et de L. spartum

67


https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Enterobacteriales&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rhizobiales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pseudomonadales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Burkholderiales
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pasteurellales&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Xanthomonadales
https://en.wikipedia.org/wiki/Actinomycetales
https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillales
http://www.frontiersin.org/people/u/350992

Résultats et discussion

Tableau 3 : Composition générale de la flore bactérienne endophyte et fréquence d’individu (%) des
endophytes bactériens chez H. pallidum et L. spartum

Plantes H. pallidum L. spartum
Taxon bactéri
Nombre FI (%) Nombre Fl (%)
Bacilles & Gram négatif 35 36,45 32 33,33
Fermentaire
Pantoea 2 2,08 11 11,45
Citrobacter 4 4,16 5 5,20
Enterobacter 9 9,37 8 8,33
Hafnia 7 7,29 2 2,08
Serratia 10 10,41 6 6,25
Escherichia 3 3,12 0 0
Bacilles a Gram négatif Non 16 16,66 31 32,29
Fermentaire
Rhizobium 4 4,16 0 0
Pseudomonas 3 3,12 7 7,29
Burkholderia 2 2,08 9 9,37
Methylobacterium 7 7,29 15 15,62
Coccobacilles 26 27,08 22 22,91
N’ont pas poussées 5 5,20 3 3,12
Acinetobacter 15 15,62 10 10,41
Pasteurella 5 5,20 6 6,25
Stenotrophomonas 1 1,04 3 3,12
Coccis & Gram positif 8,33 12 12,5
Micrococcus 4 4,16 2 2,08
Staphylococcus 2 2,08 1 1,04
Kocuria 2 2,08 9 9,37
Bacilles & Gram positif 63 65,62 13 13,54
Bacillus 50 52,08 7 7,29
Brevibacillus 13 13,54 6 6,25
Total 148 110
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L’analyse des resultats présentés dans le tableau 3 et la figure 20 fait ressortir une
répartition hétérogéne des germes endophytes identifiés chez les deux plantes :

Chez H. pallidum, les bacilles a Gram positif de 1’ordre des Bacillales constituent le
groupe principal des endophytes, soit 42,56 % des isolats. Celles-ci sont représentées par deux
genres, Bacillus et Brevibacillus. Ensuite, vient le groupe des bacilles a Gram négatif
fermentaire (23,65 %), appelé également les Enterobacteriales, avec six genres différents,
Pantoea, Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, Serratia et Escherichia. Le reste des bacilles a
Gram négatif (10,81 %) est représenté par 1’ordre des Rhizobiales avec deux genres
(Rhizobium et Methylobacterium) et 1’ordre des Pseudomonadales et Burkholderiales avec un
seul genre chacun, Pseudomonas et Burkholderia. L’identification partielle des isolats de cette
plante a mis en évidence un quatrieme groupe qui réunit les Coccobacilles a Gram négatif
avec une fréquence de 17,57 %. Dans ce groupe, on a pu compter trois ordres : les
Pseudomonadales (Acinetobacter), les Pasteurellales (Pasteurella) et les Xanthomonadales
(Stenotrophomonas). Dans le cinquiéeme groupe, enfin, on trouve les coques a Gram positif
(5,40 %), dont un genre appartenant a 1’ordre des Bacillales (Staphylococcus) et deux genres

appartenant a 1’ordre des Actinomycetales (Micrococcus et Kocuria).

Pour la deuxiéme espece végeétale L. spartum, I’ensemble des bacilles a Gram négatif
(fermentaires et non fermentaires) est dominant, soit 57,27 % des isolats. Pour le groupe des
bacilles a Gram négatif fermentaires, cinq genres d’Enterobacteriales ont été enregistrés ;
Pantoea, Citrobacter, Enterobacter, Hafnia et Serratia. Pour le groupe des bacilles a Gram
négatif non fermentaires, trois genres ont été comptés: Pseudomonas de I’ordre des
Pseudomonadales, Burkholderia de 1’ordre des Burkholderiales et Methylobacterium des
Rhizobiales. Vient ensuite le groupe des coccobacilles (20 %) englobant trois genres;
Acinetobacter (Pseudomonadales), Pasteurella (Pasteurellales) et Stenotrophomonas
(Xanthomonadales), suivi par les groupes des bacilles (11,81 %) et des coccis (10,90 %) a
Gram positif ; le premier est représenté par deux genres des Bacillales (Bacillus et
Brevibacillus) et le deuxiéme par deux genres des Actinomycetales (Micrococcus, Kocuria) et
un genre de Bacillales (Staphylococcus).

D’aprés ces résultats, le nombre de genres d’endophytes isolés est relativement
signifiant, avec la prédominance des bacilles a Gram positif chez H. pallidum et des bacilles a
Gram négatif chez L. spartum. De plus, les bactéries a Gram négatif sont plus diversifiées que

les bactéries a Gram positif, et ce, pour les deux plantes. Par ailleurs, le statut qualitatif et
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quantitatif de la flore bactérienne endophyte d’H. pallidum est plus important que celui de
L. spartum. Ainsi, 148 souches bactériennes pures ont été isolées des tissus internes
d’H. pallidum ; elles ont été classées en 18 genres différents. Cependant, 110 bactéries
endophytes ont été mises en évidence a partir des racines de L. spartum et ont été rangées en

16 genres uniquement.

La présence de ces genres d’endophytes dans les racines d’H. pallidum et de L.
spartum, laisse suggérer qu’il existait une certaine compatibilité ou sélection entre les
endophytes identifiés et les deux plantes. D’apres Kleopper et Beauchamp (1992) et Clay
(1993), la plante hote exerce une pression selective sur les bactéries endophytes, leur
fournissant une niche compatible, par la production de certains métabolites secondaires (les
sesquiterpénes, les flavonoides, les tanins et la résine) qui peuvent non seulement inhiber la
croissance des endophytes dans leurs tissus, mais également limiter leur propagation, et méme
restreindre le nombre de taxons bactériens associés. Cette constatation peut étre projetée sur
nos résultats pour expliquer le fait que certains genres endophytes, tels que Rhizobium et

Escherichia, sont particulierement présents dans les racines d’H. pallidum.

Les genres Staphylococcus et Serratia sont isolés dans ce travail comme bactéries
endophytes, alors que ce sont fondamentalement des bactéries pathogenes ; quelquefois, ils
sont modifiés par mutation pour devenir des endophytes non-pathogénes. Plusieurs espéces du
genre Staphylococcus ont été isolées des racines du niébé (Vigna unguiculata) (Marzan et al.,
2018), du safran (Crocus sativus) (Sharma et al., 2015) et de Trichilia elegans Juss. (Rhoden
et al., 2015). Ces dernieres annees, le genre Serratia a aussi été rapporté comme bactérie
endophyte du cactus comestible (Opuntia Milpa Alta) (Li et al., 2011) et des pistachiers
(Pistacia atlantica L.) (Etminani et Harighi, 2018).

Ces résultats montrent la richesse des systéemes racinaires des deux phytotaxons
explorés par des endophytes bactériens. Ces microorganismes sont 1’un des groupes les plus
diversifiés, mais malheureusement inexplorés. En Algérie, une telle étude est réalisée pour la
premiere fois. Elle apporte des informations importantes sur la biodiversité de cette flore
endophytique qui peut éventuellement étre appliquée dans le domaine d’agriculture, de
médecine et de biotechnologie, et d’indiquer son potentiel technologique dans le contréle des

microorganismes pathogeénes.

70



Résultats et discussion

L’étude de la biodiversité des bactéries endophytes a €été réalisee pour la premiére fois
par Gardner et al. (1982) sur le xyléme des racines du citron rugueux (Citrus jambhiri). 13
genres ont été isolés et identifiés ; les genres Pseudomonas et Enterobacter ont été les plus
fréquents. Un résultat similaire a été obtenu par Hallmann et al. (1997). Ces auteurs ont
constaté que la plupart des endophytes isolées des racines d’alfalfa (Medicago sativa)
appartenaient au groupe des pseudomonas (Pseudomonas, Burkholderia, Phyllobacterium) ou
des entérobactéries (Enterobacter, Erwinia, Klebsiella). Bacon et Hinton (1996) ont pour leur
part décrit les Pseudomonas comme des endophytes largement répandus, souvent avec des
effets promoteurs sur la croissance de leurs hotes. Il est important de signaler qu’aucune

specificité bactérie-plante n’a été signalée.

Cette étude a révélé également que les racines d’H. pallidum Desf. et L. spartum,
poussant sur des sols fortement contaminés par I’antimoine et I’arsenic, hébergent un groupe
diversifié de bactéries endophytes qui pourraient jouer un réle potentiel dans la tolérance de
I'ndte végétal a des conditions stressantes telles que la pollution par les métalloides. Leur
adaptation a de tels niveaux de métaux lourds peut indiquer leur réle potentiel dans la

remédiation des sites pollués.

4  Détermination des niveaux de résistance des isolats vis-a-vis du Sb et d’As

Les niveaux de résistance des isolats sont déterminés dans le but de sélectionner les
souches résistantes /tolérantes a des teneurs élevées en antimoine et en arsenic. Pour cela, les
concentrations minimales inhibitrices (CMIs) sont déterminées afin d’évaluer leur capacité a

lutter contre la toxicité des métalloides.

4.1 Choix du milieu de culture

Le niveau de tolérance de chaque isolat a été déterminé sur le milieu Luria Bertani (LB)
modifié (solide et liquide) additionné de concentrations croissantes en Sb et en As. Cette
manipulation permet de déterminer la CMI a partir de laquelle une souche bien définie ne peut

plus se développer.

Apres 1’addition des métalloides au milieu gélosé, on a constaté leur précipitation. Cela
suggere une plus faible biodisponibilité des ions métalliques dans un milieu gélifié que dans
un milieu liquide. D’autre part, des tests de toxicité préliminaire ont revelé que les CMIs des

métaux en milieu liquide sont plus élevées qu’en milieu solide. Pour expliquer ces résultats,
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deux hypotheses sont envisagées ; soit une partie des métaux forme des complexes chimiques
avec les composants du milieu de culture solide (Ramamoorthy et Kushner, 1975),
notamment ceux de 1’agar, soit la gélification du milieu provoque une réduction importante de
la diffusion des métaux, ce qui, dans les deux cas, les rendrait moins biodisponibles qu’en
milieu liquide. Pour cela, le screening des différents isolats et leurs CMIs vis-a-vis des deux

métalloides sont effectués sur un milieu liquide.

Le milieu LB (Annexe 1a) est genéralement utilisé dans de telles études. Comme la
plupart des milieux riches, le LB contient du phosphate inorganique qui peut chélater ou
précipiter les cations métalliques et les rendre ainsi moins biodiponibles pour la cellule
bactérienne (Barkay et al., 1997). Pour cela, le milieu LB est remplacé par le milieu LB
modifié (Annexe l1a). Ce dernier permet d’assurer une bonne croissance bactérienne sans
précipiter les ions metalliques, méme a fortes doses. C’est un milieu qui contient de la
peptone et du chlorure de sodium (NaCl) ou I'extrait de levure est remplacé par le glucose.

Tous ces constituants sont dissous dans un tampon citrate (50 mM et pH 7) avant autoclavage.

4.2 Seuil de tolérance aux métalloides étudiés

La détermination des CMIs de chaque souche vis-a-vis des deux métalloides étudiés a
montré que la sensibilité des souches bactériennes dépend du métal étudié ainsi que de sa
concentration ; les valeurs des CMIs varient grandement d’une souche a une autre. Cette étude
montre également d’une part, la croissance bactérienne est inversement proportionnelle a la
concentration du métal et d’autre part, chaque espece posséde son propre profil de

résistance/tolérance.

Les valeurs des CMlIs ainsi obtenues pour I’antimoine et I’arsenic se Situent
respectivement entre 5 et 450 mM et entre 2,5 et 175 mM (Figure 21). Selon la littérature, les
valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) indiquent le niveau de la
résistance/tolérance ou la sensibilité d’un microorganisme vis-a-vis d’un élément toxique
(Ansari et Malik, 2010). Par conséquent, la CMI d'un métal qui est suffisamment importante
montre la faible toxicité du métal et on peut suggérer que le microorganisme est tolérant ou
résistant a cet élément. Par contre, une valeur faible de la CMI désigne une toxicité élevée du
métal et le microorganisme est considéré comme sensible aux effets toxiques du métal
(Mishra et al., 2014).
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Figure 21: Abondance de bactéries endophytes résistantes a différentes concentrations d’antimoine
(Sb) et d’arsenic (As), isolées des racines d’H. pallidum (H) et L. spartum (L)

4.2.1 Résistance des endophytes a I’antimoine

Selon la figure ci-dessus, et en tenant compte de la monorésistance a 1’antimoine, la
quasi-totalité de la communauté endophytique d’H. pallidum (100-93 %) croit jusqu’a la
concentration de 50 mM ; contrairement a L. spartum, un pourcentage moins important des
endophytes (100 a 76 %) a pu tolérer ces mémes concentrations. Au-dela, une diminution
progressive et tres significative des isolats résistants est constatée ; seuls 44 % des isolats de
d’H. pallidum et 16 % des isolats de L. spartum ont montré une résistance a 200 mM de Sb.
Parmi ces isolats, HGR1B Mc est 1'unique bactérie qui a poussé a 425 mM de Sb avec une
CMI de 450 mM, soit 54792 ppm.

Ce résultat est largement supérieur a celui obtenu par Wang et al. (2015) qui ont isolé
125 souches a partir de sols miniers sur le milieu MDP supplémenté par Sb (111). Ces auteurs
ont constaté que la souche Arthrobacter sp. LH11 a montré la plus grande résistance au Sh
avec une CMI de 16 mM. Cependant, une étude menée au sein du Laboratoire de Biologie et
Environnement (LBE), a montré qu’un mycoendophyte isolé a partir des racines d’H pallidum
Desf. présentait une CMI de 500 mM pour ce méme métalloide (Meghnous et al., 2019). 1l est
important de signaler, que tres peu de travaux ont été menés sur 1’étude de la toxicité de
I’antimoine vis-a-vis des bactéries, ¢’est pour cela que nous n’avons pas trop comparé les

CMIs obtenues avec celles de la littérature.
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4.2.2 Reésistance des endophytes a I’arsenic

L’addition de concentrations graduelles en As dans le milieu de culture a montré que les
isolats des racines d’H. pallidum étaient plus sensibles a ce métalloide que les isolats des
racines de L. spartum et qu’ils présentaient les CMIs les plus basses. En effet, de 80 a 36 %
des isolats de L. spartum sont capables de tolérer de 2,5 & 50 mM d’As alors que 76 & 27 %
des isolats d’H. pallidum ont pu résister a de telles concentrations. De plus, 100 mM
représente une dose létale pour tous les isolats d’H. pallidum, mais elle n’a aucun effet sur la
croissance de 7 % des isolats de L. spartum. L’augmentation de la concentration en As dans le
milieu de culture a montré que la souche L6R2B Mc a pu se développer & une dose supérieure
a 150 mM de ce métalloide et a montré une CMI de 175 mM, soit 13111,28 ppm.

Des tests de toxicité de I’arsenic sur des bactéries endophytes isolées des racines de
Pteris vittata ont révélé que la souche Citrobacter sp. RPT a présenté la plus haute CMI de
400 mg/L d’As, soit 5,34 mM (Selvankumar et al., 2017). Les travaux de Mukherjee et al.
(2018) ont mis en évidence sept bactéries endophytes de Lantana camara tolérantes a 4000
ppm d’arsenic, soit 53,34 mM, dont trois sont affiliées a Kocuria sp, trois a Enterobacter sp et

une & Kosakonia.

Les valeurs des CMIs de nos isolats sont largement supérieures a ceux des bactéries
isolées des sols contaminés par I’arsenic ; c’est le cas de Microbacterium qui a indiqué une
résistance jusqu'a 30 mM d’As (III) ; les genres Arthrobacter sp. et Alcaligenes sp, ont résiste
a 70 mM d’As (IIT) (Bachate et al., 2009). Par ailleurs, les travaux de Das et al. (2014) ont
isolé douze bactéries résistantes a I’As ; l'isolat ASR1 avait les plus hautes CMI de 30 mM
pour I’As (IIT). De méme, Abbas et al. (2014) ont rapporté une CMI de 300 mg/L d’As (III),
i.e. 4 mM, pour Enterobacter sp. et Klebsiella pneumoniael et de 370 mg/L, i.e. 4.94 mM,
pour Klebsiella pneumoniae2.

Toutefois, I'hétérogénéité des valeurs des CMIs rapportée par la bibliographie reflete la
diversité des parametres intervenant lors des études. Ces parametres peuvent étre expliqués
par le comportement des bactéries etudiées, qui différe d’une espéce a une autre, par le type
de milieu de culture utilisé (liquide ou solide) et sa constitution en matiére organique et en
phosphate, par la nature chimique du sel métallique utilisé et enfin par la méthode utilisée

pour déterminer le niveau de résistance dans chaque étude (en utilisant des disques ou par
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incorporation). Tous ces paramétres peuvent modifier la biodisponibilite et par conséquent, la

toxicité des métaux testés.

Les resultats des tests de toxicité montrent que quelle que soit l'origine des isolats,
d’H. pallidum ou de L. spartum, d’une part, leur résistance est trés variable vis-a-vis des
métalloides testés et les CMIs varient grandement d’un isolat a I’autre et d’autre part, les
CMIs de I’antimoine sont supérieures a celles de ’arsenic chez la plupart des souches. Par
conséquent, 1’antimoine est beaucoup moins toxique pour ces endophytes bactériens que
I’arsenic. Donc, cela indique que H. pallidum et L. spartum, poussant sur des sols riches en
antimoine et en arsenic, abritent des bactéries endophytes résistantes a ces deux polluants et

aux stress environnementaux induits par ces derniers.

Ces resultats sont confirmés par Arivalagan et al. (2014) qui ont montré que les
microorganismes pouvaient s’adapter aux conditions extrémes pour leur survie, notamment
dans des endroits contaminés par les métaux lourds. Rajkumar et al. (2010) ont indiqué pour
leur part que les bactéries isolées des milieux contaminés avaient une résistance plus élevée
aux metaux lourds que les isolats des zones non contaminées. Par ailleurs, la présence de
bactéries endophytes résistantes aux métaux a été rapportée dans les racines des plantes
poussant sur des sols contaminés par les mémes polluants (Rajkumar et al., 2009 ; Guo et al.,
2010 ; Zubair et al., 2016, Abdelkrim et al., 2019 ; Abedinzadeh et al., 2019).

D’une maniére générale, on remarque que les endophytes isolés des racines d’H.
pallidum exhibent une meilleure tolérance a 1’antimoine (CMI jusqu'a 450 mM Sb) que les
endophytes isolés des racines de L. spartum (CMI jusqu'a 200 mM Sb) ; par contre, les isolats
qui ont les plus hautes CMIs d’As proviennent des racines de L. spartum (CMI jusqu'a 175
mM As) contrairement a ceux qui sont isolés des racines d’H. pallidum (CMI jusqu'a 100 mM
As). Cette différence de sensibilité des souches testées vis-a-vis de Sb et d’As peut étre
attribuée a la pollution du sol d’origine par ces métalloides (62000 £ 4924 mg/kg d’antimoine
et 2300 + 186 mg/kg d’arsenic) et a leur accumulation par les tissus racinaires des deux
plantes. Pour rappel, H. pallidum est une plante qui accumule plus d’antimoine que d’arsenic
(jusqu'a 182,94 ppm de Sb et 116,74 ppm d’As) contrairement & L. spartum qui accumule plus
d’arsenic que d’antimoine (jusqu'a 126,18 ppm de Sb et 611,01 ppm d’As) (Benhamdi et al.,
2014). Par consequent, ces bactéries sont adaptées aux conditions de leurs hotes ; elles ont
donc développé des systemes de résistance a ces metalloides (Achour-Rokbani, 2008 ;
Cardoso et al., 2018).
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D'autre part, les progrés des recherches sur les interactions plantes-bactéries ont montré
que les plantes sont capables de sélectionner leur propre microbiote rhizosphérique et
endophytique (Pieterse et al., 2014) ; par conséquent, les plantes soumises a diverses
contraintes environnementales, y compris les métaux lourds, hébergent des bactéries
résistantes au stress et contribuent a I’établissement de leurs hotes dans de telles conditions
(Hardoim et al., 2008).

5 Identification des souches résistantes

Les souches montrant les CMIs les plus élevées, a savoir 450 mM pour Sb et 175 mM
pour As, sont considérées comme potentiellement résistantes a ces métalloides, elles sont
donc soumises a une identification moléculaire via le séquencage du gene codant pour
I’ARN16S. |l est important de signaler que tous les endophytes isolés des racines d’H.
pallidum et L. spartum ont été identifiés en se basant sur les caractéres morphologiques,

macro et microscopiques, ainsi que des tests biochimiques (cf. 4.2.3).

5.1 Caractérisation phénotypique

Les deux souches résistantes ont été isolées et purifiées sur la gélose Mac Conkey.
Apres 24 h d’incubation, les colonies étaient de couleur rose a rouge, lisses et brillantes de
forme ronde et convexe. De plus, elles ne différaient que par leur taille, ou les colonies de la
souche résistante a I’antimoine (H6R1B Mc) étaient plus grandes par rapport a celles de la
souche résistante a 1’arsenic (L6R2B Mc) (Figure 22). La coloration de Gram et I’examen

microscopique révelent que les deux souches sont des bacilles a Gram négatif (Figure 23).

L’utilisation du milieu Viande-Foie (VF) a révélé que les souches sélectionnées
parviennent a se développer tout au long du tube ; ce sont donc des bactéries aérobies-
anaérobies facultatives (Figure 24VF). De plus, I'utilisation du milieu Hugh et Leifson,
additionné du glucose a montré que ces souches peuvent métaboliser le glucose soit par
oxydation, soit par fermentation et elles sont considérées comme mobiles (Figure 24HL). En

outre, le test d’oxydase révele que les deux isolats sont des oxydases négatives.

Selon les données bibliographiques, les bacilles a Gram négatif, anaérobies facultatifs,
oxydase négative et catalase positive, appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Elles

possedent un flagelle péritriche qui leur permet de se déplacer en faisceau en forme d’hélice
(Van Houdt et al., 2007).
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Figure 22 : Photos de la souche HGR1B Mc résistante a I’antimoine (A) et de la souche L6R2B Mc
résistante a I’arsenic (B) sur la gélose Mac Conckey

Figure 23 : Observation microscopique (G x 100) de la souche HGR1B Mc (A) et de la souche L6R2B
Mc (B), aprés coloration de Gram

la souche H6R1B Mc (A) et de la souche L6R2B Mc (B)

L’identification des isolats est complétée par 1’utilisation des galeries API-20E. Les
tests biochimiques de chaque souche sont portés dans la figure 25.
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Figure 25 : Résultats des tests biochimiques sur des Galeries APl 20E de la souche H6R1B Mc
(A) et de la souche L6R2B Mc (B)

L’incubation a 30°C pendant 24h d’une jeune suspension de chacune des deux souches
sur les galeries APl 20E, a montré des similarités des réponses a la réaction de Voges-
Proskauer VP (+), a la production d’indole (-), d’H2S (-) et de gélatinase (+) ; et des
dissimilitudes des réponses a I’uréase, ’ONPG et au métabolisme de quelques sucres. Les
résultats de chaque souche sont introduits dans une matrice d’identification qui donne le degré
de compatibilitt avec des souches répertoriées. D’aprés ces tests, les deux souches
sélectionnées, H6R1B Mc et L6R2B Mc, appartiennent a 1’espece Serratia marcescens. En
effet, la souche HER1B Mc résistante a Sb correspond parfaitement au profil numérique de S.
marcescens avec une excellente identification qui présente un taux d’analogie de 99 %. Par
ailleurs, la souche L6R2B Mc résistante a 1’As, a présenté un pourcentage de certitude plus
faible (91 %), cela est dd a un résultat négatif pour la réaction d’ONPG (-) et positif pour

I’uréase (+).

De plus, les deux isolats sont producteurs d’un pigment d’une couleur rouge a rose, ce
qui est une caractéristique physiologique particuliére de Serratia marcescens. Ce pigment est
appelé la prodiginine (Grimont et Grimont, 2006). C’est un métabolite secondaire dont
I’intensité de sa couleur dépend de 1’age des colonies (Anuradha et al., 2004). Il existe cinq
formes de ce métabolite, dont la prodigiosine est la forme la plus produite par les isolats
environnementaux et qui possede des propriétés antibiotiques (Van Houdt et al., 2007 ;
Lapenda et al., 2015).

5.2 Caractérisation moléculaire

Pour compléter I’identification des deux endophytes résistants aux métalloides, on a fait
appel a I’outil moléculaire. Le marqueur moléculaire choisi dans cette étude est le géne

ribosomal 16S. C’est un géne omniprésent chez toutes les espéces bactériennes. Sa vitesse
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d’évolution est relativement constante par rapport au reste du génome bactérien, car il
contient des régions trés conservées (Figure 26) (Fox et al., 1980 ; Vandamme et al.,1996).
De plus, c’est le marqueur le plus représenté dans les banques de données. De ce fait, ce géne
peut servir pour suivre 1’évolution bactérienne, et son amplification, suivie du séquencage,

permettra d’affilier des souches bactériennes inconnues a un groupe bactérien connu.
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Figure 26 : Représentation schématique du gene codant pour I’ARNr 16S. Les cercles représentent
les régions conservees utilisées pour désigner les amorces nécessaires a I’amplification et au
séquencage. Dans notre cas, les amorces utilisées sont (fD1 et rP2) (Petti, 2007).

Pour [I’identification des deux souches bactériennes monoreésistantes aux deux
metalloides étudiés, on a procédé a I’extraction de leur ADN génomique en utilisant le Kit
Wizard® Genomic DNA Purification. L’efficacité de 1’extraction était vérifiee sur un gel
d’agarose a 0,8 %, et le résultat obtenu est illustré dans la figure 27. Cette derniere montre que
la méthode d’extraction utilisée a donné de trés bonnes quantités et qualités de I'extrait
d’ADN génomique des deux souches.

MT  (A) (B)

(12bit]lO.

Figure 27 : Profil électrophorétique, sur le gel d’agarose 0,8 %, de I’ADN génomique des bactéries
endophytes monorésistantes a 1’antimoine et a I’arsenic
MT : marqueurs de poids moléculaire ; (A) : I’isolat HOR1B Mc ; (B): I’isolat L6R2B Mc¢

L’amplification du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S est réalisée a partir de
I'ADN génomique des isolats. En effet, les électrophorégrammes des produits d’amplification
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sur gel d'agarose 0,8 % en présence de BET et sous lumiere UV, ont donné une bande d’ADN

de taille 1,5 kpb pour chacune des souches étudiees (Figure 28).

Figure 28 : Produits d’amplification du géne 16S ribosomique des bactéries, monorésistantes a
I’antimoine et a I’arsenic, sur le gel d’agarose 0,8 %
MT : marqueurs de poids moléculaire ; (A) : ’isolat HGR1B Mc ; (B) : I’isolat L6R2B Mc

Apres le séquengage des amplifiants des isolats H6R1B Mc et L6R2B Mc, les
séquences obtenues (Annexe 4a) sont comparées a celles rapportées dans la banque de
données GenBank ; elles dévoilent que les deux souches sont complétement identiques et

qu’elles sont affili¢es a I’espece Serratia marcescens (Tableau 4).

Tableau 4 : Affiliation phylogénétique des endophytes HGR1B Mc et L6R2B Mc

Description Identl Accession
S. marcescens strain NBRC 102204 99,00% NR_114043.1
S. marcescens subsp. sakuensis strain KRED 99,00% | NR_036886.1
S. marcescens subsp. marcescens ATCC 13880 strain DSM 30121 99,00% NR_041980.1
S. marcescens subsp. marcescens ATCC 13880 strain JCM 1239 98,84% NR_113236.1
S. nematodiphila DZ0503SBS1 98,67% NR_044385.1
Cronobacter condimenti 1330 97,33% NR_116999.1

L’étude phylogénétique des séquences obtenues réalisée par le programme MEGA
version 7 (Kumar et al., 2016) a permis de construire ’arbre phylogénétique en utilisant
I’algorithme Neighbor-Joining selon le modeéle p-distance (Saitou et Nei, 987) (Figure 29).
Le dendrogramme ainsi obtenu est construit de deux grands clades, et toutes les especes du
genre Serratia sont rassemblées dans le méme groupe et elles sont distinctes des autres
Enterobacteriaceae (Cronobacter condimenti 1330).
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De plus, les deux souches endophytiques étudiées occupent une ligne phylogénétique
commune et elles sont placées dans la méme branche avec leurs souches apparentées ; il en
ressort qu’elles sont affiliées au genre Serratia. Cette évaluation phylogénétique a permis
également de les identifier jusqu’au stade de 1’espece ou elles sont regroupées en un seul
taxon, Serratia marcescens, avec lequel elles partagent une homologie de 99 %. En effet,
cette analyse phylogénétique montre une bonne cohérence entre 1’identification phénotypique
et génotypique. Les séquences des deux souches, HGR1B Mc et L6R2B Mc, ont été
enregistrées au niveau de Genbank sous les numéros d’accession : MN535229.1 et
MN534323.1 (Annexe 4b).

Serratia marcescens strain NBRC 102204
Serratia marcescens subsp. sakuensis strain KRED

Serratia marcescens subsp. marcescens ATCC 13880 strain DSM 30121

Serratia marcescens subsp. marcescens ATCC 13880 strain JCM 1239

Serratia nematodiphila DZ05035B51

‘LEREEI Mc - Fd1_premix - 15..634 of sequence

‘ HER1B Mc - Fd1_ premix - 13..617 of sequence

Cronobacter condimenti 1330

0.050

Figure 29 : Arbre phylogénétique selon la méthode de p-distances (Neighbor-Joining) construit

d’aprés I’analyse des séquences d’ADNr 16S en utilisant le logiciel Mega version 7 montrant la

position phylogénétique des deux endophytes. 0,05 représentent le nombre de substitutions par
position de nucléotide.

Il est important de noter que méme si les résultats d'identification des isolats sont les
mémes, ces derniers différent par I’aspect macroscopique de leurs colonies sur le Mac
Conkey ; d’ailleurs, I’isolat résistant a 1’arsenic, L6R2B Mc (Serratia marcescens (As)),
donne des petites colonies tandis que la souche résistante a I’antimoine, HGR1B Mc (Serratia

marcescens (Sh)), présente de grandes colonies. De plus, chaque bactérie est résistante a un

des deux métalloides.
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Dans cette partie du travail, deux endophytes bactériens ont été isolés, chacun est
monorésistant & 1I’Sb et a 1’As. L’isolement est effectué a partir de racines saines d’H.
pallidum et de L. spartum. Les tests macroscopiques, microscopiques, biochimiques et

moléculaires révélent que les deux souches sont identifiées comme S. marcescens.

Généralement, cette espece est connue comme un opportuniste pour I’homme (Hejazi et
Falkiner, 1997), une espéce pathogene pour les plantes (Rascoe et al.,2003) et les insectes
(Hejazi et Falkiner, 1997) ; elle est également reconnue comme une rhizobactérie favorisant la
croissance de son hote (Selvakumar et al., 2008) ou un agent de biocontrdle (Roberts et al.,
2007) ou un endophyte (Tan et al., 2001 ; Zaheer et al., 2016 ; Yan et al., 2018). Les résultats
d'examens des différences entre les souches de S. marcescens isolées des plantes et celles des
étres humains ou des animaux ont indiqué gu'il n'y avait aucune différence significative entre

les caractéristiques phénotypiques et génotypiques des différents isolats (Khan et al., 2017).

L’isolement de S. marcescens a partir d’autres phytotaxons a été rapporté dans la
littérature. En effet, plusieurs auteurs ont isolé des espéces de Serratia a partir des tissus
internes sains de diverses plantes comme le coton (Gossypium hirsutum), le mais (Zea mays)
(Mclnroy et Kloepper, 1995), les concombres (Cucumis sativus L.) (Liu et al., 1995), le bétel
(Piper betel L.) (Lavania et al., 2006), les fleurs de courges d’été (Cucurbita pepo)
(Selvakumar et al., 2008), le cactus (Opuntia Milpa Alta) (Li et al.,2011), I’herbe d’Eugéne
(Achyranthes aspera L.) et le pois chiche (Cicer arietinum) (Zaheer et al., 2016), ainsi que la
rhizosphere et les graines du riz (Oryza sativa) (Mukhopadhyay et al., 1996 ; Gyaneshwar et
al., 2001).

Plusieurs espéces de ce genre ont été également qualifiées comme endophytes.
D’ailleurs, les travaux de Purushotham et al. (2012) ont montré que 1’espece
S. proteamaculans favorisait la croissance de son héte en produisant des oligosaccharides
specifiqgues comme la lipochitine. Luo et al. (2011) ont également montré, que 1’endophyte
S. nematodiphila LREQ7 était capable de solubiliser le phosphate et était producteur d’TAA et
de sidérophores. De méme, S. plymuthica est une rhizobactérie qui ameliore la croissance de
sa plante hote (Weise et al.,, 2014); c’est une bactérie antagoniste des bactéries
phytopathogénes, car elle produit une large gamme de composés antimicrobiens (De
Vleesschauwer et Hofte, 2003). Ces données peuvent justifier la présence de cette espece
comme endophyte des racines d’H. pallidum et de L. spartumet sa tolérance de

concentrations tres élevées en métalloides tels que Sb et As.
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Des méthodes génétiques ont été utilisées pour étudier le génome de plusieurs PGPR
appartenant au genre Serratia isolés comme endophytes. Ces études ont révélé que la plupart
de ces isolats présentaient une tolérance aux métaux lourds et avaient des effets de
phytoremédiation sur leurs plantes hotes (Luo et al., 2011 ; Ryu et al., 2013 ; Khan et al.,
2015 ; Khan et al., 2017).

6 Etude du stress oxydatif induit par les métalloides chez les endophytes résistants

Dans cette partie du travail, I’ensemble des manifestations biochimiques qui régissent le
stress oxydatif induit par le Sb et I’As ont été étudiés. Pour cela, on a déterminé la quantité du
peroxyde d’hydrogene (H20-), la teneur en malondialdéhyde (MDA) et en proline, ainsi que
les activités spécifiques des enzymes antioxydantes a savoir: la catalase (CAT), la
peroxydase (POD), I’ascorbate peroxydase (APX) et la superoxyde dismutase (SOD) chez
S. marcescens (Sb) et de S. marcescens (As).

Il a été largement rapporté que le pH influencait grandement la toxicité des métaux
lourds en modifiant leur spéciation. Il affecte également la croissance bactérienne et
I'expression de certains génes (Worden al., 2009). Pour cela, le suivi des variations du pH du
milieu de culture était important pendant cette étude.

6.1 Effet des métalloides sur le pH du milieu de culture

Les valeurs du pH des milieux supplémentés par différentes concentrations de Sb et
d’As, séparément, avant et apres 24 h de culture en batch, pour les deux souches résistantes

aux métalloides sont résumées dans le tableau 5.

Tableau 5 :Valeurs du pH du milieu de culture avant et aprés 24 h d’incubation de S. marcescens (Sb)
et de S. marcescens (As) dans le milieu LB modifié, en présence de concentrations graduelles en Sb et

en As
Concentration des
métalloides pH initial du milieu de culture pH final du milieu résiduel
(mM) Sb As Sb As
Co 6,88 6,88 6,50 £ 0,000 a 6,25+0,05a
Cl 6,90 7,69 6,62 + 0,088 a 7,35+0,02b
C2 6,85 8,27 6,60 + 0,088 a 7,62+£0,06d
C3 6,87 8,68 6,55 + 0,050 a 7,75+ 0,01 cd
C4 6,83 8,90 6,53 + 0,020 a 7,84+0,07cC

Les résultats sont exprimés par la moyenne £ SEM. Les lettres représentent les différences
statistiques entre les différentes concentrations de chaque métal pour chaque souche en utilisant
I’ANOVA suivie par le test de Tukey, p < 0,05.
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D’apres le tableau 5, I’addition graduelle d’antimoine (Sblll) au milieu ne provoque
aucune modification significative du pH. Cependant, 1’ajout de concentrations croissantes
d’arsenic (Aslll) provoque une alcalinisation significative ; le pH du milieu de culture de la
plus grande concentration en As est de 8,90, alors que celui du contréle négatif est de 6,88.
Selon ce méme tableau, il ressort qu’apres 24 h d’incubation a 30 °C en présence de Sb, les
valeurs du pH sont identiques a celles du témoin, mais elles sont relativement inférieures a
celles des milieux initiaux. Cependant, une augmentation progressive et significative du pH
par rapport au témoin est constatée dans les milieux de fermentation contenant des
concentrations graduelles en arsenic, mais il demeure toujours inférieur a celui du milieu

avant fermentation.

Durant ces manipulations, on a utilisé le milieu LB modifié et tamponné qui nous a
permis de maintenir un pH presque constant et favorable & la croissance bactérienne, apres
I’addition des solutions métalliques et tout au long de la culture. 1l a permis également
d’éviter la précipitation des métalloides, et de générer un stress oxydatif chez ces bactéries, li¢

aux variations de pH.

Les études de Franklin et al. (2000) et de Sandrin et Maier (2002) ont montré que le pH
influence la solubilité des métaux. En effet, ils ont rapporté qu’a pH acide, il s’établit une
compétition entre les protons et les ions métalliques a des surfaces chargées négativement, ce
qui augmente la précipitation des metaux et, par conséquent, réduit leur biodisponibilité, et

méme leur toxicité.

6.2 Effet des métalloides sur la croissance bactérienne

L’effet de Sb et d’As sur la croissance de S. marcescens (Sb) et de S. marcescens (As)
a été étudie, en culture submergée, en fonction de concentrations croissantes et non létales de
ces éléments. Afin de normaliser les résultats, la valeur de I’absorbance mesurée sur le milieu
de culture du témoin (Co) est prise comme référence (100 %) ; tandis que la croissance en
présence de métalloides est exprimée en pourcentage par référence a la croissance du témoin.

Les résultats obtenus sont donnés dans la figure 30.
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Figure 30 : Taux de croissance de S. marcescens (Sb) et de S. marcescens (As) en fonction de
l'augmentation des concentrations de Sb et d’As dans le milieu de culture

Les concentrations (CO0, C1, C2, C3 et C4) sont indiquées en fonction de I'augmentation
graduelle de Sb et d'As, dont CO est considérée comme témoin. Les taux de croissance sont
exprimés par des moyennes + SEM. Les lettres représentent les différences statistiques entre les
différentes concentrations de chaque métal, séparément, pour chaque souche en utilisant
I’ANOVA suivie par le test de Tukey, p < 0,05.

L’étude des histogrammes portés par cette figure montre qu’il y a une diminution
progressive du taux de croissance avec I’augmentation de la concentration du métal dans le
milieu, sauf a 5 mM d’As ou on observe une légére augmentation. Selon les résultats de ce
test, aux concentrations de 5, 10, 20 et 30 mM de Sb, on constate que I’antimoine a provoqué
des réductions d’environ 9%, 15 %, 21% et 38% respectivement du taux de croissance de S.
marcescens (Sb). Dans le cas de Serratia marcescens (As), on observe une diminution
progressive et significative de la croissance a partir de 10 mM d’As. Cette diminution
correspond & 9,24 %, 27,52 % et 41,7 % pour des concentrations d’As de 10, 15 et 20 mM,

respectivement.

Les corrélations de Pearson entre la concentration des métalloides (Sb et As) et tous les
biomarqueurs de toxicité des deux souches de S. marcescens sont présentées dans les tableaux
6 et 7 (Annexe 5). Elles montrent une corrélation négative particulierement élevée et trés
significative entre le taux de croissance des endophytes tests et la teneur en Sb (r = -0,97, p
<103) et en As (r = -0,93, p < 10®). Une telle corrélation fait ressortir I’effet toxique des

métalloides sur les mécanismes physiologiques des deux souches.

La réduction de la croissance de S. marcescens est due a la toxicité des métalloides

étudiés. Ce phénomene s’explique par la diminution du nombre de cellules bactériennes
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viables suite a une modification des mécanismes physiologiques de la souche. En effet, les
doses métalliques sublétales induisent chez les bactéries des modifications morphologiques
(Boularbah et al., 1993 ; Gauthier et al., 2014), une inhibition de la respiration, une réduction
de la biosynthese des protéines et des acides nucléiques et/ou une altération de l'activité de
certaines enzymes (Boularbah et al., 1993 ; Igiri et al., 2018). De plus, Bahar et al. (2013),
Siripornadulsil et Siripornadulsil (2013), Chakraborty et al. (2014) et Nunes et al. (2018) ont
déduit que la fixation des ions métalliques sur la membrane induisait une perturbation dans la
perméabilité membranaire de la cellule bactérienne et par conséquent, une perte importante de

nutriments essentiels a la croissance bactérienne.

Par ailleurs, les études de Caffrey et Feigenson (1984) ont montré que les ions du
cadmium modifiaient la fluidité membranaire des bactéries. De plus, de nombreuses activités
enzymatiques telles que la phosphatase alcaline (Srivastava et al., 1981), la f-galactosidase et
les déshydrogénases (Cenci et al., 1985 ; Katayama-Hirayama, 1986) sont modifiées en
présence de ce métal. Chez E. coli, plusieurs auteurs ont observé une inhibition de la synthése
d'’ARN, et méme la réplication ou /et la transcription de I’ADN seraient plus sensibles au
cadmium (Blundell et Wild, 1969). Et encore, Mitra et Bernstein (1977) ont observé des
ruptures au niveau d’un simple brin dans I’ADN d’E. coli exposée aux ions Cd?*,

La réduction du taux de croissance des bactéries exposées aux métaux lourds était
rapportée par plusieurs auteurs. C’est le cas de Yilmaz (2003) qui a constaté une réduction de
la croissance de la souche Bacillus circulans EBL1 cultivée en présence de différentes doses de
CdCly. Siripornadulsil et Siripornadulsil (2013) ont également signalé que les bactéries
étudiées avaient une croissance rapide avec une phase de latence plus courte en absence de
CdCl, qu’en présence de ce produit toxique. De méme, Govarthanan et al. (2015) ont rapporté
une diminution du taux de croissance d’Herbaspirillum sp. GW103 en présence d’arsenic. De
plus, Selvankumar et al. (2017) ont révélé que le taux de croissance du Citrobacter sp. RPT,
endophyte des racines de Pteris vittata, diminuait avec l'augmentation de la concentration
d'As dans le bouillon LB.

6.3 Effet des métalloides sur la teneur intracellulaire en peroxyde d’hydrogéne

La figure 31 réesume les variations des teneurs en H>O> dans les biomasses des souches
de S. marcescens en fonction de la concentration en Sb et en As. On constate que les teneurs

intracellulaires en H>O> des deux souches présentaient globalement la méme variation. En
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effet, on observe une augmentation significative a 5 et 10 mM de Sb et d’As. Ces teneurs
dépassent celles des témoins de 23 % et 46 % et de 18 % et 158 %, respectivement. A 30 mM
de Sb et 20 mM d’As, elles présentent une augmentation trés importante, atteignant
respectivement, 345 % et 223 % par rapport aux témoins.

Par ailleurs, on remarque qu’aux hautes concentrations en métalloides, la quantité de
peroxyde d’hydrogéne dans la biomasse de S. marcescens (Sb) est nettement supérieure a
celle mesurée dans la biomasse de S. marcescens (As).

14 - dle (0, 5, 10, 20 et 30 mM)
M As (0, 5, 10, 15 et 20 mM)

-1

Teneur en H,0, (mM g BF)

co c1 c c3 ca
Concentration des métalloides en mM

Figure 31 : Teneur intracellulaire en H,O dans la biomasse fraiche (BF) de S. marcescens (Sb) et de
S. marcescens (As) en fonction de lI'augmentation des concentrations de Sb et d’As dans le milieu de
culture

La comparaison des variations des taux de croissance (Figure 30) et celles des teneurs
en HO: intracellulaire des deux souches (Figure 31) montre que ces deux parametres
progressent en sens inverse. En effet, I’analyse de la matrice de Pearson montre que les
teneurs en H>O; intracellulaires étaient corrélées trés significativement et positivement aux
concentrations en Sb (r = 0,97, p < 10%) et en As (r = 0,92, p < 10%) des milieux de culture,
mais elles sont corrélées négativement et trés significativement (p < 10°) au taux de
croissance des souches testées (Tableaux 6 et 7 en annexe 5). Ce résultat montre que

I'addition de doses croissantes des métalloides augmente la teneur en H20- intracellulaire.

Le peroxyde d’hydrogéne est une espece oxygenée active relativement stable et,
contrairement aux autres radicaux d’oxygene, il ne posséde pas d’électrons non appariés.
C’est un oxydant fort, méme a de faibles concentrations ; pour cela, il est souvent considéré

comme un indicateur de stress (Sharma et al., 2012). Par ailleurs, Foyer et al. (1997) ont
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dévoilé que le peroxyde d’hydrogene pouvait diffuser a travers les aquaporines membranaires
et conduire a la formation de radicaux libres loin de son lieu de formation. A ce niveau, il peut
causer des dommages oxydatifs de la bicouche lipidique de la membrane cellulaire par la
peroxydation des acides gras polyinsaturés et, par conséquent, la perturbation de la fonction
métabolique et la perte de I'intégrité cellulaire. 1l présente également une réactivité spécifique
vis-a-vis de certains résidus cystéine et méthionine des protéines qui peuvent étre oxydés ; ce
qui inactive toute enzyme contenant ces résidus (Velikova et al., 2000 ; Sharma et al., 2012,
Shahid et al., 2014). De tels dommages entrainent forcément la diminution de la croissance,
ce qui est mis en évidence par la corrélation négative et trés significative (p < 10°) entre les

teneurs en H2O; et le taux de croissance de S. marcescens.

La concentration intracellulaire en peroxyde d’hydrogéne n’est pas nulle, méme en
absence de toute contamination métalliqgue (0 mM Sb et 0 mM As). Car celui-ci peut étre
généré en continu par réduction sequentielle de I'oxygene moléculaire (O2) par les enzymes de
la chaine respiratoire associés a la membrane afin d’obtenir de 1'énergie (Cabiscol et al.,
2000), comme il peut provenir de la réaction de dismutation de I’anion superoxyde par la
SOD (Mishra et al., 2006 ; Sharma et al., 2012). Donc, sa concentration est finement
controlée par un systeme de régulation qui maintient ses niveaux intracellulaires, ce qui lui
permet d’accomplir son role dans les mécanismes de signalisation cellulaire et I’homéostasie

redox (Finkel, 2003 ; Scandalios, 2005).

L’augmentation significative des teneurs en H202 en fonction des concentrations
graduelles en Sb et en As et leurs corrélations positives et tres significatives, montrent que
I'addition de doses croissantes de ces éléments stimulait la production d’H>O> et augmentait
son accumulation intracellulaire. Cela s’explique par une réponse antioxydante de
S. marcescens qui se traduit par la formation d’espéces réactives de I’oxygene (ROS), dont le
H20>, suite a son exposition a ces métaux. On peut supposer que l'augmentation des niveaux
intracellulaires d’H202 enregistrée chez les souches étudiées est due a la réduction de I'activité
de la catalase (CAT) et des peroxydases (POD et APX) responsables de 1’¢limination d’H203,
ce qui a conduit a son accumulation et donc, a un déséquilibre oxydant. La réduction de
I’activité de ces enzymes est probablement due a la fixation des métaux lourds sur ces

protéines, ce qui a mené a la diminution de leurs activités.

Des résultats similaires ont été observés chez Xanthomonas campestris pv. Lors de son

exposition a un stress généré par la rifampicine (Li et al., 2008) et chez Methylophilus sp. et
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Methylobacterium sp. sous I’influence d’un stress osmotique en présence de concentrations
graduelles en NaCl (Giri et al., 2013). Le méme résultat est rapporté par Meghnous et al.
(2019) dans son étude portée sur Aspergillus tubingensis, endophyte des racines d’Hedysarum

pallidum, lors son exposition a différentes concentrations en antimonite.

6.4 Effet des métalloides sur la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique a été évaluée par mesure des teneurs du malondialdéhyde
(MDA), issu de la fragmentation des acides gras polyinsaturés membranaire des deux souches
de S. marcescens en présence de doses croissantes en metalloides. Les resultats synthétisés
dans la figure 32 révelent que la variation des teneurs en MDA présentait la méme allure. On
constate une augmentation significative du MDA avec 1’¢élévation du niveau de contamination
par les métalloides par rapport aux témoins. En effet, les teneurs en MDA a 5 mM de Sb et
d’As ne dépassent celles des témoins que d’environ 48 % et 40 % ; alors qu’a 10 mM, elles
les dépassent de 122 et 118 %, dans cet ordre. A 20 mM de Sb et & 15 mM d’As les teneurs en
MDA restent significativement invariables. Cependant, a 30 mM de Sb et & 20 mM

d’As, ’accumulation du MDA diminue significativement pour rejoindre celles des témoins.

N
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Figure 32 : Teneur intracellulaire en MDA dans la biomasse de S.marcescens (Sb) et de S.marcescens
(As) en fonction de lI'augmentation des concentrations de Sb et d’As dans le milieu de culture

Le test de corrélation de Pearson apparait que la production du MDA par les deux
souches de S. marcescens n’était corrélée ni a la teneur en métalloides, ni a la croissance des
deux souches, ni a la teneur en H.O> (Tableaux 6 et 7 en annexe 5). Cependant, lorsqu’on

soustrait les valeurs obtenues & 30 mM Sb, la teneur en MDA de S. marcescens (Sb) devient

89



Résultats et discussion

corrélée significativement et positivement aux teneurs en Sbh (r = 0,81, p < 102, n = 12) et en
H-02 (r = 0,59, p < 0,05, n = 12) et significativement et négativement a la croissance
(r =-0,89, p < 103, n = 12) (Tableau 8 en annexe 5). De plus, aprés la suppression des
valeurs obtenues a 20 mM d’As, la teneur en MDA dans la biomasse de S. marcescens (As)
ne devient corrélée significativement et positivement qu’aux teneurs en As (r = 0,79,

p <102 n=12)eten HxO, (r=0,89, p <103, n=12) (Tableau 9 en annexe 5).

L’augmentation significative des teneurs en MDA chez S. marcescens avec la
progression des concentrations en Sb et en As, et la corrélation significative et positive de ces
deux parameétres aux faibles doses métalliques, témoignent I’installation d’un stress oxydatif
chez S. marcescens (Sb) et S. marcescens (As). Cela est induit par une génération accrue des
ROS (Fashola et al., 2016), dont le H2O, en déclenchant ainsi la peroxydation des lipides
membranaires et en augmentant par conséquent I’accumulation du MDA (Jos et al., 2005 ;
Benavides et al., 2005). Une telle réponse serait a 1’origine de 1’altération des propriétés
biochimiques des biomolécules notamment celles de la membrane ; ce qui conduit a la
diminution de sa fluidité, a la perte de sa fonctionnalité de transport particulierement des
nutriments, a la perte de la régulation de la balance osmotique et a I’inactivation des ATPases
(Alberts et al., 2012), et entraine ainsi la réduction de la croissance des deux souches. Cette
interprétation est mise en évidence par la corrélation négative et significative du MDA avec la
croissance de S. marcescens aux faibles traitements métalliques utilisés ; soit pour le Sh, soit

pour le As.

L’inexistence de corrélation entre la teneur en Sb ou en As et celle du MDA, lorsque
toutes les valeurs sont considérées, est liée a I’importante diminution de la teneur en MDA de
S. marcescens a 30 mM de Sb et 20 mM d’As. Ceci peut étre expliqué, d’une part, par la
séquestration des métaux par les groupements ionisables de la membrane et la paroi cellulaire
bactériennes (lgiri et al., 2018) ou par les exopolysaccharides (EPS) qui chélatent les ions
métalliques (Bhaskar et Bhosle, 2006). Ceux-ci limitent leur diffusion dans le cytoplasme ; ce
qui entraine la diminution du stress oxydatif et la réduction de la production du MDA par la
suite. D’autre part, la production excessive des aldéhydes, y compris le MDA, lors de
I’oxydation des lipides a conduit a leur interaction avec d’autres biomolécules, notamment les
protéines, et/ou a leur dégradation en d’autres substances non-mesurables par la méthode de
dosage utilisée, ce qui peut expliquer encore la diminution des valeurs du MDA observée a

des teneurs élevées en Sb et en As.
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L’accumulation du MDA en présence des ions métalliques a été rapportée chez
plusieurs microorganismes ; ou il a été qualifié comme un biomarqueur de stress, en indiquant
des dommages membranaires plus ou moins importants. Ainsi, Howlett et Avery (1997) ont
montré que la toxicité des métaux causait une peroxydation des lipides accompagnée par une
perte de I’intégrité cellulaire chez Saccharomyces cerevisiae. Lenaértova et al. (1998) ont
également constaté que 1’exposition de Streptococcus bovis et de Selenomonas ruminantium
aux ions Hg (1) augmentait considérablement la concentration du MDA. De plus, Sanaa et al.
(2013) ont enregistré une augmentation de la production du MDA chez E. coli ASU 7 en
présence de concentrations graduelles en Cr®* et Cr3*. De méme, Dhuldhaj et al. (2018) ont
noté une accumulation accrue du MDA dans la biomasse d’Anabaena sp. en réponse aux ions
d’arsénite (AsllIl).

La production de MDA a été mise en évidence chez plusieurs bactéries suit a leur
exposition a différents stress tels que la lyophilisation de Lactobacillus (Yao et al., 2008) et
de Pseudomonas fluorescens (Jean-Noél et al., 2012). Ces auteurs ont montré que les acides
gras polyinsaturés de bactéries étaient les premieres cibles des attaques des radicaux libres au
cours de leur stockage a 1’état sec. Du méme, la présence de Streptomyces sp. HIC-D1 dans le
milieu de culture de Microcystis aeruginosa (cyanobactérie) a induit une peroxydation de ses

lipidiques membranaires, évaluée par la mesure de la teneur en MDA (Kong et al., 2013).

6.5 Effet des métalloides sur la production de la proline

Le contenu intracellulaire en proline dans la biomasse fraiche des deux souches de
S. marcescens, en réponse aux concentrations croissantes en métalloides, est illustré par la
figure 33. Celle-ci indique que I’allure globale des diagrammes montrait une augmentation
progressive des teneurs de la proline en fonction de celles de Sb et d’As. En revanche, on note
une diminution significative des teneurs en proline aux fortes concentrations, mais qui restent

relativement supérieures a celles des témoins négatifs.
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Figure 33 : Teneur intracellulaire en proline dans la biomasse fraiche (BF) de S. marcescens (Sb) et
de S. marcescens (As) en fonction de l'augmentation des concentrations de Sh et d’As dans le milieu
de culture

En effet, 5, 10 et 20 mM d’antimoine sont capables d’augmenter la production de la
proline par S. marcescens (Sb) d’environ 59 %, 65 % et 115 %, successivement, par rapport a
0 mM. Cependant, a 30 mM de Sh, la concentration de la proline diminue pour se rapprocher
a celle du témoin. Le test de Pearson révele une corrélation significative et positive de la
teneur en proline avec la teneur en MDA et les enzymes antioxydantes ; mais elle n’est
corrélée ni a la teneur en Sb, ni a la croissance, ni a la teneur en H,O; (Tableau 6 en annexe
5). Cependant, lorsqu’on soustrait les valeurs obtenues a 30 mM, donc n = 12, la teneur en
proline devient corrélée trés significativement et positivement aux teneurs en Sb (r = 0,91,
p < 10%) et en H,02 (r = 0,83, p < 107?) et trés significativement et négativement a la

croissance (r = -0,90, p < 10®) (Tableau 8 en annexe 5).

De méme, ’addition de 5, 10 et 15 mM d’arsenic, provoque une augmentation de la
production de la proline par S. marcescens (As) d’environ 107 %, 134 % et 189 %,
respectivement, par rapport a 0 mM. En revanche, la concentration de 20 mM d’As diminue la
quantité de cet acide aminé, mais sa teneur reste toujours plus importante que celle de 1’essali
sans métalloide. Le test de Pearson fait ressortir une corrélation significative et positive entre
la teneur en proline et les teneurs en As (r = 0,83, p < 10%), en H20; (r = 0,71, p < 10?) et en
MDA (r = 0,57, p < 0,05) et une corrélation significative et négative avec la croissance
(r = -0,63, p < 0,05). De plus, elle est corrélée a toutes les enzymes antioxydantes sauf a
I’APX (Tableau 7 en annexe 5).
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La présence de la proline dans I’essai sans métal est liée au métabolisme protéique de
S. marcescens. Car la plupart des bactéries utilisent cet acide aminé comme une source de
carbone et de nitrogene pour soutenir leur croissance (Nagata et al., 2003). L’accumulation
intracellulaire de la proline s’effectue a partir du milieu externe par augmentation de 1’activité
de transports, notamment, chez les bactéries & Gram négatif (E. coli). Toutefois, plusieurs
espéces bactériennes a Gram positif (Bacillus et Streptomyces) sont capables de le synthétiser
(Bremer et Kramer, 2000).

L’accumulation de la proline dans la biomasse de S. marcescens et sa corrélation
positive et significative avec les teneurs en MDA, en H.O: et en métalloides, sauf a 30 mM de
Sb, montre que sa production était induite par la présence des concentrations croissantes en
métalloides afin de lutter contre la peroxydation lipidique provoquée par la toxicité d’H20..
De plus, la corrélation négative de la proline avec la croissance pour toutes les concentrations
d’As et pour les concentrations inférieures a 30 mM de Sb, s’explique par la diminution de la
croissance bactérienne, du fait de la toxicité de ces métaux et qui serait le facteur déclenchant
de la production ou de I’absorption de la proline. Cela suggére que la proline jouait un role
important dans la détoxification des ROS et dans la tolérance des souches testées en réponse
au stress induit par la toxicité du Sb et d’As. La production de la proline par S. marcescens
peut donc étre considérée comme une stratégie adoptée par cette bactérie pour faire face a la
toxicité des métaux, et diminuer ses effets délétéres sur leur métabolisme pour empécher une

importante diminution de sa croissance.

De plus, les corrélations significatives et positives de la proline avec la CAT, la POD,
I’APX et la SOD suggérent que la production de proline serait liée a 1’induction de I’activité
de ces enzymes. En fait, selon les travaux d’Oztlirk et Demir (2002), sur des plantes, la CAT
et la POD étaient activées par la proline, qui joue également le role de protecteur de 1’activité
de ces enzymes. Ceci pourrait étre le cas chez S. marcescens non seulement pour la CAT et la
POD, mais aussi pour ’APX et la SOD.

Dans le cas de I’antimoine, I’inexistence de corrélation entre les teneurs en proline, en
Sh, en H20- et la croissance, lorsque les valeurs obtenues @ 30 mM de Sb sont prises en
considération, s’explique par la forte diminution de la teneur en proline a cette concentration.
Cela peut étre d0 a une perturbation dans le mécanisme de détoxification cellulaire par la

proline a cette concentration en Sh (Zhang et al., 2015).
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Selon la littérature, des niveaux éleves en proline intracellulaire sont des caractéristiques
des populations hypertolérantes aux métaux lourds. Car elle agit comme un chélateur pour
certains métaux ou comme un stabilisateur des membranes en réduisant I'oxydation des
lipides membranaires (Saint-Denis et al., 2001 ; Hoque et al., 2007) et elle protége la cellule
contre le stress généré par la présence des métaux lourds par l'activation des enzymes
antioxydantes et le piégeage des radicaux libres (Hoque et al., 2007 ; Sharma et al., 2011 ;
Liang et al., 2013).

Par ailleurs, I’augmentation de la concentration de la proline en réponse au stress
métallique a été rapportée par Wu et al. (1995) et Zhang et al. (2013) ; ils ont constaté une
accumulation importante de la proline intracellulaire chez Anacystis nidulans (cyanobacteérie)
et Proteus mirabilis exposés a des concentrations délétéres du cuivre et du mercure,
respectivement. Chakraborty et al. (2012) et Chakraborty et al. (2014) ont également noté une
accumulation de la proline dans la biomasse d’Aspergillus foetidus en présence du Pb et du
Cd.

L’accumulation de la proline en réponse a autres stress a été rapportée par Ankri et al.
(1996), ils ont constaté que la proline était la principale réponse de Corynebacterium
glutamicum lorsqu’elle est exposée aux conditions de salinité et de sécheresse. Madkour et al.
(1990) ont constaté egalement que le stress osmotique a provoqué une accumulation accrue de
la proline chez des bactéries diazotrophiques isolées des nodules racinaires de plusieurs
plantes. En outre, Chattopadhyay et al. (2004) ont montré le r6le thermoprotecteur de la

proline en diminuant 1’agrégation des protéines d’E. coli lors d’un stress thermique.

6.6 Effet des métalloides sur les activités des enzymes antioxydantes

La présence de I’antimoine et de I’arsenic dans le milieu de culture de S. marcescens a
induit un stress oxydatif par la production des radicaux libres. Afin de contrecarrer leur
action, la souche bactérienne dispose d’un systéme enzymatique de défense antioxydant. Cette
partie du travail est consacrée a 1’étude de 1’activité des enzymes antioxydantes (CAT, POD,
APX et SOD) chez les deux souches de S. marcescens exposées a différentes concentrations
en Sbeten As.
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6.6.1 Catalase (CAT)

Les résultats de dosage de I’activit¢ de la CAT de S. marcescens (Sh) et de S.
marcescens (As), en présence de concentrations croissantes en métalloides, sont résumés dans
la figure 34. A partir de laquelle, on remarque que la CAT des deux souches présentait la
méme évolution. D’ailleurs, on note un accroissement progressif et significatif de 1’activité de
cette enzyme avec la progression des concentrations de Sb et d’As. Elle atteint son maximum
a 20 mM de Sb et 15 mM d’As, ou elle est environ 5,2 et 4,1 fois supérieure a celles mesurées
a 0 mM de Sb et d’As, respectivement. Par contre, @ 30 mM Sb et 20 mM As, on enregistre
une diminution significative de I’activité pour atteindre des valeurs relativement proches de

celles des témoins.
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Figure 34 : Variation de I’activité de la CAT de S. marcescens (Sb) et de S. marcescens (As) en
fonction de I'augmentation des concentrations de Sh et d’As dans le milieu de culture

La CAT des deux souches de S. marcescens n’est corrélée significativement et
positivement qu’aux teneurs en métalloides, en H>O2, en MDA et en proline, et
significativement et négativement a la croissance des souches, a I’exception en cas de
I’arsenic. De plus, la CAT de S. marcescens (As) est correlée significativement et
positivement a la POD et a la SOD ; alors, celle de S. marcescens (Sb) est faiblement corrélée

a l’activité de I’APX (Tableaux 6 et 7 en annexe 5)

La catalase joue un rdle important dans la détoxification du H2O2 pendant un stress
oxydatif puisqu’elle 1’élimine par sa conversion en H>O. Dans le présent travail, une
stimulation tres significative (p < 0,05) de la CAT est constatée suite a I’addition de doses

graduelles en métalloides. Elle peut étre expliquée par 1’augmentation de la concentration de
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son substrat, le peroxyde d’hydrogeéne, suite a 1’augmentation de la concentration des ions
métalliques dans les milieux de culture de S. marcescens. Cela met en évidence I'implication

de cette enzyme dans la catalyse du H»O; intracellulaire formé en présence de ces métalloides.

Ces résultats sont similaires a ceux de Banjerdkij et al. (2005) qui ont rapporté que
I’exposition de Xanthomonas campestris a 75 mM CdCl, pendant 30 min était capable
d’augmenter ’activité de la CAT 10 fois plus qu’en absence du sel dans le milieu de culture.
De méme, Hussein et Joo (2013) ont signalé une stimulation de la CAT de P. putida KNUS5,
de P. putida KNUS et de B. subtilis Kh en présence de Zn*2. Récemment, Elahi et Rehman
(2018) et Elahi et al. (2019) ont constaté que 1’addition de 2 mM de Cr®* dans le milieu de
culture de Bacillus aerius S1, Brevibacterium iodinum S2 et Microbacterium testaceum B-
HS2 avait provoqué une augmentation de ’activité de la CAT d’environ 717 %, 27 % et
42 %, dans cet ordre. De plus, Akkoyun et al. (2019) ont remarqué une augmentation
importante de ’activité de la CAT d’Exiguobacterium profundum en présence d’Hg et de Pb.

Cependant, des concentrations élevées en Sb et en As ont provogué une réduction
significative de la CAT de S. marcescens. Ce méme résultat est obtenu par Akkoyun et al.
(2019) en exposant Exiguobacterium profundum a des fortes concentrations en Hg et Pb. La
réduction de la CAT peut étre causé soit par la fixation des cations métalliques sur la protéine
enzymatique, soit par I’hyperproduction d’H.0- intracellulaire par les souches testées ; ce qui
inactive la catalase et favorise encore 1’accumulation du peroxyde d’hydrogéne dans la
biomasse bactérienne. Ces résultats sont en accord avec ceux de Polidoros et Scandalios
(1999), qui ont rapporté que l'activité de la CAT était directement régulée par la concentration
en H2O: ; dont ses fortes concentrations pouvaient réduire cette activité. En outre, Chen et al.
(1993) et Du et Klessig (1997) ont suggeéré que la catalase peut étre inactivée par sa liaison a
I’H20: ; ce qui provoque une inhibition irréversible en agissant probablement avec un résidu
d'histidine. Cette inhibition peut étre 1’un des facteurs d'accumulation d’H20> dans la cellule
(Velikova et al., 2000).

6.6.2 Peroxydase (POD)

La variation de 1’activité de la POD des deux souches de S. marcescens en présence de
concentrations croissantes en Sb et en As est résumée dans la figure 35. Globalement, on
constate une similitude des allures des histogrammes des deux souches. Cependant, les

valeurs les plus élevées de la POD sont enregistrées chez S. marcescens (Sb).
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L’activité¢ de la POD augmente d’une fagon significative jusqu’elle atteint des niveaux
élevés a 10 mM Sb et a 15 mM As. Elle est environ 7,9 fois et 4,4 fois celles des témoins,
respectivement. Une diminution progressive et significative est notée pour donner une valeur
similaire a celle du témoin en présence de 30 mM de Sb, et supérieure a celle du témoin a 20
mM d’As.
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Figure 35 : Variation de I’activité de la POD de S. marcescens (Sb) et de S. marcescens (As) en
fonction de I'augmentation des concentrations de Sb et d’As dans le milieu de culture

La matrice de Pearson montre, d’une part, que la POD de S. marcescens (Sh) est
corrélée tres significativement et positivement au MDA, a la proline, a ’APX et a la SOD.
Mais elle n’est corrélée ni aux teneurs en Sb et en H2O2, ni a la croissance, ni a ’activité de la
CAT (Tableau 6 en annexe 5). Elle ne devient corrélée significativement et négativement a
la croissance (r = -0,66, p < 0,05) qu’une fois les valeurs obtenues a 30 mM de Sb sont
soustraites (n = 12) (Tableau 8 en annexe 5). D’autre part, ce méme test révéle que la POD
de S. marcescens (As) est faiblement et négativement corrélée a la croissance de cette
souche ; mais elle est significativement et positivement corrélée aux teneurs en As, en H20z,
en MDA, en proline, a la CAT et a la SOD (Tableau 7 en annexe 5).

La POD représente une autre voie de destruction d’H2O2 dans la cellule. Elle a plus
d’affinité pour I’H202 que la CAT (Shahid et al., 2014). Cette enzyme joue un réle important
dans les mécanismes de défense en réponse a diverses conditions de stress, particulierement

celui géneré par des cations métalliques pour éliminer 1’exces en H202 (Kim et al., 2010).

L’augmentation de D’activité de la POD des plantes a été documentée sous des

conditions de stress trés variées comme la sécheresse (Zhang et Kirkham, 1994) et la présence
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des doses toxiques d’Al, Cu, Cd et Zn (Chaoui et al., 1997 ; Shah et al., 2001). Des résultats
similaires sont également rapportés pour les bactéries, telles que E. coli en présence de Cr3*
et Crb* (Sanaa et al., 2013), B. subtilis Kh en présence de Zn?+ et Pb** (Hussein et Joo,
2013) et Bacillus aerius S1, Brevibacterium iodinum et Microbacterium testaceum B-HS2

exposées au chrome hexavalent (Elahi et Rehman, 2018 ; Elahi et al., 2019)

La diminution de I’activité de la POD au-dela de 10 mM de Sb et 15 mM d’As, peut
expliquer par la complexation de I’enzyme avec les ions métalliques additionnés aux milieux
de culture, ce qui provoque des modifications structurales de la protéine enzymatique,
notamment au niveau du site actif (Hou et al., 2007). De plus, la sensibilité de cette enzyme
aux fortes teneurs en H.O> peut conduire a une réduction de son activité (Bowler et al., 1992 ;
Valderrama et al., 2002)

La baisse de I’activité de la POD a été observée chez le mais (Zea mays) en réponse a de
fortes concentrations en Sb dans le sol (Pan et al., 2011) et dans les feuilles de mais en
présence de niveaux élevés en Cd (Ekmekgi et al., 2008). Le méme résultat a été rapporté par
Meghnous et al. (2019), quand ils ont étudié la variation de la POD de I’endophyte
Aspergillus tubingensis en présence de concentrations graduelles en Sb.

6.6.3 Ascorbate peroxydase (APX)

La variation de I’activité de I’APX des deux souches de S. marcescens, en réponse de
concentrations progressives en Sb et en As, est résumée dans la figure 36 ; dans laquelle on
remarque que les diagrammes des activités de I’APX des deux souches possédent une grande

ressemblance.

En effet, des doses croissantes en Sb et en As stimulent d’une maniére significative et
positive I’activité de PAPX. A 10 mM de Sb et d’As, elle atteint son maximum avec une
augmentation d’environ 4,3 et 2,8 fois celles des témoins, respectivement. Une diminution
progressive et significative de I’activité enzymatique est notée par la suite, mais elle reste
toujours plus importante que celle du témoin en présence de 30 mM Sb et similaire a celle du
témoinen présence de 20 mM As. L’APX de S. marcescens (Sb) est corrélée
significativement et positivement a toutes les variables mesurées sauf a la teneur en Sb, a la
croissance et a la teneur en H20. (Tableau 6 en annexe 5). Cependant, celle de S. marcescens
(As) n’est corrélée significativement et positivement qu’aux teneurs en MDA et a 1’activité de

la SOD (Tableau 7 en annexe 5).
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Figure 36 : Variation de I’activité de I’APX de S. marcescens (Sb) et de S. marcescens (As) en
fonction de I'augmentation des concentrations de Sh et d’As dans le milieu de culture

L’ascorbate peroxydase est une autre enzyme antioxydante qui catalyse 1’élimination
d’H20; en utilisant I'acide ascorbique comme substrat (Iturbe-Ormaetxe et al., 2001). Selon la
littérature scientifique, les APXs sont principalement des enzymes antioxydantes des plantes
supérieures et des organismes chlorophylliens (Shigeoka et al., 1980 ; Miyake et al., 1991 ;
Takeda et al., 2000 ; Sano et al., 2001 ; Sharma et Dubey, 2004). Or, plusieurs travaux ont pu
mettre en évidence la présence de cette enzyme dans plusieurs tissus riches en acide
ascorbique de plusieurs organismes non chlorophylliens (Mathews et al., 1997 ; Boveris et al.,
1980 ; Wada et al., 1998). De plus, les études biochimiques de ces APXs et celles des plantes
ont révélé une grande similitude entre leurs séquences N-terminale. Par conséquent, cette
enzyme peut étre utilisée comme un biomarqueur de stress oxydatif chez les organismes
chlorophylliens et non chlorophylliens (Wada et al., 1998).

L’augmentation significative de 1’activité de 1I’APX en présence de concentrations
croissantes en Sb et en As indique que leur présence dans le milieu de culture avait induit
I’activité de cette enzyme chez S. marcescens, pour lutter contre la peroxydation lipidique
provoquée par les differents radicaux libres, dont le H.O,, générés par la toxicité de ces
métaux. En effet, un tel réle est confirmé par les corrélations positives et significatives de

I’activité de I’APX avec les teneurs en MDA pour les deux métalloides.

De nombreux auteurs ont signalé un accroissement de 1’activité de I’APX en réponse au
stress métallique. C’est le cas de Sanaa et al. (2013) qui ont signalé que 1’addition des ions

Cr3*, Crf*, Co?*, Cu?* et Ni?* avait induit I’activité de I’APX d’E. coli. Pareillement, Hussein
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et Joo (2013) ont constaté une augmentation trés importante de I’activité de cette enzyme chez
P. putida KNU5 exposé aux ions Zn?*. De plus, Elahi et Rehman (2018) Elahi et al. (2019)
ont noté une augmentation d’environ 699 % et 19 % de I’activité de I’APX de B. aerius S1 et
M. testaceum B-HS2, respectivement, cultivés en présence des ions Cré*. De méme, Dhuldhaj
et al. (2018) ont également rapporté un accroissement progressif de I’APX suite a 1’addition
de doses graduelles en As (I1T) dans le milieu de culture d’Anabaena sp.

Du fait de la réduction de I’activité de ’APX a des fortes concentrations soit en Sb ou
en As, il semble que cette enzyme est impliquée dans 1’élimination du H20, aux faibles
concentrations en ces métaux. De plus, la production excessive d’H>O> peut affecter la
structure de I’enzyme (Cabaleiro et al., 2001) ou entrainer I'épuisement de I'ascorbate réduit,
ce qui inactive I'APX, comme cela est rapporté par Shikanai et al. (1998). Une telle inhibition

peut étre la conséquence de la production de grandes quantités d’H2O».

En effet, plusieurs travaux ont montré que des niveaux élevés en ROS, induits par les
métaux, seraient responsables de I’inhibition de I’APX. Par exemple, Elahi et Rehman (2018)
ont rapporté une réduction de 1 % de I’activité de I’APX produite par B. iodinum S2, apres
son exposition aux ions Cr¥*. Ce résultat rejoint celui de Feng et al. (2016) qui ont noté une
régression de I’activité de I’APX et de la POD des racines du riz paddy exposé a 1’antimoine
et au sélénium. Récemment, Meghnous et al. (2019) ont montré que I’APX de 1’endophyte

fongique étudié, est inhibée par des concentrations élevées en Sb.

La POD et ’APX sont deux modes alternatifs a la CAT pour la destruction d’H20>
(Bowler et al., 1992). Contrairement a la CAT, la POD et I’APX se renouvellent lentement,
elles exigent un réducteur pour leur fonctionnement et elles possedent une grande affinité vis-
a-vis de I’H20,. Ceci permet a ces deux enzymes d'éliminer efficacement le H,O dans des
conditions stressantes (Wang et al.,, 1999; Sharma et al., 2012). Dans notre étude,
I’augmentation des activités de ces trois enzymes chez les deux souches de S. marcescens, en
fonction de faibles concentrations en Sb et As, indique leur implication dans 1’élimination du
H20- généreé par la toxicité des métalloides. Cette réaction permet donc de protéger les lipides,
les protéines et les acides nucléiques cellulaires des dommages causés par H20: et les autres
ROS (Imlay et Linn, 1988). Un tel rdle est confirmé par les corrélations positives et

significatives des activités des trois enzymes avec les teneurs en MDA.
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Selon Mizuno et al. (1998), la CAT et I’APX coopérent pour la protection contre 1’H20>
généré par le stress abiotique, ce qui explique la corrélation positive et significative entre ces
deux enzymes en présence de Sh. Cependant, selon Shikanai et al. (1998), lorsqu’on
considere la stabilité de I'enzyme dans des conditions de stress oxydatif, la CAT est beaucoup
plus efficace que I'APX en tant qu'enzyme résistante au stress. Ceci expliquerait le fait que la
CAT, a l’inverse de I’APX, soit corrélée avec toutes les teneurs en métalloides. Néanmoins
I’hyperproduction d’H20O> a des hautes concentrations en Sb et As par les souches résistantes,
en raison de I’excés des métalloides, aurait entrainé également la réduction significative de
I’activité de la CAT. En effet, Polidoros et Scandalios (1999) ont également rapporté que
I'activité de la CAT serait directement régulée par la concentration de H>O> dont les fortes

concentrations pouvaient réduire son activité.

L’étude de Sanaa et al. (2013) a montré une augmentation importante de 1’activité de la
CAT, de la POD et de I’APX des souches d’E. coli résistantes aux métaux en présence de
Cr8*, Cr¥*, Co?*, Cu?*, Ni?*, Zn?*, Cd?* et de Pb?*. Les résultats d’Hussein et Joo (2013) ont
également rapporté que 100 mg/L de Zn?* ou de Pb?" pourraient induire les activités de la
CAT, de la POD et de I’APX de Pseudomonas putida KNU5, Pseudomonas putida KNU8S et
Bacillus subtilis Kh. Ces mémes auteurs ont noté que I’induction de la POD était moins
importante que celles de la CAT et de I’APX. De plus, Lee et Shin (2003) ont rapporté que
’activité de la CAT a faiblement augmenté, suivie par I’APX et la POD de Nannochloropsis

oculata apres un traitement avec le cadmium.

6.6.4 Superoxyde dismutase (SOD)

Les résultats de I’activité de la SOD mesurée chez les deux souches de S. marcescens
sont présentés dans la figure 37. Dans I’ensemble, les histogrammes des activités de la SOD
des deux souches, soit en présence de Sb ou d’As, sont trés similaires. Cependant, les valeurs
de P’activité de cette enzyme varient selon la concentration des métalloides dans le milieu de

culture.

Selon la figure 37, la SOD s’accroit significativement avec 1’accroissement des
concentrations de Sb et d’As. Elle atteint son maximum a 10 mM de Sb et d’As, ou elle
dépasse celles des témoins d’environ 4 fois plus. Cependant quand les souches sont exposées
aux concentrations élevées en métalloides, on note une diminution progressive et significative

de I’activité de la SOD, mais elle reste supeérieure a celles des témoins.
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Figure 37 : Variation de I’activité de la SOD de S. marcescens (Sh) et de S. marcescens (As) en
fonction de I'augmentation des concentrations de Sh et d’As dans le milieu de culture

Les résultats de la corrélation révelent que la SOD de S. marcescens (Sh) n’est corrélée
significativement et positivement qu’aux teneurs en MDA, a ’activité de la POD et a celle de
I’APX ; alors que, celle de S. marcescens (As) est corrélee au MDA et a la proline, ainsi

qu’aux toutes les enzymes antioxydantes (Tableaux 6 et 7 en annexe 5).

L'augmentation de I'activité de la SOD, mesurée chez les souches de S. marcescens, aux
faibles concentrations en métalloides, s’explique par 1’augmentation de la concentration de
son substrat, le radical superoxyde (O2™). Car cette enzyme catalyse la dismutation de deux
molécules de ce radical en oxygene (O2) et peroxyde d'hydrogene (H>02) (Sharma et al.,
2012). Contrairement a I’H202, I’anion superoxyde est un radical instable qui possede une
courte durée de vie, car il est rapidement dismuté en H.O, par la SOD (Blokhina et
Fagerstedt, 2010 ; Bhatt et Tripathi, 2011). Le H2O; ainsi produit est ensuite décomposeé par la
POD, I’APX et la CAT (Bowler et al., 1992). En effet, les corrélations sont positives et
significatives de la SOD avec les teneurs en As et avec les activités de la CAT, de la POD et
de ’APX. Par ailleurs, I’augmentation significative des activités de la SOD et de la POD en
fonction des concentrations de Sb et leurs corrélations trés significatives jusqu’a 10 mM de Sb
prouvent, comme pour la CAT et I’APX, que la présence des meétalloides dans le milieu de

culture avait pour effet d’induire leurs activités chez S. marcescens.

La SOD joue un réle capital en situation de stress oxydatif chez les organismes
aérobies. Elle permet de réduire la quantité d’O2" produit lors d’un stress et d’empécher la

formation des radicaux hydroxyles (OHe-) dans la réaction d’Haber-Weiss. Ces radicaux
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hydroxyles sont les especes les plus réactives causant la peroxydation lipidique, la
dénaturation des protéines et la mutation de I’ADN. En effet, ’absence d’un mécanisme
enzymatique permettant son élimination conduit a son accumulation ; ce qui peut conduire

éventuellement a la mort cellulaire (Pinto et al., 2003 ; Sharma et al., 2012).

L’induction de la SOD lors d’un stress métallique a été rapportée par Lenaértova et al.
(1998) qui ont étudié la SOD de Streptococcus bovis et Selenomonas ruminantium sous stress
induit par le mercure. Ainsi, Sanaa et al. (2013) ont constaté une stimulation de la SOD
d’E. coli aprés ’addition des ions Cr®* dans son milieu de croissance. Elahi et al. (2019) ont
également signalé I’augmentation de 1’activité de la SOD de B. aerius (683 %), de B. iodinum
(16 %) et de M. testaceum B-HS2 (28 %) suite a leur exposition a un stress métallique da aux
ions Crb. De méme, Akkoyun et al. (2019) ont signalé I’induction de la SOD

d’Exiguobacterium profundum aprés son exposition au Hg?* et au Pb?*.

La réduction de I’activité de la SOD, apres 10 mM de Sb et As, peut étre expliquée,
comme pour la CAT, la POD et I’APX, par la sensibilité de cette enzyme aux fortes teneurs
en H>O2 (Bowler et al., 1992 ; Valderrama et al., 2002). De plus, la génération du radical
hydroxyle dans la réaction d’Haber-Weiss peut réagir avec les groupements fonctionnels des
enzymes, conduisant ainsi a leur inhibition, notamment les enzymes antioxydantes y compris
la CAT et la SOD (Shahid et al., 2014). Ceci explique les corrélations significatives et
positives entre la SOD, la CAT, la POD et I’APX, dans le cas d’As, et le fait que la SOD et la
POD ne soient corrélées a la CAT et a I’APX que pour les valeurs inferieurs a 10 mM de Sb.
La réduction de I’activité de la SOD peut également étre expliquée par la fixation des ions
métalliques sur cette protéine enzymatique (Gupta et al., 2009). Car, ces éléments peuvent
inhiber plusieurs enzymes par leurs interactions compétitives ou non compétitives avec le
substrat ou causer des changements conformationnels des protéines enzymatiques (Gauthier et
al., 2014 ; Igiri et al., 2018).

L’inhibition de la SOD par les métaux lourds a été rapportée par Sanaa et al. (2013) qui
ont étudié la SOD d'E. coli en présence des ions Cr®*, par Banjerdkij et al. (2005) qui ont suivi
la variation de la SOD de Xanthomonas campestris en présence du Cd?* et par Akkoyun et al.
(2019) qui ont indiqué une diminution de 1’activité de la SOD d’Exiguobacterium profundum

en présence de fortes concentrations en Hg?* et Pb?*,
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Les études de Benhamdi et al. (2014) menées sur H. pallidum et L. spartum poussant
sur les déblais de mine d’antimoine, ont ressorti une adaptation des deux phytotaxons & un tel
environnement naturel hostile grace a leur systéme antioxydant induit par la présence de
concentrations élevees en antimoine et en arsenic dans le sol. En effet, ces études ont mis en
évidence une augmentation importante des activités de la CAT et de I’APX dans les racines
d’H. pallidum et des activités de la CAT et de la POD dans les racines de L. spartum en

fonction de la contamination du sol par les métalloides (Benhamdi et al., 2014).

Le présent travail dévoile 1’existence d’une corrélation positive et hautement
significative de la CAT et de I’APX de S. marcescens (Sb), I’endophyte des racines d’H.
pallidum, et de la CAT et de la POD de S. marcescens (As), 1’endophyte des racines de L.
spartum. Il est donc trés probable que les deux bactéries ont un impact sur la production de
ces enzymes par leurs plantes hétes en leur permettant de résister au stress lié a la présence de
concentrations élevées en ces métalloides et donc d’augmenter leur résistance vis-a-vis de
toute contamination métallique. En outre, selon Hamilton et al. (2012), les endophytes qui
colonisent la partie racinaire peuvent augmenter la tolérance de I'h6te a divers stress,

notamment le stress métallique, via des mécanismes impliquant plusieurs antioxydants.

Les mémes travaux de Benhamdi et al. (2014) ont révélé que les activités de la POD et
de la SOD des racines d’H. pallidum augmentent avec I’accroissement des niveaux de
contamination des sols par les métalloides. Contrairement aux activités de ces deux enzymes
produites par S. marcescens (Sb), étant réduites aux concentrations élevées en Sh dans son
milieu de culture. Cette bactérie aurait donc moins d’impact sur leur production chez son
hote. De plus, L. spartum, dont a été isolée S. marcescens (As), avait présenté des faibles
activités de I’APX et de la SOD, notamment aux fortes contaminations du sol par le Sb et I’As
(Benhamdi et al., 2014) ; cette souche n’interviendra donc pas dans leur activation chez son

hote.

7 Effet de I’antimoine et de I’arsenic sur la morphologie cellulaire

L’observation des deux souches de S. marcescens, a I’aide d’un microscope optique,
révele des différences morphologiques entre les cellules cultivées en présence et en absence
de concentrations sublétales de chacun des deux métalloides (Figure 38). En effet, on
constate qu’en absence de contamination métallique, les cellules bactériennes apparaissent

sous forme de batonnets isolés, alors qu’en présence de contamination métallique, elles
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apparaissent sous forme sphérique et elles sont associées en agrégats. Le changement observé
est réversible ; car les cellules bactériennes reprennent leur forme de batonnets dispersées

lorsqu’elles sont mises en culture sans aucune contamination.

S. marcescens (Sb) (30 mM Sb)

S. marcescens (As) (20 mM As)

Figure 38 : Mode de regroupement de S. marcescens (Sh) en absence et en présence d’antimoine
(A et A’) et de S. marcescens (As) en absence et en présence d’arsenic (B et B”) (G x100)

La toxicité des métaux lourds affecte non seulement la croissance et le métabolisme de
la cellule bactérienne, mais elle affecte également sa taille, sa morphologie et son mode de
regroupement comme cela a été rapporté par plusieurs auteurs (Chibuike et Obiora, 2014 ;
Fashola et al., 2016). Le changement de morphologie peut étre di a des modifications
structurales de la paroi sous l'effet de la fixation du métal, ou d'une interférence entre les ions
métalliques et certains constituants de la paroi au cours de leur assemblage (Svarachorn et al.,
1989). De plus, le changement de mode de regroupement peut é&tre un mécanisme de
protection contre les ions métalliques présents dans le milieu de croissance en quantité
sublétale, en diminuant la surface de contact des bactéries avec les ions métalliques

(Boularbah et al., 1993). En effet, le regroupement en amas diminue la diffusion du métal a
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I’intérieur de la masse cellulaire, par conséquent, une fraction de la biomasse reste viable. Ces
changements sont réversibles lorsque la bactérie est mise dans un milieu sans métal. Cela
indigue que les conditions des milieux de culture déterminent tres fortement la morphologie et

la composition de la paroi cellulaire (Ellwood et Tempest, 1972 ; Koch, 1983).

Les études realisées par Boularbah (1993) ont montré I’apparition de modifications
morphologiques importantes et réversibles induites par des concentrations sublétales de Cd
chez Bacillus brevis isolé d'un sol pollué. L’auteur a également observé sous microscopes
optique et électronique une organisation en amas des cellules modifiées. Ces observations ont
été expliquées par une inhibition des autolysines qui interviennent dans I'élongation du
peptidoglycane (Svarachorn et al., 1989). Chakravarty et Banerjee (2008) ont rapporté que
I’exposition de I’Acidiphilium H8 a des concentrations métalliques non inhibitrices induit la
transformation des coccobacilles dispersés en forme de chaines de coccoides. Alors que le Cu
provoque leur transformation en cellules rondes et le Ni permet 1’agrégation des cellules.

Cependant, le Zn n'a montré aucun effet sur cette souche.

D’une fagon analogue, Higham et al. (1986) ont montré que 1’exposition de
Pseudomonas putida aux ions Cd?*, les cellules se regroupent en agrégats sous forme de
grappes beaucoup plus petites que les cellules cultivées sans cadmium. Desai et al. (2008) ont
noté une augmentation de la longueur et de 1’épaisseur des cellules de Pseudomonas sp.
G1DM21 exposé au Cr (VI). Naik et Dubey (2011) et Naik et al. (2012) ont rapporté pour
leur part une réduction de la taille des cellules de P. aeruginosa 4EA et d’Enterobacter
cloacae P2B lorsqu'elles sont exposées au nitrate de plomb. Ces altérations morphologiques
sont considérées comme la réponse des cellules bactériennes contre la toxicité des métaux

lourds.

Les phénoménes de changement de morphologie cellulaire et de la formation
d’agrégation bactériennes peuvent étre dis a d’autres facteurs, tels que le stress
hyperosmotique (Boublenza, 2013), le stress acide ou basique (Lemay et al., 2000 ; Isom et
al., 1995) et le stress hypothermique ou hyperthermique (Marceau et al., 2003 ; Lorca et Font
de Valdez, 1999).

8 Formation de biofilm par S. marcescens

Les souches de S. marcescens résistantes a I’antimoine et a I’arsenic sont testées pour la

formation de biofilm en culture pure. Les résultats obtenus (Figure 39) montrent que ces
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souches sont capables de former des biofilms dans les 24 h, mais pas aux mémes densités
cellulaires. La meilleure souche productrice de biofilm est celle résistante a 1’antimoine. De
plus, les biofilms formés par S. marcescens sont plus importants que celui produit par E. coli

W3110, souche de référence.

E. coli (W3110) S. marcescens (Sh) S. marcescens (As)

M63G

LB modifié

LB

M63G

LB modifié

LB

Figure 39 : Etude de formation de biofilm par S. marcescens et E. coli W3110 sur une plaque de
polystyréne aprés 24 h (A) et 48 h (B) d’incubation sur M63G, LB modifié et LB

Les biofilms sont des associations structurées d'agrégats microbiens sessiles attachés a
des surfaces biotiques ou abiotiques. Ils sont constitués de populations enfermées dans une
matrice de polymeres autoproduit (Santacecilia et al., 2012). Par comparaison avec leurs
homologues planctoniques, les cellules sessiles sont généralement plus résistantes a de
nombreux stress environnementaux (Donlan, 2000), notamment des métaux lourds et des
métalloides (Kruger et al., 2013).

La formation de biofilm est une stratégie importante utilisée par la plupart des
microorganismes pour survivre en présence de métaux toxiques. Elle permet la séquestration
des métaux sur la membrane et la paroi cellulaire des bactéries périphériques qui fournissent
de nombreux sites de liaison aux ions métalliques (lgiri et al., 2018). En effet, les
peptidoglycanes, les polysaccharides et les lipides, riches en groupements de charges
négatives, permettent la fixation des cations métalliques sur la surface du biofilm ; ainsi, ils
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limitent la diffusion de ces composés toxiques et protégent les cellules bactériennes a
I'intérieur du biofilm. Les sites impliqués dans 1’adsorption des métaux sont les groupements
hydroxyle, alcool, phosphoryle, amine, carboxyle, ester, sulfhydrile, sulfonates et thiols
(Fomina et Gadd, 2014 ; Ayangbenro et Babalola, 2017 ; Igiri et al., 2018).

Ce mécanisme est utilisé par les deux souches S. marcescens isolées dans cette étude, ou
I’antimoine et 1’arsenic peuvent étre séquestrés dans la matrice extracellulaire du biofilm ; ce
qui peut expliquer leur survie, méme en présence de fortes concentrations en ces polluants.
Cela est montré par Newman et al. (1997) qui ont étudié la séquestration de l'arsenic par
Desulfosporosinus auripigmentum, Herminiimonas arsenicoxydans et Thiomonas spp. par la
production d’exopolysaccharides (EPS). Ce mécanisme est également rapporté par Teitzel et
Parsek (2003) lors de la formation de biofilm par P. aeruginosa résistantes aux ions de cuivre,
de plomb et de zinc. De plus, ces auteurs ont montré que les cellules périphériques du biofilm
sont mortes, ce qui confirme le role des exopolyméres du biofilm dans I’accumulation des
ions metalliques et la protection des cellules a I’intérieur. Pareillement, Uhrynowski et al.
(2019) ont montré que Shewanella sp. O23S adoptait ce méme mécanisme pour faire face a la

toxicité de I’arsenic.

On remarque que I’intensité des cellules adhérentes & la paroi de la plaque diminue
aprés une incubation plus longue (48 h), cela suggére que les cellules adhérentes ont été
lysées ou ont provoqué la lyse de certaines cellules libres a cause de I'épuisement des
nutriments et de la transformation de S. marcescens en cellules libres (Uhrynowski et al.,
2019 ; Drewniak et al., 2016).

9  Seuil de tolérance des deux souches de S. marcescens a quelques métaux

Dans ce test, nous avons examiné les niveaux de tolérance en métaux des endophytes
bactériens, S. marcescens, monorésistant a I’antimoine et a ’arsenic. Pour cela, la souche E.
coli W 3110 était inclue comme référence; elle était fournie par le Laboratoire de
Microbiologie, Adaptation et Pathogénie (MAP) de Lyon, France. Cette bactérie a été choisie,
d'une part parce qu’on dispose de nombreuses informations sur sa physiologie ainsi que sur la
mise en ccuvre de ses manipulations in vitro, et d’autre part, cette souche est sensible ou
moins résistante aux differents métaux utilisés, ce qui permet d’établir une estimation du

niveau de résistance de S. marcescens vis-a-Vvis ces toxiques.
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S. marcescens (As) : Ni Ha S. marcescens (As) : Co Pb

E.coli W3110 : Cu Cd E.coli W3110 : Ni Hg E.coli W3110 : Co Pb

Figure 40 : Zones d’inhibition de la croissance de S. marcescens (Sbh), de S. marcescens (As) et d’E.
coli W3110, en présence de Cu, de Cd, de Ni, de Hg, de Co et de Pb. Les diamétres sont mesurés avec
SCAN 500®, version 7.0.14.0.

Pour chaque métal, les diamétres des zones d’inhibition (mm) ont été mesurés par
SCAN 500®, version 7.0.14.0 (Figure 40). Les valeurs moyennes des diamétres des zones
d’inhibition et les écart-types correspondants sont calculés. Les résultats obtenus sont
synthétisés dans la figure 41. On constate que les deux souches étudiées présentent une
résistance importante vis-a-vis du nickel et du cobalt, et un moindre degré contre Cu, Cd, Pb
et Hg par rapport a la souche de référence.
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Figure 41 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition de la croissance de S. marcescens (Sb), de
S. marcescens (As) et d’E. coli W3110 (W), en présence de Cu, de Cd, de Ni, de Hg, de Co et de Pb

Les CMiIs des isolats et de la souche de référence vis-a-vis du Ni et du Co ont été
mesurées apres des cultures en microplaques a 96 puits sur le milieu liqguide M63G
supplémenté par des concentrations graduelles de nickel et de cobalt. C’est un milieu
minimum qui doit étre complémenté par du glucose (Annexe 1). Il a été choisi pour éviter la

chélation des métaux par les composés présents dans un milieu riche.

Aprés incubation a 30 °C pendant 24 h, les résultats de I'évolution de la croissance des
souches testées sont synthétisés dans la figure 42. Celle-ci montre que quel que soit le métal
testé, la croissance est tres faible en début d'incubation, puis elle augmente continuellement
jusqu'a la fin de I'incubation. Elle montre également un écart d’absorbance en absence et en

présence de métaux lourds chez les deux bactéries testées et la souche de référence.

Par ailleurs, 1’absorbance est plus importante en absence de toute contamination
métallique. Cependant, la croissance bactérienne est dose-dépendante ; elle devient nulle & des
seuils métalliques élevés. Ces derniers different d’une souche a une autre et d’un métal a un
autre. Les concentrations minimales inhibitrices détectables par les trois bactéries sont trés
différentes. En effet, la croissance d’E. coli W3110 est complétement inhibée en présence de
3 mM de nickel, alors qu’une concentration plus élevée (4 mM) était tolérée par les
endophytes étudiés. Ainsi, S. marcescens (Sb) a gardé environ 79 % de son taux de
croissance et S. marcescens (As) n’a gardé que 31 %. Ces mémes isolats ont gardé presque
97 % et 83 % de leur viabilité en présence de 2 mM de cobalt ; alors que, 1 mM a provoque

une inhibition totale de la croissance de la souche de référence.
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Figure 42 :

Par conséquent, des valeurs des CMIs relativement étendues sont obtenues pour le
nickel, elles se situent entre 6 et 8 mM de Ni pour I’endophyte résistant a I’antimoine et entre
4 et 6 mM de Ni pour celui résistant a I’arsenic. De plus, la CMI obtenue pour le cobalt se
situe entre 3 et 4 mM de Co pour S. marcescens (As) et entre de 4 et 5 mM pour

S. marcescens (Sb). Ces résultats indiquent que les endophytes étudiés présentent un potentiel

0.8 e S, Marcescens Sh
0.7 ©
e S, Marcescens Sb
0.6 1 Co 500pM
0.5 1 s S Marcescens Sh
Co2mM
0.4
e . Marcescens Sb
0.3 - Co 3mM
0.2 e G, Marcescens Sb
: Co 4mM
0.1 S. marcescens Sh
0 Co 5mM
”w N n n onnnnon
[eNeoloNoNololoNoNoNoNe]
OO0 O0OO0O0OO0O0 00O
NS O0ON T © 0O
NI O OMONMNNSYN
HANANM S O LW O~
0.8
e S.Marcesens As
0.7 - (0)
06 - e S.Marcesens As
Co 500puM
05 e S Marcesens As
Co 2mM
0.4 -
e S.Marcesens As
0.3 Co 3mM
0.2 - // em— S marcesens As
Co 4mM
0.1 s S Marcesens As
0 Co 5mM
EE8E8888888888
O O OO0 0O O O o0 O o
N © 0O AN © 0 O N
N < 100 © MO ST N O
AN AN M WO W0 O N~~
0.9
08 e ==W(0)
0.7 / W Co 500uM
0.6 -~
0.5 / / e W Co 1MM
0.4 / / e \\/ C0 1,5mM
0.3
02 | s \\| CO 2MM
01 e WCO 3MM
”w o N v o n N un nu nu n n u
[eeolololcBololclcNololNel
O O O O 0O OO0 0 OO O O
N S © 0 O N S © 0 O N
M~ < 1 00O MO N O
NN M S WO LW O~ ~

en présence de concentrations graduelles de Ni et de Co

de résistance au Ni et au Co, plus important que celui d’E. coli W3110.
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Dans ce contexte, plusieurs travaux ont montré que les bactéries endophytes isolées a
partir de plantes des zones contaminées par les métaux lourds développaient une
multirésistance importante vis-a-vis de ces polluants. Cela peut étre di a des mécanismes de
résistance intrinseques ou induits qui réduisent la toxicité des métaux (Xiao et al., 2010). Par
exemple, dans I’étude de Guo et al. (2010), les isolats endophytes de feuilles de Solanum
nigrum L. cultivé dans des sols contaminés par le cadmium, ont montré une résistance au Cd,
mais également au Pb, au Zn, au Cu et au Cr. Les mémes résultats sont obtenus par Bestawy
et al. (2013) qui ont montré, d’une part, que les bactéries isolées de plantes et de leurs
rhizospheres, irriguées avec des eaux usees, avaient résisté a des concentrations élevées de
Cu, de Cd, de Co et de Cr. D’autre part, cette étude a dévoilé que la résistance des bactéries
rhizosphériques aux métaux lourds était supérieure a celle des bactéries endophytes. Par
ailleurs, la mesure des CMIs correspondant au Pb, Cd, Cu, Co, Ni, Cr et Zn réalisée par
Abedinzadeh et al. (2019) a révélé que la microflore endophytique du mais était globalement
moins résistante que celle de la rhizosphére, en raison du fait que les bactéries endophytes ne

sont pas en contact direct avec I’environnement extérieur (Hallmann et al., 1997).

10 Reésistance des deux souches de S. marcescens a quelques antibiotiques

L’étude de la résistance aux antibiotiques a été réalisée pour compléter la caractérisation
des endophytes étudiés. Celle-ci est effectuée par la méthode de diffusion de disques sur la
gélose a 1’aide d’un panel de trois antibiotiques, le chloramphénicol (2 ng/mL), I’ampicilline
(10 ng/mL) et la kanamycine (5 ng/mL). Les profils de résistance des deux souches isolées
sont réalisés par référence a E. coli W3110. Les diamétres d’inhibition (mm) mesurés sont
portés dans la figure 43, les moyennes des zones d’inhibition de chaque antibiotique et les

écart-type correspondants sont synthétisés dans les histogrammes de la figure 44.

E.coli W3110

Figure 43 : Zones d’inhibition de la croissance de S. marcescens (Sh) (A), de S. marcescens (As) (B)
et d’E. coli W3110 (C), en présence du chloramphénicol (2 ng/mL) (1), de I’ampicilline (10 ng/mL)
(2) et de la kanamycine (5 ng/mL) (3). Les diamétres sont mesurés avec SCAN 500®, version 7.0.14.0
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Le présent travail révele une différence significative entre le comportement des souches
étudiées et celui de la souche de référence, et ce, vis-a-vis des trois antibiotiques. Les mesures
des diametres des zones d’inhibition de S. marcescens ont donné des moyennes différentes
pour chaque antibiotique, inférieurs a ceux de la souche de référence ; ce qui montre que la

souche de référence est la plus sensible (Figure 44).
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Figure 44 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition de la croissance de S. marcescens (Sb), de
S. marcescens (As) et d’E. coli W3110 (W), en présence du chloramphénicol (2 ng/mL) (Cm), de
I’ampicilline (10 ng/mL) (Amp) et de la kanamycine (5 ng/mL) (Kan)

La résistance naturelle aux antibiotiques est un phénoméne constant et transmissible
chez la plupart des bactéries. Les résultats de plusieurs études génétiques ont révélé que cette
résistance était généralement codée par le chromosome (Martinez, 2009), des transposons, des

intégrons ou des plasmides (Courvalin, 2008 ; Georgopapadakou, 2008).

Selon la littérature, S. marcescens présente une multirésistance importante aux
antibiotiques, a savoir les B-lactamines, les aminosides et les quinolones. Il est bien établi que
cette bactérie peut rapidement développer une résistance a de multiples B-lactamines, car elle
héberge un géne, ’Amp C chromosomique (Silva et al., 2015). L’augmentation de la
fréquence de la résistance de S. marcescens aux antibiotiques, notamment aux aminosides et
aux quinolones, s’explique par la production d'enzymes modificatrices d’antibiotiques par
adénylation, phosphorylation ou acétylation (Silva et al., 2015 ; Belbel et al., 2014 ; Davis et
al., 2010). Les génes codant pour ces enzymes sont généralement situés sur des plasmides
transférables (Belbel et al., 2014 ; Yang et al., 2013). Cependant, certaines souches de la

méme espece de S. marcescens sont naturellement sensibles aux antibiotiques, mais elles
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deviennent résistantes, soit par mutations chromosomiques, soit par 1’acquisition de génes

étrangers portés sur des éléments mobiles transférables (Gazengel, 2013).

Des études antérieures sur S. marcescens FS14, un endophyte isolé d’Atractylodes
macrocephala Koidz (appelée Baizhu en Chine), ont montré que cette souche était résistante a
I’ampicilline (10 pg), a la pénicilline G (10 IU), a la rifampicine (5 pg), a la streptomycine
(100 pg) et a la tetracycline (30 pg) ; mais elle était sensible au chloramphénicol (30 pg), a la
gentamicine (10 pg) et a la kanamycine (30 npg). Cette résistance dépend du type
d’antibiotique et de sa concentration (Li et al., 2015).

11 Relation entre la résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds

Les meétaux lourds libérés de diverses activités représentent une véritable menace
toxicologique, mais également écologique. Ils peuvent avoir également un impact important
dans la conservation et la propagation de la résistance des bactéries a ces polluants et aux
antibiotiques, en raison des caractéristiques structurelles et fonctionnelles communes de ces
deux systéemes de résistance (Baker-Austin et al., 2006). En outre, de nombreux rapports
suggerent que I'exposition des bactéries aux contaminants meétalliques dans leurs
environnements naturels pourrait jouer un réle important dans le maintien et la prolifération

de la résistance aux antibiotiques (Schulz et Boyl, 2006 ; Seiler et Berendonk, 2012).

Généralement, la résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds peut s’exprimer par
le méme gene (communément appelée résistance croisée) ou bien par deux genes co-localisés
sur le méme élément mobile (Di Cesare et al., 2016). Selon Ugur et Ceylan (2003), les
déterminants génétiques codant pour la résistance aux métaux lourds et aux antibiotiques sont
portés fréquemment sur les plasmides ; alors que, Baker-Austin et al. (2006) ont montré que
ces génes pouvaient également étre situés a proximité des intégrons ou étroitement associés a
ceux-ci, souvent sur le méme transposon ou le méme plasmide. L'ampleur de cette co-
résistance est liée a I'abondance de transposons chez les bactéries, notamment celles qui sont

isolées des échantillons cliniques et/ou environnementaux.

Dans ce travail, on a pu sélectionner deux endophytes affiliés a I’espéce de
S. marcescens. lls ont pu tolérer des concentrations importantes en métalloides (Sb et As) et
en métaux lourds (Ni et Co) et ils ont présenté une résistance remarquable a la kanamycine
(classe des aminosides) (5 ng/mL), au chloramphenicol (classe des phénicoles) (2 ng/mL) et a
I’ampicilline (classe des béta-lactamines) (10 ng/mL) par rapport a la souche de référence. Ce
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résultat laisse suggérer 1’existence d’une corrélation entre la résistance de ces deux souches

aux métaux lourds ainsi qu’aux trois antibiotiques testés.

La co-régulation de la résistance aux antibiotiques et aux metaux lourds chez les
bactéries endophytes a été rapportée par plusieurs auteurs (EI-Deeb, 2009 ; Schulz et Boyle,
2006). De plus, plusieurs études précédentes ont montré que les bactéries isolées des
différents environnements contaminés par les métaux lourds étaient résistantes a ces derniers
et présentaient également une résistance a une large gamme d’antibiotiques. Ainsi, Allen et al.
(1977) ont isolé des bactéries des milieux contaminés par les métaux lourds ; elles ont été
résistantes au plomb, au cobalt, au mercure et au molybdéne ainsi a 1’ampicilline et au
chloramphénicol. De méme, Calomiris et al. (1984) ont étudié la multitolérance des bactéries
vis-a-vis des ions Cu®*, Pb?* et Zn?* et son association significative a la multirésistance aux
antibiotiques, contrairement aux germes sensibles. Pal et al. (2004) ont pour leur part montré
que la bactérie isolée d’un sol contaminé était résistante au Ni et a présenté une résistance
multiple a plusieurs antibiotiques. De méme, Sevim et Sevim (2015) ont montré une co-
résistance de Bacillus, isolés des sols de régions industrialisées, vis-a-vis de 17 antibiotiques
et 10 métaux. Ces auteurs ont montré que cette résistance était due a des déterminants
génétiques portés par le plasmide ; ils ont également confirmé I’existence d’une corrélation
entre la résistance aux métaux lourds et celle aux antibiotiques. Par ailleurs, 1’étude
d’Uhrynowski et al. (2019) a montré que le plasmide pSheB de Shewanella sp. O23S portait

des genes de résistance a I’arsenic et une large gamme d’antibiotique.

12 Etude moléculaire de la résistance de S. marcescens a I’antimoine et a I’arsenic

L’objectif de cette partie vise I’isolement et la caractérisation des génes impliqués dans
la résistance des deux souches de S. marcescensa I’antimoine et a 1’arsenic. Selon la
littérature, les endophytes isolés de plantes poussant sur des sols contaminés par les métaux,
possédent des geénes de résistance localisés sur des plasmides ou des transposons
(Busenlehner et al., 2003). Cependant, apres le séquencage du génome de plusieurs
endophytes bactériens, il apparait quun nombre important de genes étaient portés par I’ADN
chromosomique (Mukherjee et al., 2018). En se basant sur ces données, des techniques de
transformation de cellules compétentes ont été effectuées par de ’ADN plasmidique et

génomique de S. marcescens.
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12.1 Recherche de plasmides

Les bactéries monorésistantes a Sbh et As sont examinées pour mettre en évidence la
présence de I'ADN plasmidique. La figure 45 montre une séparation électrophorétique typique
des plasmides des isolats ainsi que leur nombre et leur taille approximative. Selon cette figure,
on constate que chacune des souches possédait un seul plasmide. En outre, les plasmides ainsi

récupérés avaient des tailles relativement grandes (> 10 kb).

MT A B

O |

Figure 45 : Profil électrophorétique du plasmide des deux endophytes S. marcescens sur le gel
d’agarose 0,8 %

MT : marqueurs de poids moléculaire ; (A) : S. marcescens (Sb) ; (B) : S. marcescens (As)

Selon la bibliographie, la plupart des souches de Serratia marcescens contiennent au
moins un plasmide ; dont il code, dans la plupart du temps pour des fonctions conférant un
avantage de résistance aux antibiotiques, aux metaux lourds, a la virulence, aux toxines ou a
de nouvelles voies métaboliques (Grimont et Grimont, 2006). De plus, plusieurs bactéries
endophytes isolées des feuilles et des tiges de la vigne (Vitis vinifera L.) possedent un a deux
plasmides de tailles différentes. Par exemple, parmi les bacilles a Gram négatifs,
[’Enterobacter 47 et [’Erwinia 13 ont deux grands plasmides, tandis que les Enterobacter 23
et 18 contiennent un seul grand plasmide. Cependant, Vibrio7 possede deux petits plasmides.
En outre, les bactéries Gram positif représentées par le genre Bacillus hébergent un seul grand
plasmide (Altalhi, 2009).

La majorité des plasmides des endophytes portent des génes transférables aux plantes
par conjugaison ; ce qui donne des plantes transgéniques améliorées génétiquement, tolérantes
aux différentes conditions environnementales (Piotrowska et al., 2005). Une autre approche
alternative utilisee par les endophytes est la sécrétion des produits utiles sans intégration de

I'ADN étranger dans le génome de la plante (Barac et al., 2004).
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12.2 Transformation par I’ADN plasmidique de S. marcescens

Des tests de transformation d’E. coli W3110 rendue compétente, par les plasmides de S.
marcescens (Sb) et de S. marcescens (As) ont été réalisés. Les cellules sont étalées sur un
milieu sélectif qui ne permet que la croissance des bactéries ayant intégré les plasmides. La
sélection des cellules transformées est basée sur des marqueurs phénotypiques de la
multirésistance aux antibiotiques (le chloramphénicol, I’ampicilline et la kanamycine) et aux
métaux (Sb, As, Ni et Co).

Pour cela, le meélange de transformation est incubé sur la gélose LB contenant
I’ampicilline (100pg/mL), la kanamycine (50pg/mL) et le chloramphénicol (20pg/mL),
séparément. Deux transformants par le plasmide de S. marcescens (Sh) ont été isolés sur le
milieu supplémenté par la kanamycine. Ce résultat montre que chez I’endophyte résistant a
I’antimoine, les genes de résistance a 1’ampicilline et au chloramphénicol ne sont
éventuellement pas portés par le plasmide, contrairement au gene de résistance a la
kanamycine. Cependant, chez I’endophyte résistant a 1’arsenic, les génes responsables de la

résistance aux trois antibiotiques ne sont probablement pas plasmidiques.

Les deux transformants obtenus ont été repiqués sur le méme milieu liquide, afin
d’avoir une suspension bactérienne suffisante pour les étudier et les caractériser. Chaque
suspension est ensemencée sur le milieu LB modifié solide additionné de 400 mM de Sh.

Apres 48 h d’incubation a 30 °C, aucun des deux transformants n’a pu se développer.

Ensuite, les profils de résistance des deux transformants vis-a-vis de Ni et de Co ont été
étudiés et comparés a ceux de S. marcescens (Sb) et d’E. coli W3110 sauvage. Cela, afin de
vérifier si les genes plasmidiques de S. marcescens (Sb) conférent aux transformants une
résistance a ces deux ions. Les résultats obtenus sont résumés dans la figure 46. lls dévoilent
que les transformants possédaient des CMI d’environ 3 mM Ni et 1 mM Co sur milieu M63G.
Ces valeurs sont inférieures aux CMIs déja enregistrées chez S. marcescens (Sb) (cf. section
10). En effet, aucun des deux transformants n’a été résistant aux métaux étudiés; la
complémentation de la souche sauvage E. coli W3110 par les plasmides de 1’endophyte S.

marcescens (Sb) n’a pas restauré le phenotype de la souche sauvage pour les métaux étudies.
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Figure 46 : Profil de croissances d’E. coli W3110 (W) et les transformants par le plasmide de

S. marcescens Sb (Trans Sb) en présence de 3 mM de Ni et 1 mM de Co sur le milieu M63G
Pour expliquer ces résultats, deux hypothéses peuvent étre émises : soit les génes du
plasmide ne sont pas fonctionnels dans la souche sauvage E. coli W3110, soit le plasmide ne
contient pas les genes responsables de la résistance a la gamme des métaux utilisée dans ce
test. Cependant, plusieurs génes de résistance a l'arsenic, portés par des plasmides bactériens,
sont connus depuis de nombreuses années (Kaur et Rosen, 1992). En effet, cing génes,
transcrits sous forme d'un seul ARNm polycistronique dans l'ordre ars RDABC, ont été
trouvés sur les plasmides d’E. coli R773 et R46 (Mobley et Rosen, 1982 ; Owolabi et Rosen,
1990 ; Bruhn et al., 1996). Ces opérons ars conférent une résistance a l'arsenic et a

I'antimoine au moyen d'un mécanisme d'efflux dépendant de I'ATP.

Plusieurs études menées sur des bactéries résistantes aux metaux lourds ont mis en
évidence des génes plasmidiques. Seget et al. (2005) ont trouvé que les déterminants
génétiques de la résistance aux métaux lourds chez des bactéries cliniques et
environnementales se trouvaient fréquemment sur des plasmides ou des transposons.
Récemment, Jayaprakashvel et al. (2017) ont trouvé que la résistance de Pseudomonas sp.
AMET1221 est médiée par un géne porté par un grand plasmide. Il en est de méme pour
Adekanmbi et al. (2019) qui ont montré que des souches isolées des eaux usées des
imprimeries possedaient un grand plasmide porteur de genes de résistance au cuivre (Bacillus
stratosphericus PW1b), au chrome (Proteus mirabilis, P. aeruginosa et Providencia
vermicola) et au plomb (P. aeruginosa). Par ailleurs, I’é¢tude du génome de Shewanella sp.
0238 résistante a I’arsenic par Uhrynowski et al. (2019) a montré que cette souche hébergeait
un plasmide pSheB porteur de gene de respiration (arr) et de I’opéron (ars) ; ce qui confeére

aux cellules hotes des capacités de respiration et de résistance a l'arsenic.
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D’autres études ont, par ailleurs, indiqué des résultats différents. EI-Deeb (2009) a isolé
Enterobacter sp., un endophyte des feuilles d’Eichhornia crassipes, capable de vivre dans un
milieu contenant des ions de cadmium et de zinc, grace a la présence d’un gene porté par un
grand plasmide. Cependant, la capacité de cet endophyte de vivre dans un milieu riche en
plomb est médiée par un géne localisé sur son chromosome. Roane et Kellog (1996) et Roane
(1999) ont pour leur part mis en évidence des isolats bactériens, prélevés de sols contaminés,

résistants au plomb et dépourvus de plasmides.

12.3 Transformation par ’ADN génomique de S. marcescens

Seule la souche S. marcescens (Sh) a été choisie pour caractériser le(s) gene(s)
chromosomique(s) responsable(s) de son phénotype de résistance a 1’antimoine, et ce, d’une
part, parce que l’antimoine est un analogue de 1’arsenic; pour cela, les mécanismes de
résistance exploités par les bactéries contre ces métalloides sont semblables et elles sont codés
par les mémes déterminants génétiques (Brattin et al., 2013). D’autre part, en raison du peu de
publications ayant étudié les génes bactériens de résistance a 1’antimoine. De plus,
I’antimoine est le métalloide le plus abondant dans la zone d’échantillonnage (Benhamdi et
al., 2014).

Notre démarche a pour but d’établir une banque d’ADN génomique de S. marcescens
(Sb) en utilisant le clonage. Elle consiste a insérer un fragment d’ADN nommé insert, dans le
plasmide pUC18, qui sert comme vecteur. Le nouveau plasmide ainsi créé sera ensuite
introduit par électroporation dans une cellule hote, E. coli Top ten. Celle-ci sera alors

sélectionnée et multipliée afin d’obtenir une grande quantité du plasmide d’intérét.

L’ADN total de I’endophyte S. marcescens (Sh) déja extrait (Figure 27) est hydrolysé
avec la nucléase de restriction, Sau3A, (Figure 47). Alors que le plasmide pUC18 a été
hydrolysé séparément avec BamH1 (Figure 48). Le choix de ces enzymes est basé sur la
génération des séquences complémentaires entre les fragments d’ADN génomique et les sites
multiples de clonage sur le plasmide linéarisé. Sau3A est une enzyme de restriction
couramment utilisée dans la construction de banques d’ADN. Elle coupe trés fréquemment
I’ADN au site palindromique GATC, elle produit des extrémités cohésives (5° GATC)
compatibles avec les extrémités générées apres digestion du vecteur pUC18 par BamHI ;
sachant que cette enzyme coupe au palindrome GATCXC et génére également des extrémités

collantes.
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Figure 47: Digestion de I’ADN génomique Figure 48: Digestion du plasmide pUC18 par BamHI
de S. marcescens (Sh) par Sau3A

Les fragments d’ADN résultants de la digestion du génome de S. marcescens (Sh) sont
clonés dans le vecteur pUC18 préalablement linéarisé puis déphosphorylé par une
phosphatase alcaline qui libére le phosphate des extrémités 5'. Cette étape de

déphosphorylation est indispensable afin d’empécher la recirculation du plasmide.

L’insertion des fragments d’ADN génomique sur le vecteur est assurée par la T4 DNA
ligase en présence d’ATP. Celle-ci scelle de fagon covalente les plasmides et forme par la
suite un nouveau plasmide circulaire contenant le géne de résistance pour 1’ampicilline et
probablement un insert d’ADN génomique. Il faut alors indiquer qu'a cette étape, certains
plasmides sont refermés sans aucune molécule d’ADN étrangére. Par conséquent, apres
transformation par électroporation des plasmides ligaturés dans E. coli Top ten, les

transformants ainsi obtenus peuvent pousser sur un milieu de culture contenant I’ampicilline.

Afin de discriminer les bactéries avec plasmides sans insert des bactéries avec
plasmides recombinants, un systeme enzymatique appartenant a l'opéron lactose est utiliseé.
Dans le plasmide pUC18 il existe un fragment du géne lacZ de 1’opéron, le peptide alpha
(lacZo), qui code pour la B-galactosidase. Celle-ci transforme le X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-beta-D-galactopyranoside) incolore en galactose et X (5-bromo-4-chloro-3-indolol).
Ce dernier est un produit de couleur bleue insoluble qui s’accumule dans les cellules. Pour
pouvoir métaboliser le X-gal, la cellule doit étre exposée a un inducteur, I’IPTG (Isopropyl B-

D-1-ThioGalactopyranoside).

120



Résultats et discussion

L'insertion du fragment d'ADN dans le plasmide doit inactiver le géne lacZ, car
I’expression du peptide complémentaire de la B-galactosidase est interrompue et la bactérie ne
pourra plus digérer ni le lactose, ni le X-Gal. Par conséquent, les bactéries transfectées par le
vecteur recombinant forment donc des colonies blanches. Cependant, en absence d’insert, le
géne lacZ sera fonctionnel et la colonie bactérienne deviendra bleue. Ce phénotype bleu/blanc
est donc un moyen de sélectionner visuellement des bactéries qui contiennent le plasmide
avec insert. De plus, la présence de ce colorant donne la preuve de Dactivité de la B-
galactosidase, donc de son expression a partir du géne, et par consequent de la viabilité du

vecteur transfecté dans les bactéries.

Les cultures dans le milieu LB gélosé en présence d'IPTG, de X-gal et de I'ampicilline,
ont donné 39 colonies bleues et 98 colonies blanches (Figure 49). Les premiéres sont
résistantes a I'ampicilline et transformées par des plasmides non recombinants et les secondes,
sont également résistantes a I'ampicilline mais transformées par les plasmides recombinants.
Celles-ci ont perdu la capacité de cliver le X-gal par la B-galactosidase. Les colonies blanches
sont repiquées sur des boites contenant de 1’ampicilline pour le criblage. Elles constituent une
génothéque de la souche S. marcescens (Sb) ou les individus de chaque colonie sont un clone
(transformant) ; ils sont génétiquement identiques et contiennent le méme fragment d’ADN
génomique de la souche étudiée. Par contre, dans cette collection de colonies, chacune est

différente des autres, car elle contient un fragment d’ADN différent.

Figure 49 : Résultats de la transformation d’E. coli Top ten par I’ADN génomique de S. marcescens
(Sb) en utilisant le plasmide pUC18 comme vecteur

121



Résultats et discussion

12.4 Criblage de la banque génomique

Le criblage de la banque d’ADN génomique de S. marcescens (Sh) consiste a trouver
des clones répondant a la présence de concentrations élevées en Sh. Pour cela, la banque est
transférée sur des boites de Pétri contenant du milieu LB modifié solide dans lequel le Sb est
ajouté a une concentration de 400 mM. Ce premier criblage a permis de sélectionner 6 clones
résistants (Figure 50). Ils sont considérés comme candidats potentiels portants le géne
d’intérét.

Figure 50 : Criblage de la génothéque de I’endophyte S. marcescens (Sb) sur le milieu LB modifié
solide supplémenté par 400 mM de Sh

Le second criblage consiste a exposer les six clones a la méme concentration, mais sur
milieu LB modifié liquide. Cette fois, seul le clone 44 a pu pousser en présence de cette
quantité de Sh. Afin de confirmer ces résultats, des cinétiques de 24 heures en milieu LB
liqguide modifié, contenant différentes concentrations en Sh, sont réalisées a partir de la phase
exponentielle de croissance du clone 44, de S. marcescens (Sb) et d’E. coli W3110. La
réponse des trois souches a la présence de concentrations graduelles en antimoine est
synthétisée dans la figure 51. Cette derniére indique que I’isolat 44 avait résisté a des
concentrations élevées en Sb avec une diminution de la densité cellulaire d’environ 51 % a
200 mM de Sh.
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Figure 51 : Taux de croissance du clone 44, de S. marcescens (Sb) et d’E. coli W3110 (W) en
présence de concentrations graduelles en Sb dans le milieu LB modifié liquide

A T’issue de cette partie du travail, il a été constaté que le fragment d’ADN génomicue
de S. marcescens (Sh), porté par le plasmide recombinant du clone 44, était capable de lui
conférer une résistance a 400 mM d’antimoine sur milieu solide et jusqu’a 200 mM sur milieu
liquide, ce qui suggére gu’une partie du systéme genétique responsable de cette résistance est

porté par le chromosome et qu’il est fonctionnel dans E. coli sensible a ces concentrations.

L’antimoine et l’arsenic sont des analogues qui partagent les mémes propriétés
physicochimiques et biologiques (Wang et al., 2015). Selon la littérature, il a été montré que
les mécanismes de résistance exploités par les bactéries contre ces métalloides sont
semblables (Brattin et al., 2013). En effet, la résistance a I’arsenic (Aslll et AsV) et a
I’antimoine (SbIII) est assurée par des protéines codées par I'opéron ars qui est répandu chez
les bactéries a Gram positif et a Gram négatif (Silver et Phung, 2005a). Cet opéron code pour
la protéine ArsB transporteur d'efflux chimiosmotique d’AslII et de SbIII et pour la protéine
ArsC qui agit comme une arséniate réductase qui réduit I’AsV en AsIII avant son exportation
(Rosen et al., 1999). En se basant sur ces données de la littérature scientifique, on peut
suggérer que les deux souches S. marcescens (Sb) (résistante a I’antimoine) et S. marcescens
(As) (résistante a I’arsenic) peuvent contenir des déterminants génétiques identiques, portés

par leurs chromosomes, pour faire face a la toxicité de ces métalloides.

Ces résultats sont en parfait accord avec ceux obtenus par Cai et al. (1998) qui ont
rapporté que l’opéron ars porté par le chromosome de P. aeruginosa confere une
augmentation de la résistance a 1’arsenic et 1’antimoine chez cette souche, et méme chez

E. coli sensible a I’arsenic. Muller (2004) a egalement trouvé que la souche Cenibacterium
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arsenoxidans ULPAs1 sp. nov., dépourvue de tout plasmide, était résistante a I’arsenic grace
aux opérons ars et aox codés par le chromosome bactérien. De méme, Duquesne et al. (2008)
ont dévoilé que Thiomonas arsenitoxydans, résistante vis-a-vis de 1’arsenic était capable
d’oxyder I’arsénite en arsénate pour minimiser sa toxicité. Slyemi et al. (2011) ont trouve,
pour leur part, que le génome de T. arsenitoxydans était constitué d’un chromosome et d’un
plasmide ; le chromosome contenait des genes impliqués dans la résistance a ce métalloide.
De plus, Su et al. (2012) ont montré la présence de ’opéron ars sur le chromosome
d'E. cloacae LSJC7 résistant a I'As qui permet a la souche de se détoxifier de I'arséniate, de

I'arsénite et de I'antimonite.

Les études de Roméan-Ponce et al. (2015) et de Mukherjee et al. (2018) sur des
bactéries endophytes homologues et résistantes a 1’As, ont révélé la présence d’un opéron ars
chromosomique ou plasmidique pour la détoxification d'As. C’est le cas de la souche Kocuria
arsenatis isolée du Prosopis laegivata poussant sur des résidus miniers riche en As et les deux

souches Kocuria sp. LC5 et Kocuria palustris isolées de Lantana camara tolérante a I'As.

Ce systéme de résistance a I’antimoine présente des particularités originales méritant
des études plus approfondies, basées essentiellement sur la récupération de 1’insert porté sur

le plasmide du clone 44 puis son séquencage.
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Conclusion

L’activit¢ miniére a intensifi¢ les problémes de pollution de 1’environnement,
particulierement par 1’accumulation des métaux lourds. En Algérie, I’ancienne exploitation du
minerai d’antimoine du Djebel Hamimat a généré une importante quantité de déblais. Ceux-ci
ont été a I’origine de niveaux trés élevés en antimoine (Sb) et en arsenic (As) dans les sols qui
les entourent. Cette situation a abouti a des modifications de la végétation spontanée et a la
survie d’un certain nombre de phytotaxons tolérants ou résistants, tels que H. pallidum et L.

spartum.

De ce fait, notre travail a porté sur 1I’étude de la biodiversité des bactéries associatives
aux racines d’H. pallidum et de L. spartum. Les expériences de I’isolement ont permis de
sélectionner une large collection de bactéries endophytes : 148 bactéries endophytes des
racines d’H. pallidum et 110 des racines de L. spartum. L’étude phénotypique, basée sur des
caracteres morphologiques et biochimiques a permis de révéler une grande hétérogénéité au

sein de cette flore.

Le screening effectué sur cette collection de bactéries endophytes a permis de repérer
deux bactéries possédant les plus hautes CMIs, a savoir 450 mM de Sb et 175 mM d’As.
Celles-ci sont considérées comme les plus résistantes a ces métalloides. L’identification
génotypique des deux bactéries a été réalisée par le séquencage et la comparaison de leur géne
d’ARNr 16S avec les données de GenBank ; elle a confirmé leur identification phénotypique
et a révélé une grande ressemblance entre les deux souches. Elles sont affiliées a 1’espece

Serratia marcescens avec une similitude de 99 %.

L’étude in vitro de la réponse biochimique des souches de S. marcescens en présence de
Sb et d’As dans le milieu de culture a provoqué la production d’hydrogeéne peroxyde a des
niveaux €levés, ce qui a entrainé une peroxydation lipidique et par la suite, une légere
diminution de la croissance bactérienne malgré la toxicité du milieu ; cela traduit I’adaptation
des deux bactéries aux concentrations excessives en métalloides. A I’origine de la tolérance a
des doses elevées en métalloides, les deux souches de S. marcescens ont pris en charge les
ERO par la production de la proline et I’induction des enzymes antioxydantes (CAT, POD,
APX et SOD). Cette réponse antioxydante varie d’une espéce a une autre, et d’un métalloide a

un autre.
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L’activation du systeme antioxydant pour diminuer le stress oxydatif génére par la
toxicité des métalloides est une autre preuve de 1’adaptation des souches de S. marcescens a la
toxicité de ces polluants présents dans leur milieu de culture ; ceci suggere que ces bactéries
pourraient étre des symbiotes d’H. pallidum et de L. spartum impliquées dans 1’aptitude des

plantes a se développer sur les déblais miniers d’antimoine.

L’étude de la culture des deux souches de S. marcescens en présence d’une gamme de
métaux lourds et d’antibiotiques, a révélé une resistance multiple au nickel et au cobalt, ainsi

qu’une résistance a la kanamycine, a I’ampicilline et au chloramphénicol.

Les expérimentations portées sur la production de biofilm par les deux souches de
S. marcescens ont révélé qu’elles sont capables de former des biofilms de densités cellulaires
différentes apres 24 h d’incubation. Ce mode de regroupement en biofilm permet la
diminution de la toxicité des du Sb et d’As. Ce mécanisme cellulaire adopté par S. marcescens
pour lutter contre la toxicité des métalloides additionnés au milieu de culture, peut étre I’un
des mécanismes potentiels pour la bioremédiation des sols et des environnements aquatiques

contaminés par les métaux lourds.

Par ailleurs, la caractérisation des génes impliqués dans la résistance des endophytes de
S. marcescens a I’antimoine et a I’arsenic a été réalisée via des procedés de transformation de
cellules compétentes. Elle fait ressortir que les déterminants génétiques responsables de la
résistance aux métalloides testés ne sont pas portés par les plasmides. De plus, ces mémes
procedés ont confirmé que la résistance de S. marcescens a I’antimoine était codée par un

gene chromosomique.

D’une maniére générale, nos résultats soulignent la diversité des réponses adaptatives
des endophytes bactériens, S. marcescens, au stress métallique. Pour résister a la toxicité des
métalloides, ces souches ont mis en ceuvre plusieurs stratégies biochimiques et cellulaires a
savoir la production de la proline, ’activation du Systeme enzymatique antioxydant et
I’organisation des cellules en biofilms. Ceci pourrait faire de S. marcescens, seule ou associée
a une plante héte, une candidate potentielle pour la bioremédiation des sols et des

environnements aquatiques métalliferes.

L’originalité de ces travaux, permettant 1’évaluation de la diversit¢ des bactéries

endophytes associ¢es aux racines d’H. pallidum et de L. spartum, constitue une valeur
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scientifique considérable et prometteuse. Cependant, I’ouverture de nouvelles perspectives,

dans le but de rentabiliser davantage nos investigations, serait judicieuse :

1. Compléter 1’é¢tude de la réponse antioxydante par la mesure d’autres biomarqueurs,
notamment la GST.

2. Dosage des biomarqueurs du stress oxydatif a des concentrations plus élevees.

3. Compléter 1’étude moléculaire via le séquencage du géene de résistance porté par le
clone 44.

4. Exposer le clone 44 a des concentrations elevées en As, pour veérifier si le gene de
résistance a I’antimoine confére a ce clone une résistance a 1’arsenic.

5. Procéder a I’inoculation de ces bactéries endophytes a d’autres plantes pour pouvoir
vérifier leur faculté a bioremédier des sols contaminés par les métaux lourds.

6. Mener des études histologiques permettant la localisation de ces bactéries a
I’intérieur des tissus des plantes inoculées.

7. Examiner le pouvoir de ces endophytes a contribuer a la bioprotection des plantes

hotes contre certains agents pathogenes.
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Annexes

Annexe 1

1a- Composition des milieux de cultures

Formule exprimée dans un litre d’eau distillée

Cétrimide

Peptone de gélatine:...........ccoevevviveienienriene e 16,0 g
Peptone de caséing:.........ceevveevveeveeiesverirereeenns s 10,0 g
Bromure de tétradonium (cétrimide):..............v...... 0,2g
Acide nalidiXiqUe:.....ccoovverveeeeiece e 15,0 mg
Sulfate de potassium:.......ccccovveveervieriesiesieceeeeenens 10,0 g
Chlorure de magnésium:..........cccceevveevveniesrvennnennnns l4g

F N ) USSP 10,0 g
Chapman

Peptone .....oovviiiii e, 10g
Extrait de viande de beeuf ...................ooiial g
Chlorure de sodium............ccovviviiiiiiiiiinnen, 75g
Mannitol ..o 10g
Rougedephénol..............coooiiiiiiiiiinn.. 0,025¢g
Agar-Agar......ooiii i 15,0g
PH o 7,4
Hugh et Leifson : (Pronadisa)

TIYPLONE. ...ttt 2g
Bleu de bromothymol.............ccocoviiiniiiiieien. 30 mg
Chlorure de sodium..........ccccecveiieiinninninie e, 5¢g
Hydrogénophosphate de potassium.............ccccueneeee 03g
AZAT i 25¢g
PH oo 7,1
Luria-Bertani (LB)

NaCl oo, 10g
Tryptone ......ooviviiiiiiiii, 10 g.
Extraitde levure .............cooiiiiiiiiiiii S5g
PH. o pH 7,0
Luria-Bertani modifié

NaC o 10g
GIUCOSE .« S5¢g
Tryptone. ....vvei i 10g
Tampon:Citrate S0 mM (pH7) .........ocvviiinnnni. qsp
PH 7,0
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Mac Conkey

Peptone trypsique de gélatine.............c. covvviiiiininnn, 17¢g
Peptone de viande et de aséine.................cceeeennnn. 3g
Lactose. .. 10 g
Sels DIAIreS ...vvvietit e 5g
Chlorure de sodium............ocovviiiiiiiiiiiceeeeea, 5g
Rouge neutre........cooooviiiiiiii e 40 mg
GElOSE. vttt e 13 g
PH o, 7,4
Milieu minimun M63G

KH2PO4 .. 13,6 g
(NH4)2SO04 ..., 2g
MESOA. .. 02¢g
FeSO4. .. 0,5 mg
PH. oo 7,2.
Ce milieu doit étre complémenté par du glucose (2 g.1™).
Nutrient Agar (GN) (Sigma-Aldrich)

Extraitdelevure ...........ocooiiiiiiiiiiiiii e, 2g
Extraitde viande..............oooiiiiiiiiiii g
Peptone.......oovniiiii Sg
NaCl .o 5S¢
AGAT . 15¢
PH. oo pH 7,0
Tryptocaseine Soja Agar (TSA): (Pronadisa)

Tryptone (peptone de caséine)..........ceceeeeerues veveenne 17¢g
Peptone de S0ja.......cceeevierieniieiieiece e 3g
GIUCOSEL...covieeieeieeieee et 25¢g
Chlorure de sodium...........ccocevverienienie e, 5g
Phosphate dipotassique.........ccceeeereereeereenieeieenenn 25¢g
GEIOSE. ..ottt 15g
PHu oottt 7,3
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1b- Technique de la coloration de Gram

La coloration de Gram permet a la fois de connaitre la forme des bactéries et de les
classer en fonction de leur capacité ou non a retenir la coloration violette du cristal violet dans
les conditions opératoires. Elle peut étre obtenue suivant divers protocoles normalisés, basés
tous sur les méme principes et la méme chronologie : fixation de I’échantillon, coloration,
décoloration, contre-coloration. L’un des protocoles les plus usuels se déroule selon les étapes

suivantes :

1-Fixation du frottis de la suspension bactérienne par séchage a la chaleur douce (trois ou
quatre passages brefs dans la flamme du bec bunsen) sur une lame porte objet en verre, apres
son étalement préalable a I’aide d’une anse de platine.

2- Coloration primaire au violet de gentiane par la couverture totale de la lame pendant 1
min.

3- Stabilisation de la coloration au Lugol (qualifi¢ d’agent mordant) par la couverture totale
de la lame, pendant 1 min.

4- Décoloration au goutte a goutte a 1’é¢thanol a 95° avec une légere agitation, jusqu’a
I’¢élimination du colorant.

5- Contre-coloration pendant 20 a 30s par la couverture totale de la lame avec une solution
de Fuschine diluée dans I’é¢thanol a 95%.

6- Lavage a I’eau
La lame, une fois séchée, peut étre observée au microscope optique avec un objectif a

immersion. Si les cellules sont violettes on parle de bactérie a Gram positif, si elles sont roses
elles sont dites des bactéries a Gram négatif.
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Annexe 2 : Protocoles de biologie moléculaire

2a- Extraction de ’ADN total
Cette méthode a été utilisée pour extraire ' ADN génomique des souches a identifier afin
d'obtenir le gabarit pour I'amplification PCR du géne codant pour ’ARNr 168S. L’extraction a
été réalisées avec le kit Wizard® Genomic DNA Purification. Le protocole suivi est celui

fourni par le fabricant.
Lyse cellulaire

» Centrifuger un aliquote de ImL d’une culture de nuit .... min a 13000 rpm. Jeter le
surnageant.

> Resuspendre le culot dans 600uL de la solution Nuclei Lysis Solution par pipettage
répété pour remettre le culot en suspension. Incuber Sheure a 85°C puis refroidir a
température ambiante.

» Ajouter 3uL de la solution RNase (4mg/mL) et incuber 45min a 37°C.
Précipitation des protéines

» Ajouter 200uL de la solution Protein Precipitation Solution, bien mélanger par le
vorex et incuber 5 minutes sur la glace. Centrifuger a 13000 rpm pendant 3minutes et
transférer délicatement le surnageant dans un tube propre.

» Recommencer ces trois derniéres étapes 4 a 5 fois jusqu'a la disparition de l'interface

protéique blanche.
Précipitation de ’ADN

» Transférer Le surnageant recueilli dans un tube Eppendorf contenant 600uL
d’isopropanol stérile. Centrifuger le mélange 2 min a 13000 rpm puis ¢éliminer le
surnageant.

» Ajouter 600uL d’éthanol 70%. Centrifuger le mélange 2 min a 13000 rpm puis vider
complétement 1’éthanol, ensuite sécher le culot avec le Speed vac

» Reprendre le culot dans 50uL de tampon Tris (100Mm et pH 8) pour 1 heure a 65°C,
puis garder la suspension une nuit a 4°C.

» 2ul de d’ADN génomique sont déposés sur gel d’agarose 0,8% pour vérifier I’efficacité

de Iextraction.
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2b- Optimisation de la PCR avec la Prim STAR

Cycle 1 95°C 2-4 min (3 min)
Cycle 2 Dénaturation 98°C 15 sec Repeater 35X
Hybridation 50°C 10 sec
(Ta)
Elongation 72°C 25 sec/1kb
Cycle 3 Elongation 72°C 5-7 min
Cycle 4 Hold 20°C
Réactif Volume
Prim Star (2X) 12.5 uL
Oligonucléotide fwd (10pM) 1.5 pL
Oligonucléotide rev (10nM) 1.5 uL
ADN a amplifier 1 pL
Eau gsq 25 uL
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2c¢- Solutions d’extraction de ’ADN plasmidique

Composition des solutions d’extraction

1)

2)

3)

Solution A (conserver a 4°C)

Glucose 0.1M 10mL Glucose 20%
Tris/HC1 0.0025 M pH 8 SmL Tris/HCI 1M pH 8
EDTA 0.01M 4mL EDTA 0.5 M pH 8
H20 A gsq 200 mL

Solution B (se conserver une semaine a température ambiante)

H.O A 8.8 mL

NaOH 0.2M 0.2 mL Na OH 10N
SDS 1% ImL SDS 10%
Solution C Acétate Na 3M pH S (a conserver 4°)
Acétate Na 3H20 204 ¢

CH3COOH 150 mL

H20 A gsq 500 mL



ABS a 650 nm

DO a390nm
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Annexe 3 : Courbes étalons

3a- Courbe d’étalonnage de la biomasse

06 R=0.96
0,5
0,4 —H
0,3
0,2
0,1 —

O'O T T T T T T T T 1
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012
Nombre de cellules par ml
3b- Courbe d’étalonnage d’H.0O;

1.2 -
1.0 H
0.8 - -
1 Y= 0.2166 *X
0.6 - R= 0.9911
0.4 - -
0.2 ]
0.0 T T T T T T T T
o 1 2 3 4 5

Concentration de H202 mM




DO a 750 nm
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3c- Courbe d’étalonnage des protéines

1.0 H
0.8 —
] . Y=0.01032*X
R=0.99565
0.6 —
0.4 —
0.2
0.0
T T T T T T T T T T T
(0] 20 40 60 80 100

Concentration BSA pg/ml
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Annexe 4 : Séquence et analyse des séquences du gene 16S ribosomique des isolats
H6R1B Mc et LOR2B Mc¢

4a- Séquences du géne 16S ribosomique des isolats HOR1B Mc et L6R2B Mc

H6R1B Mc 1 AGTGGTA-GCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGG
L6R2B Mc 1 ----GTA-GCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGG
H6R1B Mc 60 TGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGA
L6R2B Mc 56 TGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGA
H6R1B Mc 120 TTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGTA
L6R2B Mc 116 TTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGTA
H6R1B Mc 180 CTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCAC
L6R2B Mc 176 CTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCAC
H6R1B Mc 240 GTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGT
L6R2B Mc 236 GTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGT
H6R1B Mc 300 TTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGT
L6R2B Mc 296 TTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGT
H6R1B Mc 360 TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAG
L6R2B Mc 356 TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAG
H6R1B Mc 420 CACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGGATGTCAA
L6R2B Mc 416 CACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGGATGTCAA
H6R1B Mc 480 GAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGG
L6R2B Mc 476 GAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGG
H6R1B Mc 540 GCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTA
L6R2B Mc 536 GCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTA
H6R1B Mc 600 ACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCATGGGCACAACCTCCAAATCGACATCGTTTACA
L6R2B Mc 596 ACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCATGGGCACAACCTCCAAATCGACATCGTTTACA
H6R1B Mc 660 GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCA
L6R2B Mc 656 GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCA
H6R1B Mc 720 GTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCAC
L6R2B Mc 716 GTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCAC
H6R1B Mc 780 CGCTACACCTGGAATTCTACCCCCC === =——— == ——mm o m oo oo

L6R2B Mc 776 CGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACGAGACTCTAGCTTGCC--—-——===—==————
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4b- Analyse des séquences du géne 16S ribosomique des isolats
H6R1B Mc et LOR2B Mc¢

Serratia marcescens strain MOLBE 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

GenBank: MN535229.1
FASTA Graphics

Go to:
LOCUS
2019
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

Rached, O.
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS

TITLE
JOURNAL

COMMENT

FEATURES
sourc

rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

MN535229 605 bp DNA linear BCT 09-0OCT-
Serratia marcescens strain MOLBE 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.

MN535229

MN535229.1

Serratia marcescens

Serratia marcescens

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacterales;
Yersiniaceae; Serratia.

1 (bases 1 to 605)

Kassa Laouar,M.,

Meghnous, O.,

Mosbah, F.,

Rodrigue, A.

and

Antioxidative Enzyme Responses to Antimony Stress of Serratia

marcescens - an Endophytic Bacteria of Hedysarum pallidum Roots
Pol J Environ Stud 29 (1), 1-12 (2020)
2 (bases 1 to 605)
Kassa Laouar,M., Meghnous,0., Mosbah,F., Rodrigue,A. and
Rached, O.
Direct Submission
Submitted (03-0CT-2019) Biochemie, University Constantine 1, Ain
el Bey, Constantine 25000, Algeria
##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
Location/Qualifiers
e 1..605
/organism="Serratia marcescens"
/mol type="genomic DNA"
/strain="MOLBE"
/isolation source="plant"
/host="Sulla pallida"
/db xref="taxon:615"
/country="Algeria"
<1..>605
/product="16S ribosomal RNA"
taccatgcag tcgagcggta gcacagggga gcttgctccc tgggtgacga gcggcggacg
ggtgagtaat gtctgggaaa ctgcctgatg gagggggata actactggaa acggtagcta
ataccgcata acgtcgcaag accaaagagg gggaccttcg ggcctcttge catcagatgt
gcccagatgg gattagctag taggtggggt aatggctcac ctaggcgacg atccctagcet
ggtctgagag gatgaccagc cacactggaa ctgagacacg gtccagactc ctacgggagg
cagcagtggg gaatattgca caatgggcgc aagcctgatg cagccatgcc gcecgtgtgtga
agaaggcctt cgggttgtaa agcactttca gcgaggagga aggtggtgaa cttaatacgt
tcatcaattg acgttactcg cagaagaagc accggctaac tccgtgccag cagccgcggt
aatacggagg gtgcaagcgt taatcggaat tactgggcgt aaagcgcacg caggcggttt
gttaagtcag atgtgaaatc ccccgggctc aacctgggga actgcatttt gaaactgggce
aagct
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Serratia marcescens strain MOFLBE 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

GenBank: MN534323.1
FASTA Graphics

Go to:
LOCUS MN534323 620 bp DNA linear BCT 09-0CT-
2019
DEFINITION Serratia marcescens strain MOFLBE 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.
ACCESSION MN534323
VERSION MN534323.1
KEYWORDS .
SOURCE Serratia marcescens
ORGANISM Serratia marcescens
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacterales;
Yersiniaceae; Serratia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 620)
AUTHORS Kassa Laouar,M., Meghnous,0., Mosbah,F., Rodrigue,A. and
Rached, O.
TITLE Selection of Arsenic resistant endophytic bacteria
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 620)
AUTHORS Kassa Laouar,M., Meghnous,0., Mosbah,F., Rodrigue,A. and
Rached, O.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (03-0CT-2019) Biochemie, University Constantine 1, Ain
el Bey, Constantine 25000, Algeria
COMMENT ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..620
/organism="Serratia marcescens"
/mol type="genomic DNA"
/strain="MOFLBE"
/isolation source="plant"
/host="Lygeum spartum L"
/db xref="taxon:615"
/country="Algeria"
rRNA <1..>620
/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 taccatgcag tcgagcggta gcacagggga gcttgctccc tgggtgacga gcggcggacg
61 ggtgagtaat gtctgggaaa ctgcctgatg gagggggata actactggaa acggtagcta
121 ataccgcata acgtcgcaag accaaagagg gggaccttcg ggcctcttgc catcagatgt
181 gcccagatgg gattagctag taggtggggt aatggctcac ctaggcgacg atccctagct
241 ggtctgagag gatgaccagc cacactggaa ctgagacacg gtccagactc ctacgggagg
301 cagcagtggg gaatattgca caatgggcgc aagcctgatg cagccatgcc gcgtgtgtga
361 agaaggcctt cgggttgtaa agcactttca gcgaggagga aggtggtgaa cttaatacgt
421 tcatcaattg acgttactcg cagaagaagc accggctaac tccgtgccag cagccgcggt
481 aatacggagg gtgcaagcgt taatcggaat tactgggcgt aaagcgcacg caggcggttt
541 gttaagtcag atgtgaaatc ccccgggctc aacctgggga actgcatttt gaaactgggc
601 aagcttagag tctccgtaga
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Annexe 5 : Tableaux de corrélation

Tableau 6 : Coefficients de corrélation de Pearson entre les concentrations de I’antimoine (Sb) dans le milieu
de culture et entre tous les biomarqueurs analysés. *p<0,05, **p<102, ***p<10 (n = 15)

Variables | DO 650nm H20: MDA Proline CAT POD APX SOD
Sben Mm | -0,9675 *** | 0,9717 *** 0,1082 0,2900 0,6985** -0,1215 0,4217 -0,0814
DO 650nm 1 -0,9046 *** -0,0938 -0,2333 -0,6091* 0,0706 -0,4414 0,0064
H20: 1 0,0259 0,2952 0,7267** -0,2670 0,2864 -0,2472
MDA 1 0,7736%** 0,5359* 0,8748*** | (0,8503*** | 0,7726***
Proline 1 0,7439** 0,5937* 0,7599** 0,5072
CAT 1 0,2140 0,5902* 0,1479
POD 1 0,8251*** | 0,9586***
APX 1 0,8290***

Tableau 7 : Coefficients de corrélation de Pearson entre les concentrations de 1’arsenic (As) dans le milieu de
culture et entre tous les biomarqueurs analysés. *p<0,05, **p<10?, ***p<107 (n = 15)

Variables | DO 650nm H20: MDA Proline CAT POD APX SOD
AsenmM | -0,9292%** | 0,9173*** 0,1840 | 0,8316*** 0,5907* |  0,6995** -0,0864 0,2749
DO 650nm 1| -0,8604%*** 0,0378 -0,6292* -0,5041 -0,5346* 0,3711 -0,0228
H20: 1 0,3038 0,7121%* 0,5476* 0,6531%* 0,0460 0,3669
MDA 1 0,5673* 0,6697** 0,7410** | 0,9014*** | (0,9333***
Proline 1| 0,8248*%** | (,9203*** 0,3467 0,6321
CAT 1] 0,9294%** 0,3617 |  0,6672**
POD 1 0,4688 0,7256**
APX 1] 0,8715*%**
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Tableau 8 : Coefficients de corrélation de Pearson entre les concentrations de I’antimoine (Sb), sauf 30 mM,
dans le milieu de culture et entre tous les biomarqueurs analysés. *p<0,05, **p<1072, ***p<102 (n = 12)

Variables | DO 650nm |  H:O: MDA Proline CAT POD APX SOD
SbenmM | -0,9435%** | 0,9351*** |  0,8087** | 0,9066*** | 0,9668*** 04897 | 0,7533** 0,3544
DO 650nm 1| -0,8011%* | -0,8850*** | -0,8994*** | -0,8818*** |  -0,6586* | -0,8760*** -0,5569
H20: 1 0,5867* | 0,8346*** | 0,9507*** 0,1721 0,4915 0,0357
MDA 1| 07476%|  0,6972% | 0,8449°%* | 0,9193*** |  0,7339**
Proline 1] 0,8605%** 05356 |  0,7840%* 0,4471
CAT 1 03465 | 0,6280* 0,2195
POD 1] 10,9205 | 0,9633***
APX 1] 0,8724%%

Tableau 9 : Coefficients de corrélation de Pearson entre les concentrations de 1’arsenic, sauf 20 mM, dans le
milieu de culture et entre tous les biomarqueurs analysés. *p<0,05; **p<1072?, ***p<102 (n = 12)

Variables | DO 650nm H20: MDA Proline CAT POD APX SOD
As en mM -0,8528*** |  0,8506*** 0,7920** | 0,9649*** | 0,9357*** | (,9973*** 0,5130 0,7293**
DO 650nm 1 -0,7364** -0,5299 -0,7136** | -0,9016*** | -0,8393*** -0,0920 -0,4179
H20: 1| 0,8942*** 0,7641** 0,8168** | 0,8780*** 0,6532* 0,7920**
MDA 1 0,7782** 0,7047* | 0,8261*** | 0,8784*** | (,9389***
Proline 1| 0,8798*** | 0,9601*** 0,5910* 0,7688**
CAT 1| 0,9349*** 0,3729 0,6729*
POD 1 0,5558 0,7638**
APX 1| 0,8902***
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Résumé

Ce travail porte sur I’étude de la flore bactérienne endophytique des racines
d’H. pallidum et L. spartum poussant sur les sols d’une région miniére contaminée par
I’antimoine (Sb) et I’arsenic (As). Puis la sélection des bactéries tolérantes a des teneurs
¢levées en ces métalloides; ainsi la détermination des mécanismes biochimique,
physiologique et moléculaire de défense adoptés par cette microflore pour tolérer le stress
métallique.
Les analyses morphologiques et biochimiques ont mis en évidence une grande biodiversité de
cette microflore endophytique. L’étude de la toxicité du Sb et d’As a permis de sélectionner
deux souches bactériennes possédant les plus hautes CMIs, a savoir 450 mM de Sb et 175
mM d’As. L’identification moléculaire des souches résistantes, via le séquengage du geéne
ARNTr 16S, a montré qu’elles sont identiques et affiliées a I’espece Serratia marcescens avec
une homologie de 99 %. La culture en batch en présence de concentrations graduelles en Sb et
As a révélé une diminution progressive de la croissance des deux souches. De plus, la mesure
des parametres du stress oxydatif indique une augmentation importante de la teneur en H>O»,
de la teneur en MDA, de la proline intracellulaire, et méme des activités des enzymes
antioxydantes, sauf a des seuils ¢levés en Sb et en As. Ces enzymes permettent la
détoxification de la bactérie par élimination du H>O» et des autres radicaux libres générés par
le stress métallique. De plus, 1’étude de la résistance des souches de S. marcescens a une
gamme de métaux lourds et d’antibiotiques montre une résistance multiple au nickel et au
cobalt, ainsi qu’a la kanamycine, a I’ampicilline et au chloramphénicol. Pour faire face a la
présence de Sb et d’As, S. marcescens a adopté la vie en mode de regroupement sous forme
de biofilms pour atténuer leur toxicité. L’étude moléculaire des mécanismes de résistance des
deux souches en utilisant des méthodes de transformations cellulaires a dévoilé que les
déterminants génétiques responsables de la résistance de S. marcescens aux métalloides sont

portés principalement par le chromosome.

Mots clés : bactéries endophytes, métalloides, stress oxydatif, HO2, MDA, proline, enzymes

antioxydantes, biofilm, transformation, résistance.



Abstract

This work focuses on the study of the endophytic bacterial flora of H. pallidum and L.
spartum roots, growing on the soil of mining region polluted by Sb and As, and the
determination of the physiological, biochemical and molecular defense mechanisms adopted
by this microflora to fight against metallic stress.

The morphological and biochemical analyzes reveal a high biodiversity of this endophytic
microflora. The study of the Sb and As toxicity allows the selection of two strains having the
highest MICs, namely 450 mM of Sb and 175 mM of As. The molecular identification of
resistant strains via 16S RNA gene sequencing shows that they are identical and belong to the
Serratia marcescens species with 99% homology. The batch culture in presence of gradual Sb
and As concentrations reveals a progressive decrease in bacterial growth of the two strains.
Moreover, the measurement of oxidative stress parameters indicates a significant increase in
the H20. amount, the MDA amount, the intracellular proline and even the activities of
antioxidant enzymes, except at high thresholds in Sb and As. These enzymes permit the
detoxification of the bacteria by elimination of the H>O- and the other free radicals generated
by metallic stress. In addition, the study of the resistance of S. marcescens strains to a range
of heavy metals and antibiotics shows multiple resistance to nickel and cobalt, as well as to
kanamycin, ampicillin and chloramphenicol. To cope with the presence of Sb and As, S.
marcescens has adopted life in group mode and form biofilms to reduce their toxicity. The
molecular study of the resistance mechanisms of the two strains, using cell transformation
methods, reveals that the genetic determinants responsibles for the resistance of S. marcescens

to metalloids are carried mainly by the chromosome.

Key words: bacterial endophytes, metalloids, oxidative stress, H,O2, MDA, proline,

antioxidant enzymes, biofilm, transformation, resistance.
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Abstract

Studies on bacterial endophytes resistant to antimony (Sb), a pollutant deemed alarming, are virtually
non-existent. An endophytic bacterial strain showing resistance to high antimony concentrations was
isolated for the first time from the roots of Hedysarum pallidum Desf., a Sb accumulator Fabacea
growing on mining spoils. With the combined use of morphological, biochemical and molecular methods,
the isolated strain was identified as Serratia marcescens species. It showed a minimum inhibitory
concentration (MIC) to its growth at 450 mM of Sb. In the presence of excessive concentrations of
Sb, corresponding to 30 mM of Sb, i.e., 3652.8 mg/L of Sb, the strain maintained important growth
compared to the control. The Sb toxicity caused a significant increase (p<0.05) in the hydrogen peroxide
(H,0,) amount and malondialdehyde (MDA) content. The oxidative stress induced significant increases
(p<0.05) in the strain antioxidant biomarkers such as proline, catalase (CAT), ascorbate peroxidase
(APX), peroxidase (POD) and superoxide dismutase (SOD). Significant and positive correlations
(p<0.05) were found between oxidative and antioxidant biomarkers and between antioxidant biomarkers,
highlighting the interrelationships between them in oxidative stress fighting. Results show an important
adaptation of the strain to high Sb levels that can be used in the Sb-contaminated soils bioremediation.

Keywords: antioxidants; bacteria; endophyte; metalloid; mine spoils
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Introduction

Antimony, a metalloid of molecular weight 121.75,
is considered a toxic element and pollutant of concern
whose increasing emissions are due to industrialization
and mining [1, 2]. According to Mubarak et al. [3], the
resulting carcinogenicity of such pollution requires
the removal of this metalloid from the ecosystem.
Therefore, the development of a remediation strategy for
antimony-contaminated soils is necessary. Currently, the
bioremediation is an effective and inexpensive method
of metals elimination [3, 4]. It involves both plants and
the indigenous rhizospheric microflora, such as metal-
tolerant endophytic bacteria [5, 6]. This microflora
is able to use these pollutants as nutrients for its
proliferation [7]. Moreover, it stimulates the growth of
its host and gives it a better adaptation to metallic stress
[8, 9].

The bacterial exposure to high levels of heavy
metals results in an overproduction of reactive
oxygen species (ROS). This induces the production of
antioxidant enzymes such as catalase (CAT), peroxidase
(POD), ascorbate peroxidase (APX) and superoxide
dismutase (SOD), and non-enzymatic compounds such
as proline, which allow for an adaptation of bacteria to
environmental stresses [10]. The measurement of these
antioxidants makes it possible to highlight the degree
of adaptation of bacteria to heavy metals (or metalloids)
and therefore their possible use in the bioremediation
of soils contaminated by them. Set apart from the
description of some resistance mechanisms (efflux
pump, methylation, complexation, oxidation-reduction
reactions and microbe mediated electron transfert)
of bacteria against heavy metals and metalloids, in
particular antimony [11, 12], the role of the antioxidant
system in bacteria towards this metalloid remains poorly
described [10].

In northeastern Algerian, a previous study revealed
very high Sb levels in soils surrounding spoils of an
old antimony mine (up to 81.446 mg/kg) involving
modifications of the spontaneous vegetation and the
survival of certain resistant plants [13]. This is the
case of Hedysarum pallidum Desf., a Fabaceae, which
concentrates up to 263 mg/kg of Sb in its upper parts
and 183 mg/kg of this element in its underground parts
[14]. According to these authors, the adaptation of this
plant to high Sb concentrations resulted in the activation
of its antioxidant enzymes such as CAT, SOD, APX and
POD.

Such results raise the question whether this plant
contains endophytic bacteria in its roots, which have
similar antioxidant enzyme activities and allow their
host a better tolerance to the high levels of metals.
Such bacteria would be potential candidates for
bioremediation of antimony-contaminated soils.

The purpose of the present work is to highlight
and identify the most antimony-resistant endophytic
bacterium from H. pallidum roots by determining its
MIC. It also aims at determining the tolerance strategy

of the resistant species to Sb by studying the impact
of the metalloid on the production of reactive oxygen
species, on lipid peroxidation, and on the antioxidant
biomarkers.

The objective is also to better understand host-
endophyte relationships and antioxidant molecule
interactions in the antimony stress fighting.

Experimental
Sampling Zone Characteristics

The sampling station is located in the area of an
old antimony mine situated on one side of the Djebel
Hamimat mountain in northeastern Algeria at an
average altitude of 865 m (35°5837,64“N-7°11"22,80”E
to 36°01°09,78“N-7°1438,38 E) (Fig. 1). In this zone are
Sb occurrences and several large mining excavations
whose waste, conveyed by the Dahimine wadi, are the
cause of important contamination of the surrounding
arca. The sampling area is a semi-arid region with
steppic vegetation [13].

The sampling was carried out in March 2016
in the most contaminated station of the study area,
which  presents the following physicochemical
properties as determined by previous authors [14]:
62000+4924 mg/kg of antimony (Sb), 2300+186 mg/kg
of arsenic (As), 0.9+0.04% of organic matter (OM),
38.7+1.82% of CaCO,, 23.0 = 4.9% of Clay, 16.3+1.02%
of Silt, 53.743.22% of sand and a pH of 8.01+0.09.

Plant Sampling

In the sampling station (Fig. 1) 8 specimens of
H. pallidum were randomly chosen. Roots were
extracted with a sterile auger, then taken with sterile
gloves and introduced immediately into sterile jars after
being separated from the aerial part by sterile scissors.

Endophytic Bacteria Isolation

The roots underwent superficial sterilization
to eliminate epiphytic organisms according to the
method described by Deng et al. [4] and Dombrowski
et al. [15]. This one consisted in washing the samples
under running tap water, followed by sequential
treatments with 75% (v/v) ethanol for 2 minutes, sodium
hypochlorite (NaOCl) (5%) for 1 minute and finally
rinsing of the roots three times with sterile distilled
water for 1 minute.

The roots were then cut into fragments of a few
millimeters and placed on Petri dishes containing
nutrient agar (NA) (pH 7.0) composed of 0.5%
peptone, 0.3% meat extract, and 1.5% agar. The NA
was supplemented with 10 mg/L of Amphotericin
B (Wolfratshausen, Germany) to inhibit any fungal
growth. The dishes were incubated at 30°C for one
week. Each formed colony was isolated, purified and
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Fig. 1. Study area location.

stored at 4°C in Luria-Bertani (LB) containing 20%
(v/v) glycerol.

To check the efficiency of roots disinfection, aliquots
of 0.3 mL of the final rinsing water were spread on
Petri dishes of the medium previously mentioned, and
incubated under the same conditions as described above.
The absence of any microbial growth on this medium
indicated that all the isolated bacteria were endophytes
[4].

MIC Determination of the Isolated
Endophytes

A screening was performed with increasing doses
of Sb (5-450 mM) on the set of the isolated bacteria,
in order to determine their MICs and to highlight
one or several antimony-resistant bacteria. For that,
0.5 mL of 24 h pre-culture containing approximately
4x10° CFU (colony-forming unit) were inoculated in
tubes containing 10 mL of LB added with different
metal concentrations ranging from 5 to 450 mM of Sb
as C,H,K,0,,Sb, 3H,0. The tubes were incubated in a
rotary shaker (New Brunswick Scientific, Co., Inc., NJ
and USA) for 24h at 30°C and 150 rpm. The bacterial

growth was checked visually by appearance of turbidity
in the culture medium. The lowest concentration of
the metalloid, which inhibits the bacterial growth and
which does not involve any apparent turbidity, was
considered MIC [16].

Identification of Selected Sb-Resistant
Bacteria

The identification of the resistant strain was
based initially on morphological and physiological
characteristics using selective culture media, the
Gram staining reaction and the standard biochemical
techniques. The isolate was further identified by
conventional biochemical tests using the API 20E
strips  (BioMérieux, Inc. France). In the second
step, the molecular identification of this strain
was carried. 16S rDNA gene was amplified and
sequenced using the sense and antisense primers:
FD1 (5’-AGAGTTGATCCTGGCTCAG-3) and RP2
(5-ACGGCTACCTTGTTACGAC-3’) (Sigma). These
sequences were compared with similar sequences in
the gene bank DNA database using BLAST analysis



Author Copy * Author Copy * Author Copy  Author Copy ¢ Author Copy * Author Copy * Author Copy * Author Copy * Author Copy

Kassa-Laouar M., et al.

(basic logical alignment search tool, at NCBI). Finally,
the phylogenetic tree and evolutionary distances were
calculated using the MEGA (molecular evolutionary
genetic analysis) 7 program.

Determining Oxidative and Antioxidant
Biomarkers

Preparing Bacterial Biomass

The biomass of the resistant strain was produced
in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of
LB medium modified by the removal of the yeast
extract and the addition of citrate buffer (50 mM, pH
7) in place of the distilled water. The medium was then
supplemented by potassium tartrate antimonyl trihydrate
(C,H,K,0,,Sb, 3H,0 Sigma-Aldrich) with different
concentrations, namely, 0, 5, 10, 20 and 30 mM of Sb.
The maximum dose was determined by the minimum
biomass quantity required to the realization of the
toxicity biomarker analyses. Each flask containing the
different metal concentrations (0 to 30 mM of Sb) was
inoculated with 1 mL of a 24h pre-culture containing
approximately 4x105 CFU. All cultures were performed
in triplicate and shaken in a rotary incubator (New
Brunswick Scientific, Co., Inc., NJ, USA) at 150 rpm at
30°C for 24h.

Bacterial growth was estimated by measuring
the absorbance at 650 nm for each Sb concentration
in the culture medium. The culture without metalloid
(negative control) was considered as 100% of growth.
The growth in the presence of Sb was then expressed
as a percentage by reference to the negative control.
The pH variations before and after fermentation were
stabilized by the addition of the citrate buffer.

Enzymatic and MDA Extract Preparation

Biomass was harvested from liquid batch culture
after 24h of incubation (30°C/150 rpm) by centrifugation
at 8,000xg for 15 min at 4°C. The resulting cell pellet
was washed with sterile deionized water and ground
with a mortar under liquid nitrogen. The obtained
powder was suspended in 50 mM ice-cold phosphate
buffer (pH 7) containing 0.1% (v/v) triton X-100 and
1% (w/v) polyvinyl pyrrolidone (PVP). The cellular
debris was removed by centrifugation at 10,000xg for
15 min at 4°C, and the obtained supernatant was used
to determine the levels of lipid peroxidation and specific
enzyme activities (CAT, POD, APX and SOD). The
soluble protein levels were estimated by the procedure
of Lowry et al. [17] using bovine serum albumin (BSA)
as a standard.

Determining Intracellular H,0,
Hydrogen peroxide (H,0,) levels were determined

according to the method described by Chakraborty et
al. [18]. The biomass was homogenized in an ice bath

with 5 mL 0.1% (w/v) trichloroacetic acid (TCA). The
homogenate was centrifuged at 12000xg for 15 min.
0.5 mL of the supernatant were added to 0.5 mL of
10 mM phosphate buffer (pH 7) and 1 mL of 1 M
KI. The absorbance was read at 390 nm, and the
concentration of H,O, was given by a standard curve.

Determining Malondialdehyde (MDA) Content

The content of malondialdehyde (MDA), the
final product of lipid peroxidation, was assayed
following Chakraborty et al. [19]. A 0.5 mL aliquot
of the previous extract was added to 1 mL of 20%
(w/v) trichloroacetic acid (TCA) and 0.5% (W/v)
thiobarbituric acid (TBA). The mixture was incubated
at 95°C for 30 min and the reaction was stopped by
placing the tubes in an ice bath. Centrifugation was
carried out for 10 min at 10,000xg. The value for non-
specific absorbance of the supernatant at 600 nm was
subtracted from the value at 532 nm. The amount of
MDA-TBA complex (red pigment) was calculated using
the adjusted absorbance and molar extinction coefficient
155 mM'ecm™.

Determining Intracellular Proline Content

Free proline content was determined by the method
cited by Zhang et al. [20]. 0.1g of fresh biomass was
ground in an ice bath, to which 2 mL of 40% (v/v)
methanol were added. After incubation at 85°C for
1 h and cooling to room temperature, 1 mL of the
extracted solution was mixed with 2 mL of acetic
acid, 25 mg of ninhydrin and 1 mL of a mixture that
contained: 120 mL acetic acid, 300 mL distilled water
and 80 mL orthophosphoric acid. The homogenate was
boiled for 30 min, and subsequently placed in an ice
bath to stop the reaction. To allow phases separation,
toluene was added to the mixture and shaken vigorously.
The intensity of the red color of the upper phase was
read at 528 nm. The intracellular proline concentration
was determined using the molar extinction coefficient
0.62 uM-'em™ and calculated on a fresh weight basis.

Antioxidant Enzyme Activity Measurements

Catalase  (CAT) activity (EC.1.11.1.6)  was
measured using the method used by Chandrakar et
al. [21]. The hydrogen peroxide decomposition was
followed by measuring the decrease in absorbance at
240 nm every minute within the first three minutes
of the reaction. The CAT activity was determined
using the extinction coefficient 39.4 mM™' cm™ and
specific activity was given as uM min! mg"' proteins.
Peroxidase (POD) activity (EC.1.11.1.7) was assayed
by the method described by Benhamdi et al. [14]. The
amount of purpurogalin released after the reaction of
pyrogallol with H,O, was measured at 420 nm. The
enzymatic activity corresponded to 0.1 absorbance
min' mg' protein as one unit. Ascorbate peroxidase
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(APX) activity (EC.1.11.1.11) was assayed according
to Djébali et al. [22] by measuring the decrease
in the absorbance of oxidized ascorbate at 290 nm
(e = 2.8 mM ' ecm). The APX activity was expressed
as UM min' mg' protein. Total activity of superoxide
dismutase (SOD) (EC.1.15.1.1) was quantified according
to the method reported by Abdalla et al. [23]. One
unit of SOD activity was defined as the amount
of enzyme required to cause 50% pyrogallol
autooxidation inhibition at 420 nm; it was expressed as
U mg' protein.

Statistical Analysis

The mean of the experimental results (n = 3) and their
standard errors (SEM) are represented in bar graphs.
The significance of the differences between the means is
estimated using a variance analysis (ANOVA) followed
by Tukey’s test. The relationships between all variables
analyzed and between those and Sb concentrations
of the medium was tested by the Pearson correlation
coefficients (r). The data treatment was carried out using
XLStat 2014 software.

Results and Discussion

Identifying the Antimony-Resistant
Endophyte Bacteria

One hundred and forty-eight bacterial strains
were isolated from the roots of H. pallidum. The
screening revealed that the HR B bacterium is the most
resistant to antimony, because it is the only one that was
able to grow in the presence of up to 425 mM of Sb,
i.e., 51748 mg/L of Sb. The MIC of this isolate would
therefore be 450 mM of Sb. The other isolates showed
much lower MICs not exceeding 250 mM of Sb.

The Gram-staining reaction of HR B bacterium
showed that this strain is a Gram-negative rod-
sharp bacteria. According to its morphology,
cultural appearance, physiological and biochemical
characteristics, using API 20E strips, the HR B
bacterium could be Serratia marcescens (72%).
The amplification, sequencing and alignment of its
16S rRNA gene sequence with GenBank reference
sequences had confirmed that this strain is Serratia
marcescens with 99% identity (Fig. 2). Serratia genus
was created by Bizio, who chose this name to honor
the memory of the celebrated Italian physicist Serafino
Serrati. Some strains produce a red pigment, the
prodigiosin. The term marcescens, meaning decaying
in latin, was used because of pigment’s decay and
its dissolution into a fluid and viscous matter, which
has a mucilaginous appearance upon reaching maturity
[24].

Although generally considered a pathogenic
microorganism for humans and animals [25], this
species is recognized as a rhizobacterium promoting

plant growth. Indeed, it has been used to enhance the
growth of tropical and medicinal plants, the chaff-
flower (Achyranthes aspera) [26] and in the induction
of phenols and defense enzymes in an Asian medicinal
plant, the betelvine [27]. When isolated from flowers of
summer squash (Cucurbita pepo), it allowed induction
of cold resistance of wheat seeds [28]. Thus, it is not
very surprising that this species is an endophyte, which
is resistant to a toxic metalloid.

Growth of the Bacterial Endophyte
Serratia marcescens

The effect of the added Sb on the growth of Serratia
marcescens grown on submerged cultivation in the
presence of increasing Sb concentrations is represented
in Fig. 3a). S. marcescens growth shows an important
gradual decrease with the increase of Sb concentration
in the culture medium. It is significantly and negatively
correlated (p<103) with the metalloid concentration
(Table 1). The growth reduction rates are 9%, 15.5%,
21.5% and 38% relative to the control at concentrations
of 5, 10, 20 and 30 mM of Sb, respectively. At 30 mM
of Sb the strain still produces 62% of biomass relative to
the growth of the control.

The significant decrease in S. marcescens growth
according to the increase of Sb concentrations highlights
the toxic effect of this metalloid on this strain. This
is also evidenced by the negative and very significant
correlation of growth with Sb concentrations. Such
a decrease can be explained by a likely modification
of the physiological mechanisms of tested strain in
response to Sb toxicity. Indeed, according to Bahar
et al. [29], to Siripornadulsil and Siripornadulsil [30]
and to Chakraborty et al. [18], non-lethal metallic
amounts (Sb in our study) induce a disturbance in
the membrane permeability of the bacterial cell and
consequently an important loss of essential nutrients for
bacterial growth.

Moreover, despite the toxic effect of Sb, S.
marcescens preserved approximately 62% of its
growth at 30 mM of Sb compared to the control. Such
growth for such high concentration, corresponding
to 3652.8 mg/L Sb, could be explained by the prior
adaptation of the strain to high Sb levels in the origin
area rich with heavy metals — especially antimony. Our
results are in agreement with several works, in particular
those of Cernansky et al. [31] and Chakraborty et al.
[18], who reported that microorganisms isolated from
the heavy metal-contaminated environments develop
the adaptive ability to sustain themselves in such
environments.

Toxicity Biomarkers
Intracellular H,0, Contents

The intracellular H,O, levels of S. marcescens
(Fig. 3b.) increased slightly at 5 and 10 mM of Sb,
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Fig. 2. Phylogenetic tree showing the relationship between H R, B bacteria and Serratia marcescens by 16SrDNA gene analysis.

with an increase of 23.02% and 45.36% compared
to the control. At 20 and 30 mM of Sb, they show
an important and very important increase, reaching
respectively 356.5% and 445% compared to the control.
However, they progress in the opposite direction of
the growth rates of S. marcescens. Moreover, they are
correlated very significantly and positively (p<10-) with
Sb concentrations of the medium, but negatively and
very significantly (p<10-?) with the strain growth rates
(Table 1).

The significant increase in intracellular H,O,
contents with the gradual increase of Sb concentrations,
and their very significant positive correlation, showed
that the increase of H,O, in the bacterium is due to

Sb presence in the medium. Thus, the presence of
important Sb quantities in the medium has induced the
formation of reactive species (ROS), of which H,0O, is
one. This latter is a strong oxidant, even at relatively
low concentrations. According to Sharma et al. [32], it
could cause oxidative damage to the lipid layer of the
cell membrane by the peroxidation of polyunsaturated
fatty acids and, consequently, disruption of the
metabolic function and losses of cellular integrity. Such
damages inevitably lead to a decrease in growth, which
is evidenced by the very significant negative correlation
between the H O, content and S. marcescens growth
rate.
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Table 1. Pearson correlation coefficients between all analyzed variables and between those and antimony culture medium concentrations;
*p<0.05, **p<102, ***p<103 (n = 15).

Growth H,0, MDA Proline CAT POD APX SOD
Sb (mM) -0,967%** 0,972 0,108 0,290 0,698 -0,121 0,422 -0,081
Growth 1 -0,905%*> -0,094 0,233 -0,609* -0,121 0,422 0,006
H,0, 1 0,026 0,295 0,727%* 0,267 0,286 0,247
MDA 1 0,774%* 0,536* 0,875%%% | 0,850%** | (,773%*
Proline 1 0,744 0,594* 0,760%* 0,507*
CAT 1 0,214 0,590* 0,148
POD 1 0,825%% | 0,959%*x
APX 1 0,829%*

MDA Contents

After 24 h of bacterial growth, the MDA contents
increased gradually and significantly (p<0.05) at 5
and 10 mM of Sb by 48% and 121%, respectively,
compared to the control. At 20 mM of Sb treatment, a
non-significant decrease is observed. Then, at 30 mM
of Sb the MDA content decreases significantly (p<0.05)
with increasing metal stress (Fig. 3c.), and the MDA
contents were not correlated with either Sb contents,
growth, or H O, contents (Table 1). However, when the
values obtained at 30 mM of Sb were omitted, the MDA
contents become significantly and positively correlated
with the Sb (r = 0.809, p<10? n = 12) and H)O,
contents (r = 0.587, p<0.05, n = 12) and significantly and
negatively with growth (r = -0.885, p <102, n = 12).

According to Ayala et al. [33], the lipid peroxidation
process produces multiple breakdown molecules, such as
MDA, which promotes intramolecular or intermolecular
protein/DNA crosslinking, which may induce profound
alteration in the biochemical properties of biomolecules.
Thus, the significant elevation in the MDA content
with the rise of Sb concentrations and the significant
and positive correlation of these two parameters
of up to 20 mM of Sb, show that the presence of
high concentrations of this metalloid in the culture
medium can be responsible for the lipid peroxidation
of the S. marcescens membrane and thus a high MDA
production. This one would be responsible for the
alteration of the biochemical properties of biomolecules
of S. marcescens, leading to growth reduction, which
is highlighted by the significance and negative
correlation of MDA with the growth of the strain up to
20 mM of Sb.

The non-existence of correlation between Sb and
MDA contents, when all values are considered, is related
to the significant decrease in MDA content at 30 mM of
Sb. This can be explained by the fact that a very high
amount of H,O, is produced at 30 mM of Sb, causing
an important alteration of the strain metabolic functions,
which caused the fall of the MDA production itself.
This is also reflected in the lack of correlation between

MDA and H,O, when all obtained values are introduced.
The weakly significant correlation of both variables
when obtained values at 30 mM of Sb are omitted
can be explained by the fact that other unmeasured
ROS than H,O,, such as OHand O,", are involved in
the lipid peroxidation process, of which the MDA is
the product.

Intracellular Proline Contents

The obtained results (Fig. 3d) show that the
proline contents of the fresh bacterial biomass
increased significantly (p<0.05) with the increase
in Sb concentrations. At 5, 10 and 20 mM of Sb, this
increase is approximately 59.26%, 65.39% and 114.47%
respectively, compared to the control. However, a
decrease in the proline content at 30 mM of Sb is
noticed with about 39.77% compared to the maximum
value. The proline contents were significantly and
positively (p<0.05) correlated with MDA contents,
CAT, POD, APX, and SOD activities, but they were
not correlated with either Sb concentrations, growth,
or H,O, contents (Table 1). However, when we omitted
the values obtained at 30 mM of Sb, thus n = 12, the
proline contents became correlated very significantly
and positively with the contents of Sb (r = 0.907, p<10-)
and H,O, (r = 0.835, p<107?) and very significantly and
negatively to growth (r = -0.899, p<107).

Proline is an amino acid that acts as a chelating
agent for some heavy metals; it reduces the harmful
effects of ROS by inhibiting lipid peroxidation because
it is a scavenger of the ROS and other free radicals
[34]. Thus, its significant increase as a function of Sb

concentrations Of up to 20 mM of Sb and its positive
and significant correlation with MDA and H,O,
contents, show that its production was induced by the
presence of elevated concentrations of Sb in order to
fight against lipid peroxidation caused by H O, toxicity.
Furthermore, the negative correlation of proline with
growth, for concentrations below 30 mM of Sb, suggests
that the reduction of growth, due to Sb toxicity, would
be the triggering factor of proline production. Therefore,
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Fig. 3. Antimony effect on physiological parameters of the endophytic Serratia marscesens isolated from Hedysarum pallidum
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Tukey’s test, p<0.05).

proline would have been produced by S. marcescens to
counteract the toxicity of the metalloid and reduce its
deleterious effects on the metabolism and to prevent an
important decrease in the growth of the bacteria. The
absence of correlation with these same variables and
with growth, when the obtained values at 30 mM of Sb
are taken into account, can be explained by the sharp
decrease in the proline content at this concentration.
This decrease indicates a disruption in the cellular
detoxification mechanism by proline at high antimony
concentrations. These findings are in agreement with
previous results reported by Anki and Leblon [35],

who found that proline was the main response of
Corynebacterium glutamicum when it is exposed to
hyperosmotic stress conditions. Significant and positive
correlations of proline with CAT, POD, APX, and SOD
suggest that proline production would be related to the
induction of these enzyme activities. In fact, according
to the works of Oztiirk and Demir [36] on plants, CAT
and POD would be activated by proline, which also acts
as a protector of the activity of these enzymes. This
could be the case for S. marcescens not only for CAT
and POD but also for APX and SOD.
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Antioxidant Enzyme Activities

A progressive and significant increase (p<0.05)
in CAT activity was observed with the increase in Sb
concentrations of up to 20 mM of Sb (Fig. 3e). The rise
of this activity was about 1.8-fold, 2.6-fold and 5.25-fold
at 5, 10 and 20 mM of Sb respectively, in comparison to
the control. However, a significant decrease (p<0.05) in
CAT activity was observed at 30 mM of Sb. The activity
of this enzyme is significantly and positively correlated
with Sb, H,O,, proline and MDA contents and APX
activity (p<0.05), but significantly and negatively with
growth (p<0.05) (Table 1).

APX activity (Fig. 3g) reached its maximum at 10
and 20 mM of Sb with a significant increase (p<0.05)
of about 4.33-fold over control. A significant decrease
(p<0.05) in enzymatic activity was observed at 30 mM
Sb. However, this apparent decrease in enzyme activity
was still superior to the control by 2.88-fold. The APX
activity was correlated, significantly and positively
(p<0.05), with all measured variables except growth,
Sb and H,O, contents (Table 1). When one withdraws
the obtained data at 30 mM, therefore n = 12, the APX
activity becomes significantly and positively correlated
to Sb concentrations (r = 0.753, p <10) and significantly
and negatively to growth (r = -0.876, p <107?), but not
to the H,O, content. However, when only data obtained
for concentrations lower than 20 mM Sb are taken
into account (n = 9), the correlations between APX
activity and H,O, contents become very significant:
r=-0.953, p<10-.

Significant increases in CAT and APX activities as
a function of Sb concentrations prove that the presence
of this toxicant in the culture medium has induced their
activities in S. marcescens. The production of these two
enzymes has been increased by the bacterium to fight
against lipid peroxidation caused by H,O, generated
by Sb toxicity. Indeed, both use hydrogen peroxide
(H,0,) as a substrate to yield water (H,0O) and oxygen
(O,). This reaction is essential for the detoxification of
the ROS generated during stress conditions. It protects
lipids, proteins and cellular nucleic acids from damage
caused by H O, and other ROS [32]. Such a role is
confirmed by the positive and significant correlations
of both enzyme activities with the MDA contents for
all Sb concentrations, and with the H O, contents of up
to 30 mM of Sb, for CAT, and up to 10 mM of Sb for
APX. Such a correlation can be explained by the fact
that under oxidative stress conditions, excess generation
of H,O, may cause the depletion of reduced ascorbate,
which inactivates APX, as that is reported by Watanabe
and Nakajima [37]. According to Mizuno et al. [38]
CAT and APX cooperate for protection against H,O,
generated by abiotic stress, which explains the positive
and significant correlation between these two enzymes.

However, according to Watanabe and Nakajima [37]
considering the enzyme stability under oxidative stress
conditions, CAT is much superior to APX as a stress-
resistant enzyme. This would explain the fact that

CAT, unlike APX, is correlated with H,O, contents up
to 30 mM of Sb. Nevertheless, the intracellular H,0,
hyperproduction at 30 mM of Sb by isolated strain, due
to the excess of the metalloid, would have also resulted
in the significant reduction of CAT activity. Indeed,
Polidoros and Scandalios [39] have also reported that
CAT activity is directly regulated by H,O, concentration
whose high accumulation may reduce the activity of
this enzyme. Negative and significant correlations
of CAT and APX activities with bacterial growth
mean that the activities of these enzymes increase as
growth decreases. This correlation is explained by the
fact that the decrease in growth is caused by the lipid
peroxidation of the cell membranes, generated by the
increase of intracellular H,O, and thus the increase
in the activities of the two enzymes. Benhamdi et al.
[16] had also found a significant increase in CAT and
APX activities of Hedysarum pallidum roots growing
in the most polluted areas by Sb. It is therefore quite
probable that S. marcescens, endophyte of H. pallidum
roots, had an impact on the production of both enzymes
of this plant, allowing it to resist the stress of high Sb
concentrations. In addition, according to Hamilton et
al. [40], root endophytes may increase host tolerance
to various stresses via mechanisms involving reactive
oxygen species and antioxidants.

It appears that the POD and SOD activities have
similar bar graphs (Figs 3f, h). Indeed, their activities
increased significantly (p<0.05) up to 10 mM of
Sb, where they reach their highest levels: 4.5-fold
and 8-fold, respectively, than the control. Then they
decreased significantly (p<0.05) while remaining higher
than those of the control. Both POD and SOD activities
were positively correlated between them and they were
correlated very significantly (p<10?) to MDA, APX
activity, and proline. They only become correlated
significantly and negatively with growth once the values
obtained at 30 mM of Sb are subtracted: r = -0.882
(p<10?) for POD and r = -0.557 (p<0.05) for SOD.
When the data obtained for concentrations greater than
10 mM of Sb are subtracted (n = 9), the correlations
between the SOD and POD activities and the Sb
and H,O, contents and CAT activity become significant
to very significant: respectively, r = 0,993 (p<107);
r = 0,973 (p<10?); r= 0,827 (p<l10?) for POD and
r = 0,980 (p<10?); r = 0,955 (p<10?) and r = 0,838
(p<107) for SOD.

Superoxide dismutase (SOD) is another key enzyme
that protects cells against oxidative stress by catalyzing
the dismutation of superoxide radical (O,) to oxygen
(0,) and hydrogen peroxide (H,O,) [32]. This latter is
itself a powerful oxidant which is broken down then
by POD, APX and CAT. Thus, the significant increases
of SOD and POD activities with the Sb concentrations
and their very significant and positive correlations with
these last, up to 10 mM of Sb, prove, as for CAT and
APX, that the presence of this metalloid in the culture
medium has induced their activities in S. marcescens.
The decrease in SOD and POD activities, after 10 mM
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of Sb, can be explained, as for APX, by the sensitivity
of these enzymes to high H,O, levels [41]. This explains
the significant and positive correlations between
these three enzymes and the fact that SOD and POD
are only correlated with CAT for values below 10 mM
of Sb, which is less sensitive to high H,O, levels.
In the work of Benhamdi et al. [16] the activities
of SOD and POD of H. pallidum roots were all the
higher as soil Sb concentrations were higher. But
SOD and POD activities of S. marcescens were reduced
when Sb concentrations were higher in medium.
This could be explained by the fact that, according
to Welinder [42], both enzymes differ from those of
bacteria.

Conclusions

Hedysarum pallidum Desf., a Fabacea of the semi-
arid steppic regions, growing on antimony mining
spoils and accumulator of this metalloid, has been
found to harbor several endophytic bacteria within its
roots. Among these, one strain was able to grow up to
425 mM of Sb in the medium. It was identified as
Serratia marcescens by sequencing and comparison of
its 16S rRNA gene sequence with GenBank data.

The presence of excessive Sb concentrations,
corresponding to 3652.8 mg/L, in S. marcescens
culture medium, caused high accumulation of
hydrogen peroxide in the bacteria cells, leading
to lipid peroxidation and therefore a decrease in its
growth. This latter remained relatively high compared
to the control, despite the toxicity of the medium,
and reflects an important adaptation of the isolated
strain to excessive Sb concentrations. This adaptation
also resulted in the ability of the strain to fight ROS
by inducing increased production of proline and
antioxidant enzymes, such as CAT and APX, at the
most excessive Sb doses. The induction of SOD
and POD activities, very sensitive enzymes to H,O,
excess, up to Sb concentrations reaching levels of
1216.6 mg/L, is another proof of the adaptation of S.
marcescens to Sb toxicity. Correlations show that the
strain implements, at the same time, its antioxidant
molecules to fight the antimony stress up to the threshold
of 1216.6 mg/L Sb, but when this threshold is exceeded
only the least sensitive molecules are involved, namely
proline, CAT and APX.

The strain’s ability to produce a sufficient biomass
up to 3652.8 mg/L Sb in the culture medium and to
produce high levels of antioxidant biomarkers attests
of its high resistance to excessive levels of antimony.
Such an ability, similar to that of its host, suggests that
S. marcescens is involved in the aptitude of its host,
Hedysarum pallidum, to grow on the mining spoils
and to accumulate antimony. This could make Serratia
marcescens, alone or associated with its plant host, a
potential candidate for bioremediation of antimony-
contaminated soils.
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Résumé

Ce travail porte sur I’étude de la flore bactérienne endophytique des racines d’H. pallidum et L. spartum
poussant sur les sols d’une région miniére contaminée par 1’antimoine (Sb) et I’arsenic (As). Puis la sélection
des bactéries tolérantes a des teneurs élevées en ces métalloides ; ainsi la détermination des mécanismes
biochimique, physiologique et moléculaire de défense adoptés par cette microflore pour tolérer le stress
métallique.
Les analyses morphologiques et biochimiques ont mis en évidence une grande biodiversité de cette microflore
endophytique. L’étude de la toxicité du Sb et d’As a permis de sélectionner deux souches bactériennes
possédant les plus hautes CMIs, a savoir 450 mM de Sh et 175 mM d’As. L’identification moléculaire des
souches résistantes, via le séquencage du géne ARNr 16S, a montré qu’elles sont identiques et affiliées a
I’espéce Serratia marcescens avec une homologie de 99 %. La culture en batch en présence de concentrations
graduelles en Sb et As a révélé une diminution progressive de la croissance des deux souches. De plus, la
mesure des parametres du stress oxydatif indique une augmentation importante de la teneur en H2O,, de la
teneur en MDA, de la proline intracellulaire, et méme des activités des enzymes antioxydantes, sauf a des seuils
élevés en Sb et en As. Ces enzymes permettent la détoxification de la bactérie par élimination du H,O; et des
autres radicaux libres générés par le stress métallique. De plus, I’étude de la résistance des souches de S.
marcescens a une gamme de métaux lourds et d’antibiotiques montre une résistance multiple au nickel et au
cobalt, ainsi qu’a la kanamycine, a I’ampicilline et au chloramphénicol. Pour faire face a la présence de Sb et
d’As, S. marcescens a adopté la vie en mode de regroupement sous forme de biofilms pour atténuer leur
toxicité. L’étude moléculaire des mécanismes de résistance des deux souches en utilisant des méthodes de
transformations cellulaires a dévoilé que les déterminants génétiques responsables de la résistance de S.

marcescens aux métalloides sont portés principalement par le chromosome.
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