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Introduction

Les métaux lourds et les métalloides font partie des ressources naturelles utilisées dans
plusieurs applications industrielles, agricoles et domestiques. Cependant, ils agissent
conjointement en tant que polluants, ce qui peut étre trés toxique pour de nombreuses formes
de vie et entrainer divers problémes environnementaux. Contrairement a certains polluants
organiques, les métaux lourds sont biopersistants et présentent une toxicit¢é méme a faible

concentration (Fu et Wang, 2011 ; Rose et Devi, 2015 ; 2018).

L’arsenic (As) et ’antimoine (Sb) sont libérés via des processus naturels et des
activités humaines, bien que leurs concentrations dans les systémes naturels soient
généralement faibles (environ 15 mg kg~ ' As et <1 mg kg ' Sb dans les sols), ils sont
considérés comme des polluants toxiques qui suscitent le plus d’intérét pour 1'Union
Européenne et I'Agence Américaine de protection de l'environnement (Filella et al., 2002 ;

Benhamdi et al., 2014 ; Kataoka et al., 2018).

De ce fait, la reconnaissance du danger des métaux lourds a entrainé le développement
de plusieurs technologies de dépollution des sites concernés, dont la bioremédiation, par le
biais de I’utilisation de plantes ou de microorganismes (Tanaka et al., 2006 ; Kavamura et al.,
2010), entre autres les mycoendophytes d’ou I’appellation mycoremédiation. Ils forment un
groupe polyphylétique trés diversifié, regroupant principalement les espéces appartenant au

phylum Ascomycota.

La littérature scientifique sur les champignons endophytes se focalise en particulier sur
deux aspects : pharmacologique par la capacit¢ de produire de nombreuses molécules
bioactives et écologique par leur impact sur la diversité végétale et le fonctionnement des

écosystemes.

Les champignons sont un meilleur choix en tant que bioremédiateur en raison de leur
grande tolérance a la toxicité des métaux lourds, de leur taux de croissance élevé et de leurs
excellentes propriétés liantes pour les métaux (metal binding) (Gadd 1993). Ils peuvent étre
facilement et économiquement cultivés en grande quantité en raison de leur cycle de
multiplication court et leur facilit¢ de modification morphologique et génétique (Fu et Wang,
2011 ; Dhankhar et Hooda, 2011). Le potentiel de bioremédiation des métaux lourds de
différentes especes de champignons a été rapporté par de nombreux auteurs (Ahluwalia et

Goyal, 2007 ; Wang et Chen, 2009 ; Abbas et al., 2014).
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Au niveau cellulaire, les métaux lourds et les métalloides ont été rapportés pour:

v générer des espéces réactives de l'oxygéne (ROS) et provoquer un stress
oxydant,

v' causer des dommages a I'ADN et / ou altérer les mécanismes de réparation de
I'ADN,

v'interférer avec la fonction membranaire et I'assimilation des nutriments

v' et perturber la fonction et 1'activité des protéines (Wysocki et al., 2010 ; Lemire

etal., 2013).

En réponse aux ROS nuisibles induites par la présence des métaux lourds, les
endophytes fongiques ont développé de multiples mécanismes de défense par la production
des composés antioxydants enzymatiques et non enzymatiques pour €liminer ces ROS et
protéger leurs composants cellulaires (Winyard et al., 2005) et ceux de leur plante hote

(Tanaka et al., 2006).

Dans la région du Djebel Hamimat, une exploitation mini¢re abandonnée a généré
d’importantes quantités de déblais contenant divers métaux toxiques, principalement
’antimoine et I’arsenic dont les concentrations atteignent 62000 mg kg™!' et 23000 mg kg
respectivement (Bentellis et al., 2014 et Benhamdi et al., 2014). Dans cette région, 1’analyse
chimique de deux plantes métallophiles, Hedysarum pallidum Desf., et Lygeum spartum L par
Benhamdi et al. (2014) a montré que celles-ci accumulaient jusqu’a 263 mg kg™! de Sb et 72
mg kg! d’As dans leurs parties aériennes, et 183 mg kg™ de Sb et 6 mg kg! d’As dans leurs

parties souterraines.

Ces mémes auteurs ont montré que ces espéces présentaient d’importantes activités
enzymatiques antioxydantes et qu’elles avaient développé des mécanismes moléculaires de
défense contre le stress oxydatif généré par la pollution métallique. L’adaptation de ces

. o, s T . , :
plantes a la toxicité du milieu pourrait étre liée a la présence d’une mycoflore au sein de leurs
racines qui seraient I'un des facteurs influengant leurs capacités d’accumulation ou de

restriction de 1I’antimoine et de 1’arsenic.

De ce fait, le présent travail a pour objectif de mettre en évidence 1’existence au sein
des racines d’H. pallidum et L. spartum, des espéces fongiques présentant une importante

résistance / tolérance a 1’antimoine et 1’arsenic, qui auraient acquis des capacités a piéger les
b
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ROS produits par la toxicité de Sb et d’As et de restreindre ou de permettre 1’accumulation
des ¢éléments toxiques par les plantes hotes tout en les protégeant contre le stress oxydatif.
Ceci afin de comprendre la stratégie cellulaire de la tolérance a la toxicité induite par
I’antimoine et 1’arsenic et évaluer la possibilité d'application des mycoendophytes isolés pour

la bioremédiation des environnements contaminés par ces métalloides.

La premicre partie du présent travail est consacrée a la description de données
bibliographiques relatives aux mycoendophytes, a leur biodiversit¢ et leur role dans

I’écosystéme, et aussi aux métaux lourds, leurs sources, toxicité et techniques de remédiation.

La seconde partie, consacrée a 1’étude expérimentale, est structurée en trois chapitres
composés, chacun, d’une partie décrivant le matériel et les différentes techniques utilisées, et

d’une autre partie exposant, discutant et comparant les résultats obtenus.

v" Le chapitre 1 concerne les analyses microbiologiques, commengant par 1’isolement de
mycoendophytes a partir des racines de deux plantes steppiques accumulatrices de
métalloides, puis screening de mycoendophytes résistants / tolérants a As et Sb, et
enfin une identification par voix moléculaire des mycoendophytes sélectionnés.

v" Le chapitre 2 décrit les analyses toxicologiques qui consistent a mettre en évidence, in
vitro les mécanismes cellulaires de résistance / tolérances des mycoendophytes
résistants, par le dosage de I’arsenic et de I’antimoine par le MP-AES.

v" Le chapitre 3 correspond aux analyses biochimiques qui consistent a évaluer in vitro le
potentiel de ces mycoendophytes a lutter contre le stress oxydatif généré par 1’As et le

Sb.

Enfin, ce travail est cloturé par une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre 1 Les endophytes fongiques : Généralités, biodiversité et

leurs roles dans I’écosystéme

1.1 Généralités

Le terme « endophyte » est composé de deux mots grecs, « endon » signifiant au sein et
« phyton » désignant plante (Staniek et al., 2008) et désigne tout organisme colonisant

asymptomatiquement un végétal.

Le mot endophyte, a l'origine introduit par de Bary (1866), se réfere a tous les
organismes qui se reproduisent a I’intérieur des tissus végétaux, distinctes des épiphytes qui
vivent sur la surface des plantes. Carroll (1986) a défini les endophytes comme des
mutualistes qui colonisent les parties aériennes des tissus vivants des plantes et ne causent pas
des symptomes de maladie, a partir desquelles les mycetes pathogénes et les mycorrhizes sont

exclus.

Petrini (1991) a proposé un élargissement de la définition de Carroll pour inclure tous
les organismes vivants dans les organes des végétaux qui, a un certain moment de leur vie,
peuvent coloniser les tissus végétaux internes sans causer de dommage apparent a 1’hote. Par
conséquent, les agents pathogenes latents connus pour vivre sans manifester de symptomes a
l'intérieur des tissus hotes qui ont une phase épiphyte dans leur cycle de vie, sont également

des endophytes.

Le concept d'endophyte a été défini de plusieurs maniéres mais la définition de Petrini
(1991) a été la plus utilisée généralement dans les études des endophytes. Petrini (1991) a
défini les endophytes comme étant tous les microorganismes vivant dans les organes végétaux
internes @ un moment de leur vie, qui peuvent coloniser les tissus végétaux internes sans

causer de dommages apparents chez la plante hote (Hyde et Soytong, 2008).

Les champignons endophytes forment un groupe polyphylétique trés diversifié,
regroupent principalement des espéces appartenant au phylum Ascomycota ou groupe des
champignons mitosporiques, ainsi que de certains taxons des Basidiomycota, Zygomycota et
Oomycota (Guo, 2001) qui peuvent produire diverses substances bioactives (Aly et al., 2010 ;
Xu et al., 2010 ; Liu et al., 2011 ; Tejesvi et al., 2011) et promouvoir la croissance de 1'hdte et

la résistance aux stress environnementaux (Saikkonen et al., 2010).
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Toutes les plantes dans les écosystemes naturels, semblent établir des relations avec des
champignons endophytes en raison de leurs ubiquité¢ (Krings et al., 2007) et ils ont été

largement étudiés dans les différentes zones géographiques et climatiques (Sun et Guo, 2012).

A la différence des champignons mycorhiziens qui colonisent les racines des plantes et
se développent dans la rhizosphére, les endophytes résident entiérement dans les tissus
végétaux et peuvent se développer dans les racines, les tiges et les feuilles, émergeant pour

sporuler dans la plante.

1.2 Biodiversité des endophytes

Les champignons endophytes symbiotiques peuvent avoir des effets profonds sur la
phytoécologie, la forme physiologique et I'évolution. Divers groupes de ces microorganismes

peuvent produire de nombreuses molécules bioactives (Brundrett, 2006 ; Maheshwari, 2006).

Généralement deux groupes importants de myccoendophytes reflétent des différences
dans I’apparenté évolutionnaire, la taxonomie des plantes hdtes et des fonctions écologiques :
les endophytes clavicipitaceaes (C-endophytes) et les endophytes non-clavicipitaceaes (NC-

endophytes).

La classe 1 des endophytes représente un nombre restreint d'espéces clavicipitaceaes
phylogénétiquement apparentées, qui sont fastidieuses dans la culture et limitées a certaines
graminées fraiches des saisons chaudes (Jalgaonwala et al., 2011). La transmission des
endophytes de la classe 1 est principalement verticale, avec les plantes maternelles, par la
propagation du champignon a la descendance via les infections des graines (Saikkonen et al.,
2010). Les avantages conférés par ces mycetes semblent dépendre des espéces hotes, du

génotype de 1’hote et des conditions environnementales (Faeth et al., 2006).

Les chercheurs ont proposé¢ que les C-endophytes soient des mutualistes défensifs des
plantes hotes et cette hypothése est largement admise dans 1'évolution, l'écologie et la

physiologie des endophytes (Koulman et al., 2007).
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Tableau 1 : Les criteres symbiotiques utilisés pour caractériser les classes des
mycoendophytes (Sénéquier-Crozet et Canard, 2016)
Clavicipitaceous Non-clavicipitaceous

Criteria Class 1 Class 2 Class 3 Class 4
Host range Narrow Broad Broad Broad
Tissue(s) colonized Shoot and rhizome Shoot, root and rhizome Shoot Root
In planta colonisation Extensive Extensive Limited Extensive
In planta biodiversity Low Low High Unknown
Transmission Vertical and horizontal Vertical and horizontal Horizontal Horizontal
Fitness benefits” NHA NHA and HA NHA NHA

"Nonhabitat-adapted (NHA) benefits such as drought tolerance and growth enhancement are common
among endophytes regardless of habitat of origin. Habitat-adapted (HA) benefits result from habitat-
specific selective pressures such as pH, temperature and salinity

Les endophytes non-clavicipitaceaes (NC-endophytes) peuvent étre récupérés des tissus
asymptomatiques des plantes non vasculaires, des fougeres, des alliés, des coniferes et des
angiospermes. Cependant, les NC-endophytes sont des myceétes fortement diversifiés qui
représentent au moins trois groupes fonctionnels distincts basés sur un ensemble de
caractéristiques de leur cycle de vie et de leur importance écologique. Typiquement, ces
endophytes se reproduisent dans les jeunes plantules ou ils forment des infections

intercellulaires systémiques (Rodriguez et al., 2009).

Les NC-endophytes peuvent étre différenciés en trois classes fonctionnelles basées sur
des mod¢les de colonisation de la plante hote, sur le mécanisme de la transmission entre les
générations hotes, dans les niveaux de biodiversité in planta, et sur la fonction écologique
(Tableau 1). Bien que les trois classes aient de larges gammes d'hdtes, la classe 2 des NC-
endophytes peut se développer dans les deux parties, racinaire et aérienne. En revanche, les
NC-endophytes des classes 3 et 4 sont limités aux tissus de surface et aux racines

respectivement.

La classe 2 des endophytes (NC-endophytes) comporte une diversité d’espéces
appartenant a ’embranchement Ascomycota ou Basidiomycota. Ces endophytes sont distincts
des autres NC-endophytes car en général ils colonisent les racines, les tiges et les feuilles ;
sont capables de former de nombreuses infections dans la plante, sont transmis par
l'intermédiaire des graines et / ou des rhizomes. Ils sont peu abondants dans la rhizosphere, et
ont généralement des fréquences d'infection élevées (90-100%) dans les plantes qui poussent

dans des conditions de stress (Rodriguez et al., 2008).
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Les NC-endophytes de la classe 3 se distinguent sur la base de leur occurrence
principalement ou exclusivement dans les tissus aériens, la transmission horizontale et la
formation des infections trés localisées. Cette classe comprend divers champignons
endophytes associés aux feuilles d'arbres tropicaux (Arnold et al., 2000 ; Gamboa et Bayman,
2001), ainsi que divers tissus aériens des plantes non vasculaires, des plantes sans graines
vasculaires, les coniféres, les angiospermes ligneuses et les herbacées dans les biomes (Davis

et al., 2003 ; 2009).

Les NC-endophytes de la classe 4 sont des endophytes bruns cloisonnés (septés) ou
DSE (Dark Septate Endophytes) restreint pour les racines des plantes. Ce sont généralement
des mycetes appartenant a la classe des Ascomycetes, qui ont soit des conidies soit des
mycéliums stériles qui forment des structures mélanisées comme les hyphes inter et
intracellulaires, et les microsclérotes dans les racines. On trouve cette classe d’endophytes
dans les plantes hotes non-mycorrhisées des zones antarctiques, arctiques, alpestres,

subalpines, tempérées et des écosystémes tropicaux (Jumpponen, 2001).

1.3 Role des mycoendophytes

Les endophytes sont impliqués pour la diminution des herbivores, I’augmentation de la
résistance a la sécheresse, I'augmentation de la résistance aux maladies et I'amélioration de la
croissance des plantes. Ceci est dli en partie a la syntheése de certains types de régulateurs de
croissance (hormones) (Sieber, 2007). Leur large distribution et leur taux de colonisation

¢levé des tissus végétaux dans tous les écosystémes suggerent leur role écologique primordial.

1.3.1 Endophytes en tant que décomposeurs saprophytes primaires

Plusieurs études récentes ont exploré le role des endophytes en tant que saprophytes. I1
semble probable que certains (ou plusieurs) saprophytes proviennent des endophyes (Hyde et

al., 2007).

Plusieurs études fournissent des preuves qui accréditent que la spécificité des
saprophytes aux plantes hotes dépend des endophytes, tandis que d'autres indiquent que les

composants de I’hdte peuvent réguler les endophytes (Paulus et al., 2006).

Quelle que soit la raison, il est clair que de nombreux endophytes spécifiques des

feuilles (et tissus ligneux) sont des saprophytes des genres ou familles d'hotes spécifiques,
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mais cette spécificité doit dépendre de facteurs tels que la colonisation initiale des endophytes
et / ou des substances sécrétées dans les feuilles et les tiges (Paulus et al., 2006 ; Arnold, 2007

; Hyde et al., 2007).

1.3.2 Endophytes en tant que mutualistes et agents pathogénes latents

Certains endophytes sont connus pour étre des agents pathogénes latents (Hyde et al.,
2007). Sieber (2007) déclare que ces endophytes pathogeénes survivent avec leurs hotes et ne
sont pas tres virulents. Ces agents pathogenes doivent a un moment donné sporuler lorsque les
feuilles sont sénescentes, ou quand les plantes sont stressées ou lorsqu’elles produisent des

fruits qui finiront par pourrir.

1.3.3 Protection contre des microorganismes pathogénes

Les endophytes fongiques sont connus pour étre une source riche de nouvelles
substances antimicrobiennes. Les plantes associées aux endophytes produisent quelques
métabolites qui induisent la résistance. Il est constaté que la plante symbiotique active le
systéme de défense plus rapidement que les plantes non symbiotiques, aprés une attaque des

agents pathogénes (Jalgaonwala et al., 2011).

1.3.4 Tolérance au stress abiotique

Les chercheurs ont prouvé que certains mycoendophytes protégent leur plantes hotes
contre les états de sécheresse (Clay et al., 2002), également leur permettent la tolérance au
stress salin (Waller et al., 2005), et ausi augmentent la tolérance thermique dans leur hote.
Donc on peut dire que les endophytes agissent en tant que déclencheurs biologiques pour
activer la réponse au stress plus rapidement et plus fortement que les plantes non

symbiotiques (Redman et al., 2001).

1.3.5 Tolérance aux métaux lourds

De nombreuses études démontrent la résistance des souches fongiques et bactériennes
endophytes aux métaux lourds: Deng et al. (2011) ont étudié¢ la résistance d’une souche
fongique endophyte isolée des racines de Brassica chinensis, Mucor sp. CBRF59 au cadmium
et au plomb. Cet isolat tolére 5 mM et 10 mM de Cd et Pb respectivement, la capacité
maximale de biosorption du cadmium de cet isolat endophyte était de 108 mg g!, alors que la

capacité de bioaccumulation était de 173 mg g dans les mémes conditions. Tandis que la
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capacité¢ de bioaccululation de CBRF59 au plomb est sensiblement inférieure a celle de la

capacité de biosorption des concentrations initiales en plomb.

De plus, le méme auteur en (2014) a étudié le potentiel d’une autre souche fongique
endophyte Lasiodiplodia sp. MXSF31, isolée des tiges de Portulaca oleracea poussant dans
des sols contaminés par les métaux lourds pour détoxifier I’eau et les sols contaminés. La
souche Lasiodiplodia sp résiste a 10 mM Zn, 3 mM Cd et 3 mM Pb. La capacité¢ de la
biomasse active du mycoendophyte test a éliminer le Cd, le Pb et le Zn est meilleure que celle

de la biomasse morte 4,6x10%; 5,6x10° et 7,0x10* mg Kg !, respectivement.

Par ailleurs, Xiao et al. (2010) ont isol¢ une souche fongique endophyte (EF)
Microsphaeropsis sp. LSE10, a partir des racines d’une plante hyperaccululatrice de cadmium
Solanum nigrum L pour I’employer en tant que biosorbant pour la biosorption du cadmium
d’une solution aqueuse. Les résultats ont montré que la capacité maximale de biosorption était
de 247,5 mg/g (2,2 mmol/g) ce qui était beaucoup plus élevé que ceux d'autres biosorbants, y
compris le charbon actif. Les groupes carboxyliques, aminés, de sulfonate et d'hydroxyle de la

souche EF LSE0 étaient responsables de la biosorption du cadmium.

Ceci confirme que les mycoendophytes issus d'un hote hyperaccumulateur pourraient
constituer des ressources potentielles en biosorbant hautement efficace pour la biosorption des
métaux lourds et par conséquent la bioremédiation des environnements contaminés par les

métaux lourds.
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Chapitre 2 Les métaux lourds dans l'environnement : Sources,

toxicité et techniques de rémédiation

2.1 Les métaux lourds

Les métaux lourds sont définis par Miquel (2001), comme étant des éléments
métalliques naturels, métaux ou, dans certains cas, métalloides, caractérisés par une masse
volumiques élevée, supérieure a Sg/cm®. Ils sont non dégradables et existent sous différentes
formes inorganiques et organiques, présents dans tous les compartiments de 1’environnement,

mais en général en quantité tres faible.

L’appellation « métaux lourds » est une appellation courante qui n’a ni fondement
scientifique, ni appellation juridique. La classification des métaux lourds est d’ailleurs
souvent discutée car certains métaux toxiques ne sont pas particulieérement « lourds » (le
zinc), tandis que certains éléments toxiques ne sont pas tous des métaux (I’arsenic par
exemple). Pour ces différentes raisons, la plupart des scientifiques préférent a 1’appellation
métaux lourds, I’appellation « éléments en traces métalliques » -ETM- ou, par extension,

« éléments traces ».

Certains métaux lourds, tels que Fe, Cu, et Zn sont des oligo-¢éléments essentiels, mais
d'autres, tels que Cd et Pb, n’ont aucune fonction biologique bénéfique et sont toxiques,

méme en tres faibles quantités (Ahmed et al., 2011).

Certains ¢léments non-métaux tels que B, Si, Ge, As, Sb, Te et At qui ont l'aspect et / ou
certaines propriétés des métaux, mais se comportent chimiquement comme des non-métaux,
ont été parfois inclus dans le groupe « métaux lourds ». Ceci est maintenant considéré comme
trop imprécis et ils sont appelés « métalloides » pour les distinguer des métaux lourds

(Alloway et al., 2013).

En raison du caractére non biodégradable et biopersistant des métaux lourds,
contrairement a certains polluants organiques, la contamination des sols par les éléments
métalliques cause un risque significatif pour la santé écologique et publique en raison de leurs
effets toxiques et de leur capacité a s’accumuler dans les chaines alimentaires terrestres et

aquatiques (Ahmed et al., 2011).

10
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2.1.1 Origine de la pollution par les métaux lourds

La contamination des sols par les métaux lourds présente un intérét important, parce
qu’ils ne peuvent pas étre dégradés comme la plupart des polluants organiques et ils
s’accumulent dans les chaines alimentaires terrestres, aquatiques et marines (Smejkalova et

al., 2003).

L’origine des métaux peut étre trés variée. Les contaminations naturelles résultent des
éruptions volcaniques et des affleurements des roches-meére, dont 1’altération entraine la
libération des éléments métalliques dans le sol (Friedland, 1990). La concentration naturelle

de ces métaux varie selon la nature de la roche, sa localisation et son dge (Zhang et al., 2009).

Cependant, la source majeure de la contamination a une origine anthropique. Les
principaux types de pollutions anthropiques sont : les activités agricoles et industrielles telles
que l'application a long terme des boues d'épuration urbaines ; des activités telles que
I'élimination et l'incinération des déchets ; I’exploitation minieére et la combustion des
carburants (Khan, 2005). Ces sources provoquent 1'accumulation de métaux et de métalloides
dans les sols et constituent une menace pour la sécurité alimentaire et la santé publique en

raison du transfert des métaux sol-plante (Ahmed et al., 2011).

Ces métaux provoquent des effets néfastes sur les écosystémes aquatiques et terrestres
et sur la sant¢ humaine en raison de leur mobilité et de leur solubilité qui déterminent leur

spéciation (Kabata-Pendias, 1992 ; Del Val et al., 1999).

2.1.2 Principaux métalloides et propriétés

2.1.2.1 Antimoine (Sb)

L’antimoine, de symbole Sb (issu de l’abréviation de son nom latin stibium), est
¢galement un métalloide. De ce fait, il appartient également au groupe 15 de la classification
périodique des ¢léments de Mendeleiev et fait partie de la famille des pnictogenes (c'est a dire
la famille qui regroupe les éléments de la 15°™ colonne de la table périodique des éléments)
tout comme 1’arsenic, avec le numéro atomique 51 et la masse atomique 121,760 g/mol (Jana,
2009). 11 peut exister sous une série d'états d'oxydation (-III, 0, III, V), mais il est
principalement trouvé sous deux états d'oxydation (III et V) dans I’environnement et les

¢chantillons biologiques et géochimiques (Filella et al., 2002).

11
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Les composés trivalents d’antimoine exercent une toxicité aigué dix fois plus élevée

que les formes d’antimoine pentavalentes (Krachler, 2000 ; 2001).

L’antimoine est un métalloide de couleur gris métallique, un élément dont I’abondance
naturelle est faible, environ 0,2 pg/g dans I’écorce terrestre et 1 pg/g dans les sols, hors des
zones polluées. Cet élément est répandu dans 1’environnement par la combustion du charbon,

les activités miniéres ou métallurgiques (Gebel et al., 1998).

Il est employé dans I’industrie en céramique et en plastique ; quelques composés
organiques d’antimoine sont utilisés dans la médecine (Bentley et al., 2002). L’antimoine est
un analogue chimique de I’arsenic avec une toxicité similaire. C’est un ¢élément non essentiel
pour les végétaux. Il est plutot peu mobile dans les sols car il est associé a la phase résiduelle

et aux oxydes de Fe et Al (He, 2007).

Le mécanisme de toxicité de 1’antimoine semble inclure des interactions avec les

groupes thiol fonctionnels de glutathion et des protéines (Murciego et al., 2007).

2.1.2.2 Arsenic (As)

L’arsenic, est dérivé du vieux mot persan « zarnikh », qui signifie l'orpiment jaune, de
symbole As, est un métalloide appartenant au groupe 15 (ou VA) de la classification
périodique des ¢léments de Mendeleiev, avec le numéro atomique 33 et la masse atomique

74,9216 g/mol (Rensing et al., 2009).

L’arsenic est un élément ubiquitaire, le plus abondant dans la croflite terrestre et
potentiellement toxique dans I'environnement. Sa mobilité et sa biodisponibilit¢ sont
influencées non seulement par des facteurs abiotiques (Sadiq, 1997), mais également par des
microorganismes, particulicrement les mycetes, les bactéries et les algues (Gadd, 1993).
Les processus microbiens généraux affectant le comportement d’arsenic dans les sols, les

sédiments et les eaux sont la biosorption et la biovolatilization (Cernanskys et al., 2007).

Comme d'autres métalloides, 1’As a des propriétés de semi-conducteur et se produit
dans la nature dans divers états d'oxydation comprenant -III (arsine), 0 (arsenic natif), +I1I

(arsenite) et +V (arsenate).
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C’est un ¢élément 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 non-métaux en formant des anions. En revanche, sa conductivité électronique

et thermique le rapproche des métaux (Jana, 2009).

Dans des concentrations trés faibles, I’arsenic semble étre essentiel pour les animaux
(Uthus, 1992) et bénéfiques pour les plantes (Evans et al., 2005). Or, I’As est reconnu pour

ses effets toxiques dans I'environnement.

L’industrie métallurgique du cuivre, du plomb, du zinc et de 1’or rejettent des quantités
énormes d’arsenic dans I’environnement. D’autres émissions proviennent de la combustion
mal maitrisée de charbon. En agriculture, 1’arsenic entrait il y a encore peu de temps, dans la
composition de nombreux produits destinés au traitement du bois, ou a 1’¢laboration de
produits phytosanitaires comme les fongicides, insecticides, herbicides et défoliants

(Deuneux-Mustin et al., 2003).

2.1.3 Effet toxique des métaux lourds et métalloides

L’absorption en excés des éléments toxiques entraine, dans la majorité des cas, un
dysfonctionnement des organismes, en perturbant le fonctionnement de systémes
enzymatiques dans lesquels ils n’interviennent habituellement pas. Cette perturbation est due

a la forte affinité qu’ils possédent, par rapport aux éléments dit non essentiels.

Les ¢léments toxiques peuvent entrainer : des altérations de la structure des acides
nucléiques et des protéines ; une inhibition des réactions enzymatiques impliquées dans
diverses fonctions métaboliques et des modifications de la perméabilité membranaire. De
plus, leur toxicité peut étre liée a une carence secondaire d’un élément essentiel, causée par

I’excés de I’élément toxique (inhibition compétitive) (Deuneux-Mustin et al., 2003).

2.2 Métaux lourds et stress oxydatif

De nombreuses études ont montré que les métaux lourds présentent la capacité de
produire des espéces réactives de 1'oxygene (ROS ou EROs), générant un stress oxydatif. Les
ROS sont principalement l'oxygéne singulet ('02), I'anion superoxyde (O:%), le peroxyde
d'hydrogéne (H20;) et le radical hydroxyle (OH’). Les ROS peuvent endommager les

macromolécules cellulaires, conduisant a 'oxydation des protéines, la peroxydation lipidique
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et des dommages a I'ADN (Halliwell et Gutteridge, 1984). Les cofacteurs métalliques tels que
Fe, Mg et Zn peuvent subir des réactions redox-actifs, tandis que As, Cd, Hg, et Sb sont des
métaux redox-inactifs. La formation des ROS induite par le métal peut se produire par

l'intermédiaire de plusieurs mécanismes.

Les réactions de Fenton ou Haber-Weiss sont catalysées par des métaux redox-actifs et
génerent le radical tres réactif hydroxyle de I’H20: et le substrat superoxyde. Dans la réaction
de Fenton, le peroxyde est décompos¢ en un ion hydroxyde et un radical libre hydroxyle. Le
radical libre hydroxyle est I’espéce primaire oxydante et peut étre utilisé pour oxyder et briser
des molécules organiques. La réaction Haber-Weiss génére des radicaux hydroxyles a partir

du peroxyde d'hydrogéne et I’anion superoxyde (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Les métaux redox-actifs peuvent induire un stress oxydatif en inhibant les enzymes
spécifiques, en épuisant le contenu antioxydant ou d'autres mécanismes indirects (Stohs et
Bagchi, 1995 ; Ercal et al., 2001 ; Beyersmann et Hartwig, 2008). Par exemple, les métaux
redox-actifs peuvent perturber le métabolisme intracellulaire du Fe, ce qui conduit a des
niveaux ¢levés en Fe libre dans la cellule, ce qui pourrait perturber les réactions de type

Fenton et par conséquent des niveaux élevés en ROS (Kitchin et Wallace, 2008).

Un exemple de l'effet de métaux redox-inactifs sur les contenus antioxydants est
I'épuisement du glutathion (GSH), qui est le principal antioxydant dans les cellules (Stohs et
Bagchi, 1995). L’épuisement du GSH influencerait le systtme redox et endommagerait
l'activité des enzymes GSH-dépendantes tels les glutathion peroxydases, la glutathion-S-
transférase et les glutarédoxines, affectant de ce fait de nombreux processus cellulaires

(Wysocki et Tamas, 2010).

Chez les champignons ectomycorhiziens Paxillus involutus, Jacob et al. (2001) ont €émis
I'hypothése que le Cd, bien qu'il soit un métal redox-inactif, a induit un stress oxydatif en

modifiant I'équilibre redox en thiol cellulaire.
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2.2.1 Conséquences des ROS générés par la toxicité des métaux lourds

La production et I'élimination des ROS doivent étre strictement contrdlées afin d'éviter
le stress oxydatif. Lorsque le niveau des ROS dépasse les mécanismes de défense, une cellule
est en état de "stress oxydatif". Cependant, 1'équilibre entre la production et le balayage des
ROS est perturbé dans un certain nombre de conditions stressantes comme la salinité, la
sécheresse, la lumiere élevée, et la toxicité due aux métaux. Le taux élevé des ROS peut
causer des dommages a des biomolécules telles que les lipides, les protéines et ' ADN (Figure
1). Ces réactions peuvent modifier les propriétés intrinséques de la membrane, telles que la
fluidité, le transport ionique, la perte de l'activité enzymatique, la réticulation des protéines,
l'inhibition de la synthese protéique, et les 1ésions de 'ADN, entrainant finalement la mort

cellulaire (Khouja, 2011).

<Concentrations élevées en ROS>

Dommages oxydatifs

! } !

Lipides N\ ( \

( . Protéines [ ADN \
- Rupture de la chaine ) ) )
lipidique . Modification des wites - Oxydation du désoxyribose
- Augmentation de la spécifiques des acides aminés. - Rupture des brins
fluidité et la . . . L

qiqees - Fragmentation de la chaine - Elimination des nucléotides
perméabilité i
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- Modification des bases.
- Altération de la charge \ /
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Figure 1 : Les ROS induisent des dommages oxydatifs pour les lipides, les protéines et ’ADN

2.2.1.1 Peroxydation lipidique

Lorsque le niveau des ROS atteint un certain seuil, la peroxydation lipidique augmente
au niveau des deux membranes cellulaires et des organites, qui, a leur tour, affectent le
fonctionnement cellulaire normal. La peroxydation lipidique aggrave le stress oxydatif par la
production des radicaux de dérivés lipidiques qui peuvent agir et endommagent les protéines
et I'ADN. Le niveau de la peroxydation lipidique a été largement utilis¢é comme un indicateur

de dommages générés par les ROS aux membranes cellulaires dans des conditions stressantes.
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La plus grande peroxydation des lipides a été rapportée dans les plantes qui poussent sous
stress environnementaux (Sharma et al., 2005 ; Han et al., 2009 ; Tanou et al., 2009 ; Mishra

et al., 2011)

L’augmentation de la LPO est corrélée avec 1’augmentation de la production des ROS.
Le malondialdéhyde (MDA) est 1'un des produits finis de la peroxydation des acides gras
polyinsaturés dans les phospholipides, responsable de l'altération de la membrane cellulaire

(Halliwell et al., 1999).

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) présents dans les phospholipides membranaires
sont particulicrement sensibles a l'attaque par les ROS. Un seul ‘OH peut entrainer une
peroxydation de nombreux acides gras polyinsaturés, car les réactions impliquées dans ce
processus font partie d'une réaction en chaine cyclique. L'ensemble du processus de la
peroxydation lipidique comporte trois étapes distinctes : l'initiation, la progression et les
étapes de terminaison (Smirnoff, 1995). La Peroxydation des acides gras polyinsaturés induite
par les ROS peut conduire a la rupture de la chaine et, de ce fait, augmenter la fluidité de la

membrane et la perméabilité (Davies, 2000).

Tableau 2 : Les différentes phases de la peroxydation lipidique en présence des ROS et leurs
réactions chimiques

Phase d’oxydation lipidique Réaction(s) chimique(s)
Initiation RH+OH —» R+ Hx0
Progression R*"+0, —3» ROO

ROO'+RH —> ROOH+R’

Terminaison R"+R"—>» RR
ROO'+ R——» ROR
ROO’+ROO° —” ROOR + O

2.2.1.2 Oxydation des protéines

Dans les conditions physiologiques, les cibles majeures des ROS sont les acides aminés
soufrés (cystéine, méthionine) (Brot et Weissbach, 2000 ; Finkel, 2000), les acides aminés
basiques (arginine, lysine) et les acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine et

tryptophane) (Armstrong et Swallow, 1969 ; Huggins et al., 1993).
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L'attaque des protéines par les ROS peut causer des modifications a ces protéines de
manieres directes et/ ou indirectes. La modification directe implique la modulation de
l'activité d'une protéine par nitrosylation, carbonylation, formation de liaisons disulfides, et
glutathionylation. Les protéines peuvent aussi étre modifiées indirectement par leur
conjugaison avec des produits de la dégradation de la peroxydation d'acide gras (Yamauchi et
al., 2008). Par conséquent la production excessive des ROS, modifie I'acide aminé, fragmente

la chaine peptidique et provoque la protéolyse des protéines.

Certains acides aminés comme la cystéine (Cyst) sont particulierement oxydés via leur
groupement thiol. La cystéine une fois oxydée conduit a plusieurs composés comme [’acide
cystéique, ou génere des ponts disulfures. Ceux-ci peuvent étre aisément régénérés en
fonction thiols, in vivo par le glutathion réduit ou la thiorédoxine réduite. L’oxydation
réversible de la cystéine joue un réle important dans 1’activation ou I’inactivation de certaines
protéines (Finkel, 2000). L’oxydation de la méthionine, particuliérement sensible au H>O»,
s’effectue en deux étapes : 1’une, réversible, conduit au sulfoxyde de méthionine ; 1’autre,
irréversible, donne le sulfone de méthionine, cette réaction n’étant pas possible in vivo (Vogt,
1995). Les acides aminés aromatiques subissent en majorit¢ des modifications

d’hydroxylation (Armstrong et Swallow, 1969 ; Huggins et al., 1993).

Les protéines oxydées servent de meilleurs substrats a la digestion protéolytique. Il a été
suggéré que l'oxydation de protéines pourrait prédisposer a l'ubiquitination qui,

alternativement, serait une cible pour la dégradation protéosomale (Cabiscol et al., 2000).

2.2.1.3 Dommage de ’ADN

Les ROS sont I’une des sources importantes de dommages d'ADN (Imlay et al., 1988).
Ils peuvent causer des dommages oxydatifs a I'ADN nucléaire, mitochondrial et
chloroplastique. L'ADN est le matériel génétique des cellules et n’importe quel dommage
d'ADN peut entrainer des changements des protéines codées, ce qui peut conduire a leurs
dysfonctionnements ou leurs l'inactivation compléte. L’attaque oxydante sur I'ADN a comme
conséquence l'oxydation du désoxyribose, une rupture des brins, une élimination des
nucléotides, une variété de modifications dans les bases organiques des nucléotides, et des
réticulations ADN-protéines. En outre, les changements dans les nucléotides d'un brin
peuvent entrainer des mésappariements avec les nucléotides dans l'autre brin, produisant des

mutations ultérieures. La dégradation de 'ADN causée par les ROS a été observée chez les
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plantes exposées a divers stress environnementaux tels que la salinité (Liu et al., 2000) et la

toxicité des métaux lourds (Meriga et al., 2004).

Le radical hydroxyle ("OH) est connu pour réagir avec toutes les bases puriques et
pyrimidiques et, également, avec le squelette désoxyribose (Halliwell et al., 1999). Le 'O
réagit seulement avec la guanine, tandis que ’H20> et O2" “ne réagissent pas avec toutes les

bases (Halliwell et al., 1991).

Les dommages que font subir les ROS a I'ADN comprennent diverses modifications
mutagenes. Par exemple, la mutation résultant d'une modification sélective de G : C des sites,
en particulier, indique une attaque oxydante. Ils attaquent également les bases d'ADN
indirectement par le biais des produits réactifs qu’ils génerent a d'autres macromolécules

telles que les lipides (Fink et al., 1997).

Dans des conditions physiologiques, ni H>O» seul ni Oy"~ peuvent provoquer la rupture
des brins in vitro. Par conséquent, il a été conclu que la toxicité associée a ces ROS in vivo est
trés probable au résultat de la réaction de Fenton. Les réticulations protéiques d'ADN ne
peuvent pas étre facilement réparées et peuvent étre mortelles si la réplication ou la

transcription précede la réparation.

L'ADN mitochondrial et des chloroplastes sont plus sensibles aux dommages oxydatifs
que I'ADN nucléaire en raison de 1'absence des protéines de protection (Richter, 1992). Méme
si le systtme de réparation existe pour 'ADN endommagé, des changements excessifs
provoqués par les ROS entrainent des dommages permanents a I'ADN avec des effets

potentiellement préjudiciables pour la cellule.

18



Synthese bibliographique

Tableau 3 : Principales especes réactives de 1’oxygene et radicaux libres impliqués dans les
réactions d’oxydation de I’ADN

Espéces - Radicaux Réactivité avec ’ADN
Peroxyde d’hydrogene (H202) Oxydation de I’adénine
Radical hydroxyle ("OH) Oxydation des bases et du 2-désoxyribose
Radical superoxyde (02"") Action indirecte (réduction des radicaux ROO")
Radicaux alkoxyles (RO") et Oxydation des bases et du 2-désoxyribose
peroxyles (ROO")

2.2.2 Techniques de remédiation

La contamination des sols par les métaux lourds représente une grave menace pour
I'écosysteme et la santé humaine. Plusieurs stratégies physiques, chimiques et biologiques ont
¢été développées pour I'élimination de ces substances toxiques, et qui peuvent étre utilisées

simultanément pour réduire la contamination a un niveau sQr et acceptable.

2.2.2.1 Approches physicochimiques

Les procédés chimiques consistent en solidification, précipitation et échanges ioniques.
Les méthodes physiques consistent en lavage, encapsulation et 1’électrokinésie du sol. La
rémédiation chimique repose sur l'utilisation de produits chimiques pour décontaminer
'environnement naturel. Cependant, cette approche semble présenter quelques inconvénients
car le méme produit chimique ne peut pas étre employé pour tous les ions métalliques
(Chaney et al., 1997), et l'existence de nombreuses classes d'espéces chimiques rend tres

compliqué 1'élimination des métaux toxiques dans I'environnement.

En résumé, les stratégies physicochimiques ont été développées pour I'élimination des
métaux lourds présents dans les sols et les eaux pollués. Cependant, la plupart d'entre elles

semblent étre cotiteuses et de faible efficacité.

2.2.2.2 Phytoremédiation

La phytoremédiation est l'utilisation de plantes pour détoxifier les polluants
environnementaux (Ali et al., 2013). Cette technique est considérée comme la moins invasive,

plus rentable et restaurative de la structure du sol. La phytoremédiation peut étre divisée en
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phytoextraction (dépollution du sol par les pousses et les feuilles), phytodégradation
(dégradation des polluants par les systémes plantes-microorganismes), rhizofiltration
(absorption des polluants par les racines des plantes), phytostabilisation (réduction de la
biodisponibilité¢ des polluants par la plante), phytovolatilization (volatilisation des polluants
par la plante) et phytoépuration (élimination des polluants atmosphériques par la plante)
(Gadd, 2010).

La phytoextraction est l'extraction des métaux a partir du sol, qui est utilisée pour
¢liminer les métaux lourds, les pesticides, les xénobiotiques, et d'autres polluants toxiques. La
capacit¢ de la plante a la phytoextraction de certains métaux est le résultat de sa capacité
d'absorption des métaux tels que Zn, Mn, Ni et Cu pour maintenir les fonctions naturelles

(Lasat, 2002).

La chélation assistée et la phytoextraction continue consistent en l'application de divers
chélateurs synthétiques qui peuvent augmenter l'accumulation de métal. Cette stratégie est
¢laborée lorsque les plantes n’accumulent pas naturellement les métaux toxiques a des
niveaux qui seraient significatifs dans un contexte de remédiation (Gadd, 2010). La
phytoextraction a attiré I'attention au cours des derniéres années, pour son faible cotlit de mise
en ceuvre et ses avantages environnementaux. Cependant, les sols contaminés par des métaux
lourds peuvent étre un défi difficile pour la phytoextraction. Bien que certaines plantes
hyperaccumulatrices semblent étre capables d'accumuler des concentrations élevées de

plusieurs métaux lourds simultanément (Baker et al., 2000).

La rhizofiltration est similaire a la phytoextraction, et les plantes sont essentiellement
utilisées pour ¢éliminer les polluants des eaux souterraines contaminées, mais dans ce cas les

polluants sont normalement accumulés au niveau racinaire.

La phytostabilisation est 1'utilisation des plantes pour immobiliser les contaminants du
sol et des eaux souterraines par l'absorption et l'accumulation par les racines, soit par
I’adsorption racinaire, soit par la précipitation dans la zone des racines, ce qui est utile pour le
traitement de Pb, As, Cd, Cr, Cu et Zn. L'avantage de cette technologie est qu'elle est tres

efficace lorsque I'immobilisation est rapide et nécessaire pour préserver les eaux souterraines

et de surface (Jadia, 2009).
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La phytovolatization implique la capacité des plantes a prendre des contaminants du sol,
en les transformant sous formes volatiles et les libérant dans l'atmosphere (Jadia, 2009 ; Ali et
al., 2013). Le métal peut étre rendu inoffensif par une réduction enzymatique ou par une
intégration de composés organiques moins toxiques. Les techniques de phytoremédiation,
bien qu'étant lentes si on les compare aux méthodes physicochimiques, présentent I’avantage

d'étre moins cotteuses et beaucoup plus favorables pour l'environnement.

2.2.2.3 Bioremédiation

La bioremédiation est l'application de systémes biologiques pour I'élimination de la
pollution organique et inorganique. Les bactéries et les mycetes sont les organismes les plus

importants pour la remédiation des métaux lourds.

Les microorganismes sont ubiquitaires, dominent les sols contaminés par des métaux
lourds et peuvent facilement convertir ces métaux lourds en formes non-toxiques. Dans les
procédés de bioremédiation, les microorganismes minéralisent les contaminants organiques en
produits finis tels que le dioxyde de carbone et I'eau, ou en intermédiaires métaboliques qui

seront utilisés en tant que substrats primaires pour la croissance cellulaire (Khouja, 2011).

Les microorganismes sont capables de la protection bidirectionelle a savoir la
production d'enzymes de dégradation des polluants cibles ainsi que la résistance aux métaux
lourds. Différents mécanismes de bioremédiation sont connus, y compris la biosorption, les
interactions métal-microorganisme, la bioaccumulation, la  biominéralisation, la

biotransformation et la biolixiviation.

Les différentes méthodes par lesquelles les microorganismes restaurent 1'environnement
sont 1’oxydation, la liaison, I'immobilisation, la volatilisation et la transformation des métaux

lourds (Ruchita et al., 2015).

Les mycetes sont un meilleur choix en tant que bioremédiateur en raison de leurs
caractéres morphologiques, physiologiques et génétiques ; ils sont ubiquitaires, capables de
coloniser toutes les matrices (sol, eau, air, plantes) dans les milieux naturels dans lesquels ils

jouent un réle clé dans le maintien de I'équilibre des écosystémes (Anastasi et al., 2013).

Les champignons sont connus pour tolérer et détoxifier les sites contaminés par les

métaux en utilisant plusieurs mécanismes comme la transformation de la valence, la
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précipitation intra et extracellulaire et de 1'absorption active (Gadd, 1993). La composition de
leurs parois leur a conféré la capacité a détoxifier les métaux, raison parmi lesquelles ils ont
été considérés comme des alternatives potentielles aux résines synthétiques pour la

bioremédiation des solutions métalliques et de déchets solides (Li et al., 2009).

De plus, les champignons symbiotiques peuvent étre des agents éventuels pour la
remédiation des sols. Les champignons mycorhiziens sont des microorganismes du sol,
ubiquitaires, qui s’associent avec les racines de presque toutes les plantes terrestres et aident
leurs hotes dans I'absorption des nutriments (Smith et Read, 1997). Ils le font en explorant de
vastes volumes de sol avec leur mycélium radical supplémentaire, et aussi par la solubilisation
des nutriments essentiels qui se trouvent normalement sous forme de composés organiques et
inorganiques insolubles (Gadd, 2010). Ils jouent un rdle clé¢ dans de nombreux écosysteémes
des sols. Ils mobilisent les nutriments provenant de sources organiques et semblent posséder
des capacités saprophytiques bien développées (a savoir, l'oxydation et les enzymes

hydrolytiques).

L’association mycorhizienne, est considérée comme une stratégie bénéfique dans le
domaine général de la phytoremédiation, car elle augmente la tolérance des plantes aux
métaux (Van der Lelie et al., 2001 ; Rosen et al., 2005 ; Gohre et Paszkowski, 2006). Les
mycorhizes peuvent a la fois augmenter et/ ou réduire I’accumulation des métaux par plante,
et améliorer la phytoextraction directement ou indirectement par l'augmentation de la

biomasse végétale (Tullio et al., 2003).

Christie et al. (2004) ont constaté que les champignons mycorhiziens a arbuscules
(AMF) ont diminu¢ la translocation du zinc des plantes hdtes par la liaison de métaux dans les
structures des mycorhizes et en immobilisant les métaux dans la mycorhizosphére. En outre,
les AMF produisent la glomaline, une glycoprotéine insoluble qui peut piéger les métaux et
qui pourrait étre considérée comme un agent de stabilisation utile dans la remédiation des sols
pollués (Gonzalez-Chavez et al.,, 2004). Le développement des associations plantes-
mycorhizes-tolérantes peuvent donc étre une stratégie prometteuse pour la phytoremédiation

et I'amélioration des sols.
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2.3 Mécanismes de tolérance aux métaux lourds chez les champignons

Plusieurs ions métalliques, tels que Zn, Cu et Mn, sont des éléments essentiels pour les
organismes vivants, mais a des concentrations élevées ils deviennent toxiques. D'autres
métaux qui ne sont pas essentiels, tels que Cd, Hg et Pb sont toxiques méme a de tres faibles
concentrations (Hall, 2002). Malgré la présence d'éléments toxiques, un certain nombre de
microorganismes peuvent se développer dans les sites contaminés, ce qui pourrait étre
expliqué par le développement d'une grande variété de mécanismes pour faire face au stress
métallique. La survie des organismes a un stress li¢é a la présence d’un élément toxique
dépend principalement de leurs propriétés biochimiques, structurales intrinséques, ainsi que

de leur adaptabilité physiologique et/ou génétique (Gadd, 1999).

De nombreuses études in situ ou in vitro (White et al., 1997 ; Martino, 2001 ; Ansari,
2007 ; Ahmed et al., 2011) ont montré que les différents acteurs du systéme sol-plante (plante,
champignons, et bactéries) sont présents sur des sites pollués par des métaux lourds et ils sont
capables de survivre et de se développer en présence de concentrations élevées en éléments

toxiques, en acquérant des systemes de tolérance et / ou de résistance.

2.3.1 Solubilisation du métal

Généralement deux mots sont employés pour décrire la direction du transport d’un ion
par une cellule : prise et flux (la prise décrit le fait que les ions toxiques envahissent la cellule

tandis que le flux décrira le fait que la cellule exclue ces ions.)

La solubilisation des composés métalliques est un aspect important mais inapprécié de
la physiologie fongique pour la libération des anions tels que le phosphate et les cations tels
que les métaux essentiels en métal sous des formes plus disponibles pour I’absorption

intracellulaire et le transport a travers les cycles biogéochimiques (Ahmed et al., 2011).

La solubilisation fongique des métaux se produit par plusieurs mécanismes

comprenant :

- La protonation de 1’anion du composé métallique en diminuant ainsi sa disponibilité
en cations par la translocation des protons avec I’ATPase de la membrane plasmique (la
production des acides organiques et /ou chélatant étant la source des protons) (Ahmed et al.,

2011).
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- La production de sidérophores (Khalid et al., 2012 ; Islam et Data, 2015). Les
sidérophores sont des composés organiques de faible poids moléculaire, capables de
complexer les éléments en solution. Ils sont produits par des bactéries ou champignons et leur
permettent d’incorporer le fer dans les cellules par transport actif (Deneux-Mustin et al.,
2003). Les anions d’acide organique sont fréquemment capables de former des complexes
solubles avec les cations du métal, en augmentant ainsi la mobilité¢ de ce dernier (White et al.,
1997). Une telle complexation dépend des concentrations relatives des anions et des métaux

en solution, du pH, et des constantes de stabilité des divers complexes (Ahmed et al., 2011).

2.3.2 Immobilisation du métal

Des ¢léments toxiques métalliques comprenant des radionucléides peuvent étre liés,

accumulés, et précipités par des mycetes jouant le réle de récepteurs de métal par :

2.3.2.1 Biosorption du métal

Elle se fait par les parois cellulaires des mycetes, les pigments et les polysaccharides
extracellulaires (Menad, 2007). Elle comporte une combinaison de mécanismes actifs et
passifs de transport, commencant par la diffusion des ions métalliques sur les parois intra ou
extra cellulaires de la biomasse fongique (fixation des cations due a la coordination a des

groupements anioniques de la paroi) (Gadd, 1993 ; Sterflinger, 2000).

Les effets des microorganismes (bactéries, champignons) sur la biodisponibilit¢ du
cadmium sont essentiellement indirects dus aux phénomenes d’accumulation passive
(biosorption) ou active (bioaccumulation), de complexation aux molécules organiques et de
dissolution acide par voie microbienne (Deneux-Mustin et al., 2003). Seule la production de

composés acides et/ou chélatants est susceptible d’augmenter la mobilité du cadmium.

La capacité de biosorption des cellules mortes peut étre inférieure ou équivalente, voire
méme supérieure que des cellules vivantes. Plusieurs chercheurs ont signalé le phénomene de
la biosorption des métaux par des cellules microbiennes mortes (Naeem et al., 2006 ; Chen et

Wang, 2007 ; Akhtar et al., 2007 ; Bishnoi et al., 2007 ; Tsekova et al., 2007).

Wang et Chen (2006) ont trouvé que les cellules de la biomasse morte de S. cerevisiae

différent en biosorption de celle de : 'uranium (U), Zn et Cu a des pH optimums de 4 a 5.
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Les cellules mortes de S. cerevisiae ¢éliminent 40% plus de U et Zn comparativement aux

cellules viables.

Yan et Viraraghavan (2003) rapportent que la biosorption par la biomasse morte de
Mucor rouxii était réduite en présence de divers ions métalliques mais la capacité totale de
biosorption augmente, indiquant que la biomasse de M. rouxii capable d’adsorber des ions

polymétalliques.

Pokhrel et Viraraghavan (2006) ont rapporté une élimination potentielle de I’arsenic des
solutions aqueuses par la biomasse fongique morte d’Aspergillus niger recouverte avec des
ions de Fe, 4. niger a montré une élimination maximale environ 95% As* et 75% As™ a pH
6. Aucune interaction n’a été observée entre la charge de la surface de la biomasse et

I’élimination de I’ As.

L'utilisation de la biomasse morte dans les applications industrielles offre certains
avantages par rapport a ceux des cellules viables. En effet les systémes utilisant des cellules
viables sont susceptibles d'étre plus sensibles aux concentrations des ions métalliques
(toxicité) et aux conditions d'exploitations défavorables (pH et température). En outre, un
apport de nutriments constant est nécessaire pour les systémes utilisant les cellules vivantes
(avec l'augmentation des colts d'exploitation pour la gestion des flux de déchets). De plus la
récupération des métaux et la régénération de l'adsorbant sont plus compliquées par les

cellules vivantes (Ahmed et al., 2011).

2.3.2.2 Bioaccumulation et séquestration intracellulaire

L’accumulation intracellulaire dépend du métabolisme cellulaire. Ceci implique que ce

mode de biosorption peut avoir lieu seulement dans les cellules viables (Kamel et al., 2010).

Selon Vijver et al. (2004) les ions métalliques sont compartimentés dans différentes
organelles sous cellulaires (mitochondries et vacuoles). Le mécanisme se rapporte
principalement a la présence des protéines liées aux métaux, de faible poids moléculaire. Les

métallothioneines sont riches en cystéine présents dans la majorité des étre vivants.

Les métallothioneines et les phytochélatines peuvent étre induites par beaucoup de
substances, y compris les ions métalliques tels que le Cd, Cu, Hg, Co, et Zn (Vijver et al.,

2004), localisés et /ou séquestrés dans les vacuoles. Les vacuoles fongiques jouent un rdle
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important dans la régulation des ions métalliques dans le cytosol, et la détoxification des
métaux potentiellement toxiques (Gharieb et Gadd, 1998 ; Liu et Culotta, 1999 ; Malik,
2004). Les métaux préférentiellement séquestrés par la vacuole incluent les : Mn*?, Fe*?, Zn*?,

Co*?, Ca'?, Sr*?, Ni'2, les monovalents K*, Li*, et les Cs* (Ahmed et al., 2011).

L’accumulation des métaux par les cellules viables dépendent du temps d’incubation, du
pH de la solution, des conditions de culture, de la concentration initiale métallique et de la

concentration cellulaire dans le milieu (Ahmed et al., 2011).

2.3.2.3 Précipitation de composés métalliques sur et /ou autour des hyphes

Certains mycetes peuvent précipiter des métaux sous formes amorphes et cristallines,
telles que les oxalates et d’autres minéraux mycogéniques secondaires (accumulation

extracellulaire) (Gadd, 1999 ; Burford et al., 2003 ; 2006).

Certains microorganismes eucaryotes tels que les mycetes et les algues produisent et
excretent des substances polymeéres extracellulaires (EPS) telles que la glycoprotéine de
polysaccharides, les lipopolysaccharides, et les lipides solubles. De nombreuses recherches
sur la biosorption du métal avec les EPS ont été principalement effectuées sur des bactéries
telles que: Bacillus megaterium, Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa, sur les
cyanobactéries, et les bactéries sulfito-réductrices, tandis que les études des EPS pour les

mycetes et les algues sont limitées. (Liu et al., 2001).

Flemming et al. (2001) ont rapporté que le taux initial de prise de Pb*? par les cellules
vivantes de Saccharomyces cerevisiae est inférieur a celui des cellules mortes, alors que dans
le cas d’Aspergillus pullulans, la capacité et le taux initial d’accumulation de Pb*? des cellules

viables sont plus grands que ceux des cellules mortes.

Les mycetes peuvent étre des accumulateurs efficaces des formes solubles et des
particules de métaux, par exemple : Ni, Zn, AG, Cu, Cd et Pb, et particulicrement des

concentrations externes diluées (Gadd, 1993 ; 2000a, b ; 2001b, c ; Baldrian, 2003).

2.3.2.4 Biotransformation du métal

La transformation du métal adopte les mécanismes par lesquels ’effet des mycetes
change la spéciation et la mobilité du métal. Certaines transformations métalliques par voies

enzymatiques peuvent &tre impliquées dans la survie, étant donné que certains
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métaux transformés sont moins toxiques et /ou plus volatils que les espéces d'origine (Ahmed
et al., 2011). Cette biotransformation causée par des champignons inclue les réductions du
Ag" a Ag® métallique, qui seront fixées sur et autour des cellules (Kierans et al., 1991) et la
réduction du Cu*? a Cu” par les composants des parois cellulaires associées a Debaryomyces

hansenii (Breuer et Harms, 2006).

2.3.2.4.1 Oxydoréduction

Les microorganismes peuvent agir directement sur les éléments par des processus
d’oxydoréduction. L’¢lément devient alors le donneur ou I’accepteur d’¢lectron (Deuneux-
Mustin et al., 2003). Par exemple, dans certaines conditions environnementales, le Cr peut
subir une interconvertion du Cr (III) en Cr (VI) par des réactions d'oxydation et / ou de

réduction de nature biotique et abiotique.

2.3.2.4.2 Biométhylation

La biométhylation est un phénomeéne naturel que peuvent produire les microorganismes
(bactéries et champignons) en fixant un groupement méthyle sur un ou deux atomes de
carbone par I’intermédiaire d’agents méthylants, principalement le S-adénosyl-méthionine
(Fatoki, 1997). L’arsenic, 1’étain, le plomb, I’antimoine, le sélénium et I’iode peuvent étre

biométhylés.

Les facteurs qui influencent la biométhylation des éléments sont ceux qui influencent
e e ) , , , Phumidite. 1
I’activité microbienne, comme la réserve en substrats carbonés, la température, ’humidité, le

pH et la teneur en oxygene du milieu (Deuneux-Mustin et al., 2003).

La biométhylation par les champignons est le seul mécanisme, fréquemment rapporté
par lequel les champignons agissent sur la disponibilit¢ de ’antimoine dans les sols. Les
exemples de la présence de composés organo-antimoniés dans des échantillons biologiques
sont rares mais ils mettent en évidence, de fagon indirecte, le processus de biométhylation de

I’antimoine en triméthylantimoine (Deuneux-Mustin et al., 2003).

Le filamenteux Scopulariopsis brevicaulis est suggéré comme pouvant étre agent de
biométhylation d’antimoine (Andrewes et al., 2000), ainsi que Penicillium notatum (Bentley
et al., 2002). Il n’y a toutefois aucune information quant aux quantités d’antimoine

susceptibles d’étre volatilisées dans un sol (Deuneux-Mustin et al., 2003).
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2.3.3 Mécanismes antioxydants

Les especes réactives de 'oxygene (ROS) sont des molécules chimiquement réactives
contenant de I'oxygéne. Elles sont formées en tant que sous-produit naturel du métabolisme
normal de l'oxygéne. Cependant, les niveaux de ROS peuvent augmenter en présence de
métaux redox-actifs (Fe, Mg) ou méme de métaux redox-inactifs (Cd, Pb) (Schutzendiibel et
Poole, 2002). Chez les champignons, les ROS sont impliqués dans la différenciation
cellulaire, la symbiose mycorhizienne, la virulence et la pathogénicité (Aguirre et al., 2005 ;
Baptista et al., 2007 ; Egan et al., 2007 ; Molina et Kahmann, 2007). De nombreuses maladies
sont associées a des dommages oxydatifs suite & un déséquilibre entre le générateur des
radicaux libres et leurs systémes de piégeage. Malgré la présence de différents sites de
production a travers la cellule, les ROS sont principalement générés dans les mitochondries
lors d’une réduction de la chaine de transport d'électrons et a travers diverses oxydases
(Turrens, 2003 ; Aguirre et al., 2005 ; Takemoto et al., 2007). Pour se protéger contre les
dommages oxydatifs, les mécanismes de défense antioxydante sont présents pour maintenir

les ROS a un bas niveau et réparer les dommages cellulaires (Fridovich, 1998).

Ces mécanismes comprennent les systemes antioxydants non enzymatiques tels que le
glutathion (GSH), les vitamines C (ascorbate), E (a-tocophérol) et B6 (Evans et Halliwell,
2001), ainsi que les systémes antioxydants enzymatiques tels que les superoxydes dismutases,

les catalases, les peroxydases et les glutarédoxines (Neil et al., 2002).

2.3.3.1 Antioxydants non-enzymatiques

2.3.3.1.1 Glutathion (GSH)

Le Glutathion (y-L-glutamyl-L-cystéinyl-glycine : GSH) est 1'un des thiols les plus
abondants, de faible poids moléculaire. I1 est présent dans la plupart des cellules eucaryotes et
aussi dans de nombreux procaryotes (Penninckx et Elskens, 1993). Il pourrait jouer un rdle
essentiel pour la protection de la cellule contre les ROS (Stephen et Jamieson, 1996). Chez les
champignons, le GSH est impliqué dans le transport des acides aminés dans les cellules et les
vacuoles, la protection contre le stress oxydatif, la détoxification des xénobiotiques et des
métaux lourds. Il participe également a la régulation de la morphologie des cellules et du
cycle de vie (Thomas et al., 1991). Les fonctions du glutathion en tant que donneur d'électrons
pour la glutathion peroxydase (GPx), sont de réduire le peroxyde d'hydrogéne (H20z) a I’eau
(H20) et de contribuer a la dégradation des ROS (Meister et Anderson, 1983).

28



Synthese bibliographique

Dans le mécanisme de tolérance aux métaux, le GSH peut fonctionner par différents
moyens tels que la chélation et la séquestration du métal, la protection contre 1'oxydation
métallique induite, et la liaison a des groupes réactifs de sulthydryle de protéines

(glutathionylation).

La synthése du GSH se fait en deux étapes successives catalysées par des enzymes
distinctes. Le GSH peut réduire un certain nombre d'oxydants par I'enzyme GPx, ou par voie
non enzymatique, donnant naissance a sa forme oxydée, glutathiol ou glutathion oxydé
(GSSQ), en reliant les deux résidus cystéine. Le GSSG est réutilisé et réduit en GSH par une

réaction dépendante de la NADPH catalysée par la glutathion réductase (GR) (Li et al., 2009).

Chez le champignon filamenteux Penicillium chrysogenum, les activités du glutathion
(GPx, et GR) augmentent en réponse au stress oxydatif (Emri et al., 1997 ; 1999). De méme,
chez Aspergillus niger, 1'ajout d'H,O, conduit a une augmentation du contenu intracellulaire

du GSH (Li et al., 2008).

2.3.3.1.2 Vitamines

Les vitamines, C (ascorbate), E et B6, sont également considérées comme des
antioxydants efficaces dans les cellules. L'acide L-ascorbique, qui est un piégeur de radicaux
libres efficace avec des fonctions métaboliques importantes, est produit par les plantes et
certains mammifeéres (Khouja, 2011). Cependant, il semble que les champignons ne
synthétisent pas normalement 1’ascorbate mais des especes fongiques étudiées contiennent le

D-Erythroascorbate (D-EAA), une analogue de I'ascorbate C5.

La présence de D-EAA a la place de L-ascorbate a été observée chez les ascomycetes,
les basidiomycétes et les zygomycetes (Baroja-Mazo et al.,, 2005). Chez le zygomycete
Phycomyces blakesleeanus, les deux composés D-Erythroascorbate (DEAA) et D-glucoside
erythroascorbate (D-EAAG) peuvent agir comme des antioxydants (Baroja-Mazo et al.,
2005). La vitamine E est considérée comme 1'un des principaux composants pour la protection
contre la peroxydation lipidique et des ROS (Akiyama, 1999). La vitamine E agit comme un

piégeur de radicaux libres tels le peroxyle lipidique, 1’alcoxy et des radicaux hydroxyles.
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2.3.3.1.3 Proline

La proline est un acide aminé protéinogénique qui favorise une série de fonctions
cellulaires. Elle peut fonctionner comme osmolyte piégeur de radicaux, régulateur du
potentiel redox cellulaire, chélateur de métaux, inhibiteur de la LPO, stabilisateur des
macromolécules et composant de la paroi cellulaire (Matysik et al., 2002). Sa concentration
intracellulaire dépend de sa régulation entre sa biosynthése et sa dégradation (Gill et Tuteja,

2010).

Outre son rdole dans le métabolisme primaire en tant que constituant des protéines, la
proline est 'une des molécules souvent accumulées en réponse au phénomeéne couramment
observé lors d’un stress environnemental chez les bactéries, les champignons, les
protozoaires, les algues, les plantes et les invertébrés marins (Csonka, 1981 ; Matysik et al.,

2002 ; Verbruggen et al., 2008 ; Szabados et al., 2010).

Dans les populations métallotolérantes, la proline s'avere étre constitutivement en fortes
teneurs. Ce qui conduit a en conclure sa grande tolérance aux métaux (Siripornadulsil et al.,
2002 ; Sharma et al., 2006). Elle est aussi considérée comme un antioxydant non enzymatique
dont les organismes ont besoin pour agir contre les ROS (OH" et 'O,) formés lors d’un stress

salin, métallique, ou au rayonnement UV (Yang et al., 2009 ; Benhamdi, 2014).

Les études de Chakraborty et al. (2014) ont montré une augmentation graduelle et
significative de la production de proline intracellulaire par Aspergillus foetidus lors d’un
traitement avec le Cd, ce qui indique son role pour stabiliser et piéger les ROS générés par

une forte concentration en Cd.

Mukherjee et al. (2010) ont étudié la tolérance d’Aspergillus niger au stress généré par
la toxicité de I’arsenic : la teneur en proline intracellulaire a augmenté d’une fagon linéaire
jusqu'a 75 mg/L de traitement par l'arsénite. Au-dela de cette concentration la proline
diminuait. La proline est connue pour détoxifier les ROS généré par un stress (Smirnoff,

1993), mais il s'avére que le mécanisme devient désorganisé au-dela d’un certain seuil.

2.3.3.2 Antioxydants enzymatiques

Pour se protéger des effets déléteres des ROS, les organismes vivants ont développé

certains moyens de défense contre les atteintes des radicaux libres. Des activités enzymatiques
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clés occupent une place centrale dans les mécanismes de détoxification des ROS : il s’agit des
superoxydes dismutases (SOD), des catalases (CAT), des peroxydases (POD), des enzymes
du cycle de I’ascorbate (APX, DHAR, et MR) et des enzymes du cycle d’oxydoreduction du
glutathion (principalement GR et GPX). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la
cascade radicalaire au niveau de I’anion superoxyde O>" et du peroxyde d’hydrogene,

conduisant finalement a la formation d’eau et d’oxygene moléculaire.

2.3.3.2.1 Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases (EC 1.15.1.1) sont des métallo-enzymes se retrouvant dans
I’ensemble du monde vivant, mis a part dans quelques microorganismes (Alscher et al., 2002).
La Superoxyde dismutase (SOD) joue un role majeur dans la défense antioxydante en
catalysant la dismutation de radicaux O™ a HO» et O,. Le peroxyde d’hydrogene (H20») est

ensuite ¢liminé par les catalases, glutathion peroxydase (GPx) et /ou peroxyrédoxines (Prx).

Sur la base du métal au niveau du site actif, les SODs sont classés en SOD de fer (Fe-
SOD), SOD de manganese (Mn-SOD), SOD de cuivre-zinc (Cu / Zn-SOD), et SOD de nickel
(Ni-SOD) (Miller, 2004). Saccharomyces cerevisiae possede deux SOD : la Cu / Zn-SOD
(produit du geéne sodl) et la Mn-SOD (produit du gene sod?2) (Garay-Arroyo et al., 2003). La
Cu / Zn-SOD a été initialement localisée dans le cytosol, mais elle a également été trouvée
dans 1'espace intermembranaire des mitochondries (Sturtz et al., 2001 ; Nedeva et al., 2004),

tandis que, la Mn-SOD se trouve dans la matrice mitochondriale.

Généralement, la Cu / Zn-SOD a un réle majeur dans la premicre ligne de défense
contre les ROS, tandis que la Mn-SOD est seulement impliquée dans les mécanismes de
protection dans les mitochondries (Li et al., 2009). Les deux SOD mentionnées précédemment
ont également été étudiée chez d'autres champignons. Penicillium chrysogenum en présence
de ménadione dans le milieu, induit une augmentation a la fois de la Cu / Zn-SOD et des

activités de Mn-SOD (Pocsi et al., 2005).

De méme Aspergillus niger, en réponse au stress oxydatif provoqué par 1'addition de
H>0, exogéne, de ménadione (Kreiner et al., 2002) et de cadmium (Todorova et al., 2008), est
corrélée avec 1’augmentation de l'activité de la SOD. Guelfi et al. (2003) ont rapporté une
augmentation de l'activité de la SOD chez A4. nidulans, en réponse au stress généré par le Cd.
Pour chercher des génes qui pourraient étre impliqués dans la tolérance aux métaux chez le
champignon mycorhizien P. involutus, Jacob et al. (2001) ont isolé un ADNc complémentaire
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codant pour une enzyme SOD, qui a été cloné chez E. coli qui ne présente aucune tolérance
pour la paraquat et / ou le cadmium ; ils ont observé que le clone Pisod codant pour la
superoxyde dismutase est fonctionnelle contre le stress oxydatif généré par le paraquat et le

cadmium.

2.3.3.2.2 Catalase (CAT)

La CAT (EC 1.11.1.6) est une enzyme tétramere, principalement peroxysomale, qui
catalyse le peroxyde d’hydrogene (H202) en H2O et Oz, en réduisant ainsi les niveaux de

peroxyde d'hydrogéne intracellulaires (Chelikani et al., 2004).

La levure S. cerevisiae posséde deux catalases (Skoneczny et Rytka, 2000), une catalase
peroxysomale (catalase A : CTAI) et une catalase cytosolique (catalase T : CTTI). Le double
mutant CTAI / CTTI est hypersensible au peroxyde, ce qui suggere que les deux catalases

jouent un rdle important dans la tolérance au stress oxydatif (Martins et English, 2014).

Chez les champignons filamenteux, plus d'un geéne de la catalase existe et qui sont
régulés différemment. Chez 4. nidulans, deux catalases ont été identifiées, la CATA et CATB
(Kawasaki et Aguirre, 2001). Les deux génes peuvent étre induits par une variété de stress : la
CATA est augmentée en présence du stress oxydant, du stress osmotique, et des carences
d'azote / carbone, tandis que la CATB est induite principalement par le H2O», le paraquat et le

stress thermique.

En outre, une forte concentration de CdCl» induit une 1égére augmentation de l'activité
de CAT totale chez A4. nidulans (Guelfi et al., 2003). Les homologues de CATA et CATB ont
¢été identifiés dans d'autres especes d'Aspergillus, tels que A. oryzae (Hisada et al., 2005) et 4.
fumigatus (Takasuka et al., 1999). Chez Neurospora crassa, deux catalases ont été identifiées
CATI et CAT3 (Schliebs et al., 2006). Les catalases peuvent étre induites par H>O», le
paraquat et le cadmium. Dans le champignon pathogéne Cryptococcus neoformans, quatre

catalases ont été identifiées (CAT1, CAT2, CAT3 et CAT4).

Il a ét¢ démontré que ces catalases sont impliquées dans le systeme de défense
antioxydant. Giles et al. (2006) ont émis I'hypothése que les catalases peuvent contribuer a la
résistance contre le stress oxydatif suivant l'un des deux modeles : (i) les activités des

catalases individuels pourraient contribuer a la résistance contre le stress oxydatif
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indépendamment ; ou bien ; (ii) ’ensemble des genes de la famille de la catalase pourraient

fonctionner en collaboration.

2.3.3.2.3 Peroxydases (POX)

Les POX (EC 1.11.1.x) forment une large famille multigénique d’enzymes hémiques
catalysant la réduction d’un substrat oxyd¢ en utilisant de nombreux co-substrats comme
donneurs d’électrons. Pour la majorité de ces enzymes, le substrat optimal est le peroxyde
d’hydrogene, mais elles peuvent facilement réduire des hydroperoxydes organiques ou des

peroxydes lipidiques (Delannoy et al., 2006).

ROOR' + co-substratres + 2 H* — ROH + R'OH " + co-substrat,y

Dans certaines conditions, une partie des POX (classe I et III) peut avoir une activité similaire
a la catalase (catalase-like), c’est-a-dire qu’elles possédent la capacité de réduire I’H>O> en

absence de co-substrat (Mika et al., 2004).

La peroxydase (POD) (EC 1.11.1.7) appartient a une grande famille d'enzymes
ubiquitaires, chez les champignons, les plantes et les vertébrés. Ces protéines contiennent
habituellement de la ferriprotoporphyrine IX en tant que groupement prosthétique, et oxydent
plusieurs substrats en présence de peroxyde d'hydrogéne (Penel et al., 1991 ; Vianello et al.,

1997).

Selon leur classification, la famille des peroxydases inclut les enzymes procaryotiques
(catalase-peroxydase, cytochrome ¢ peroxydase, ascorbate peroxydase APX), les enzymes
fongiques (la lignine et le manganése peroxydase) ainsi que les enzymes végétales. Les
peroxydases différent sensiblement 1'une de l'autre dans leurs structures primaires, bien que
les motifs de structure cristalline et des centres catalytiques soient trés similaires (Finzel et al.,

1984 ; Sculler et al., 1996).

Les peroxydases fongiques sont classées en deux groupes : les glutathion peroxydases
(GPx), qui utilisent le GSH et les peroxyrédoxines (PRXS), qui utilisent la thiorédoxine

(TRX) comme réductant.
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2.3.3.2.4 Glutathion peroxydases (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) est un type de peroxydase, dont le donneur d'électrons
est le GSH. Contrairement aux catalases, la GPx pourrait aussi réduire les peroxydes
organiques, en plus de H>O». Chez S. cerevisiae, trois GPx ont été identifiés et nommés GPx1,
GPx2 et GPx3 (Inoue et al., 1999). Dans ce méme travail, ils ont constaté que I'expression du

geéne a été induite par le méme stress oxydatif que dans GPx2.

Chez les champignons, plusieurs auteurs ont rapporté des activités GPx-like. Comme
chez P. chrysogenum, I’activité de la GPx est induite par le superoxyde et I’'H20, (Pdcsi et
al., 2005), tandis que chez 4. niger la GPx semble jouer un réle mineur dans la décomposition

de H>O» (Bai et al., 2003).

2.3.3.2.5 Peroxyredoxines (PRXs)

Les peroxyrédoxines (PRXs) forment une famille de peroxydases thiol-spécifiques, et
ils sont présents dans tous les régnes du vivant. Les activités de la peroxydase et de la
peroxynitrite réductase PRXs dépendent de la transition de thiol-disulfite des cysteines
soutenus par des donneurs d'électrons tels que la thiorédoxine (TRX) et le cyclophiline.
Les PRXs sont divisées en trois classes : 2-Cys PRXs typique ; 2-Cys PRXs atypiques ; et 1-
Cys PRXs (Wood et al., 2003).

2.3.3.2.6 Ascorbate peroxydase

L’ascorbate peroxydase (APX) (EC 1.11.1.11), est une hémoperoxydase de classe I a
structure dimérique, une métallo-enzyme contenant un groupe ferriprotoporphyrine IX,
caractéris¢ par une grande affinité pour son substrat, I’ascorbate. Elle est retrouvée dans
différents organites de la cellule (Matamoros et al., 2003). L’APX utilise I'ascorbate comme

co-substrat pour réduire le peroxyde d'hydrogene selon la réaction suivante :

AsA + H,Op —------mm--- APX-—mmmmmeeee- MDHA+ 2H,0

Le monodéhydroascorbate (MDHA) formé par cette réaction est spontanément
transformé en déhydroascorbate (DAsA), ou bien il est réduit en ascorbate sous I'action de la
MDASsA réductase en présence de NAD(P)H. Le DAsA est réduit en AsA par la DAsA

reductase en présence de glutathion (GSH). Le glutathion est ensuite régénéré par la GSH
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réductase en présence de NAD(P)H. Cette cascade de réactions forme le cycle ascorbate-

glutathion (Asada, 1992 ; Shigeoka et al., 2002).
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1. Objectif

La présente étude est structurée en trois chapitres :

Le premier chapitre, I’analyse microbiologique, a pour objectif d’investiguer et
d’identifier la mycoflore endophytique des systémes racinaires d’Hedysarum pallidum Desf et
de Lygeum spartum L, et de sélectionner et d’identifier, via, I’approche moléculaire le ou les

mycoendophytes résistants a des teneurs ¢élevées en antimoine et en arsenic.

Le deuxiéme chapitre, I’analyse toxicologique, consiste a quantifier les teneurs des
métalloides dans la biomasse des mycoendophytes résistants, afin de déterminer les
mécanismes cellulaires de résistance de ces souches vis-a-vis de la toxicité du milieu. Cette
analyse a été effectuée au Laboratoire de Biochimie & Physiologie Moléculaire des Plantes

(INRA Montpellier).

Le dernier chapitre, I’analyse biochimique, est consacré a 1’évaluation du potentiel
antioxydant en réponse au stress généré par la toxicité graduelle de Sb et As, par la mesure

des biomarqueurs enzymatiques et non enzymatiques des mycoendophytes résistants.

Toutes les analyses microbiologiques et biochimiques ont été effectuées au Laboratoire
de Biologie et Environnement (LBE) au Bio-Pole Chaabet Erssas de I'université des freres

Mentouri — Constantine 1.

2. Zone d’étude

Le présent travail porte essentiellement sur la région d’Ain Babouche et plus
précisément sur Djebel Hamimat ou se trouve une ancienne mine d’antimoine abandonnée a
ciel ouvert. Cette région est semi-aride, dans le Nord Est Algérien, située a 90 km de
Constantine, plus précisément dans la wilaya d’Oum EI Bouaghi (Figure 2), et possédant les
données géographiques suivantes : de 35° 58 ' 37,64 " Nord 7° 11 ' 22, 80 " Est a 36° 01 ' 09,
78 " Nord 7° 14 " 38, 38 " Est.
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Figure 2 : Localisation géographique de la zone d’étude Ain Babouche
(Kassa-Laouar et al., 2020)
Les principaux parameétres physico-chimiques du sol présentent les valeurs suivantes :
0,9 £ 0,04 (%) de matiére organique (MO), un pH de 8,01 + 0,09 ; 38,7 + 1,82 (%) de CaCOs;;
23,0 +£4,9 (%) d’argile ; 16,3 = 1,02 (%) de limon ; 53,7+3,22 (%) de sable ; Sb 62000 + 4924
mg kg'; As 2300 = 186 mg kg™ (Benhamdi et al., 2014). Le sol étudié a en grande partie une
texture sableuse, un pH modérément alcalin, des teneurs faibles a moyennes en matiere

organique, et des teneurs ¢levées en CaCOs.

Du fait de la toxicité du milieu, trés peu de plantes parviennent a s’établir sur les déblais
de mines. Or, les travaux de Rached-Mosbah et al. (1997) ; Benhamdi et al. (2014) ; Bentellis

et al. (2014) ont mis en évidence I’existence d’espéces végétales (dont Hedysarum pallidum

37



Matériel et méthodes

Desf et Lygeum spartum L) capables de se développer sur de tels substrats toxiques et de

prélever des quantités élevées de métalloides.

Selon Rached-Mosbah et al. (1992) et Benhamdi et al. (2014), ces deux espéces
végétales sont considérées comme étant des especes indifférentes c'est-a-dire présentes aussi
bien sur les sols a faibles concentrations que sur les sols a fortes concentrations en
métalloides. Les mémes auteurs ont montré que Hedysarum pallidum Desf. et Lygeum
spartum L. ont la capacité de tolérer de fortes concentrations en métalloides dans le sol, soit
par leur accumulation dans les tissus comme c’est le cas pour H. pallidum, soit par la

tendance a les exclure de leurs tissus comme c’est le cas pour L. spartum (Tableau 4).

Tableau 4 : Teneurs en Sb et As dans le sol et les especes végétales étudiées

Les valeurs sont représentées en fonction de la MOY + SEM de six répétitions. Pour chaque variable,
les différentes lettres (a, b) indiquent les différences statistiques entre les zones correspondantes (en
utilisant ANOVA suivie par le test de Tuckey, p <0,05) (Benhamdi et al., 2014).

Sb (mg/kg) As (mg/kg)
Sol 62000+4924a 2300+186a
[41590-81446] [1556-3080]
Plantes Racines Parties Facteur  de | Racines Parties Facteur de
aériennes Translocation aériennes Translocation
H. pallidum 90,02 +11,48 72,20+16,80 |1,21+0,31a 27,00 + 7,37 10,75+£2,67b | 0,86 +0,24a
[20,86-182,94] | [4,05-263,04] |[0,053-4,94] [1,95-116,74] [1,02-46,28] [0,195-4,42]
L. spartum 61,04 +8,10 18,58 £3,53b 10,34 £ 0,055 71,66 £29,36 | 5,58 +2,39b 0,15+0,04
[11,06-126,18] | [1,79-54,49] |[0,077-0,94] [4-611,01] [0,11-49,78] [0,002-0,84]

3. Echantillonnage des plantes étudiées

Tous les prélévements sont effectués en mois de Février (21/02/2013) de maniére

aseptique selon les étapes suivantes :

A I’aide d’une tariére stérile (flambée avec de I’éthanol sur place), on creuse a différents

endroits d’une zone étudiée considérée hautement polluée avec des teneurs allant jusqu’a

62000 mg kg! en Sb, et 2300 mg kg! en As, des trous d’une profondeur de 10 cm environ.

A T’aide d’une spatule stérile, les échantillons (8 spécimens de chaque plante) sont

prélevés au niveau des racines profondes des plantes, puis transvasés dans des bocaux

stérilisés et étiquetés. Les 16 échantillons ont été conservés dans un congélateur a une

température égale a - 20° C jusqu’a leur utilisation.
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4. Description du matériel biologique

4.1 Hedysarum pallidum Desf.

Selon Quezel et Santa (1962), Hedysarum pallidum Desf est une plante vivace diploide,
cespiteuse, a longues tiges plus ou moins prostrées, appartenant au genre Hedysarum (Sulla
ou Sainfoin d’Espagne) et a la famille des Fabacées (lIégumineuses), qui compte environ
10000 a 30000 especes (Ozenda, 1958), et a la sous-famille des Papilionacées, tribu des
Hedysarées (Mosbah-Bentellis, 2014). Elle présente des inflorescences en grappes plus ou
moins allongées, atteignant 10 a 15 cm a la fructification, de grandes fleurs rosées ou blanches
lavées de pourpre, parfois blanches, et des calices entierement hispides (Mosbah-Bentellis,
2014). On la rencontre dans 1’Oranie, le Constantinois et les Aures (Quezel et al., 1962 ;
Goudjil-Benhizia, 2014). Selon ces mémes auteurs, on la trouve également dans les foréts et

les broussailles.

Le genre Hedysarum se subdivise en deux groupes d’espéces se distinguant par la
morphologie, le cycle biologique, le caryotype et les origines géographiques. Le premier
groupe comprend les espéces alpines, arctiques, et asiatiques et le second, les especes
méditerranéennes (Baatout et al., 1991 ; Mosbah-Bentellis, 2014 ; Goudjil-Benhizia, 2014).
De plus, selon Benhamdi et al. (2014) cette plante accumule jusqu'a 90 mg kg!' de Sb et 27

mg kg™! d’As dans ses parties racinaires.

Classification selon Cronquist (1981) :

(http://www.gbif.org/species/2961060/classification)

Régne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Genre : Hedysarum

Espece : Hedysarum pallidum

d’ H. pallidum Desf.
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4.2 Lygeum spartum L.

Le Lygeum spartum L. est une plante vivace, caractérisée par un ensemble de talles
semblables qui lui donnent un aspect touffu, souvent confondue avec 1'Alfa a 1'état végétatif
(Quezel et Santa, 1962). C’est l'une des espéces caractéristiques de la steppe Algérienne,
appelée communément « Sparte » en francais. En arabe, elle est nommée «Sennagh» ou

«Sengha» ou encore « Sennak » (Killian, 1948 ; Ozenda, 1958 ; Mosbah-Bentellis, 2014).

Cette plante endémique du Nord de 1’ Afrique (Algérie, Maroc et Tunisie) est considérée
comme une plante circumméditerranéenne. Elle croit spontanément dans le sud de 1’Espagne,
en Andalousie (Mosbah-Bentellis, 2014), et se trouve également dans le sud de 1’Italie. En
Algérie, les peuplements du sparte sont localisés dans le Sud constantinois, le Sud algérois
(Sauf la Kabylie), le Sud oranais et les hauts plateaux jusqu’au Sahara, ou il pénétre a peine
(Ozenda, 1958 ; Quezel et Santa, 1962), avec une meilleure répartition dans le Sud-Ouest
oranais (Mosbah-Bentellis, 2014). Dans les conditions naturelles, cette plante se régénere
essentiellement par voie végétative, grace a son rhizome, comme la plupart des Poacées
vivaces (Djabeur et al., 2008). Dans les travaux de Benhamdi et al. (2014), cette plante

accumule jusqu’a 72 mg kg d’As et 61 mg kg™! d’As dans ces racines.

Classification selon Cronquist (1981) :

(http://eol.org/pages/1115570/overview)

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida

Ordre : Poales

Famille : Poaceae

Genre : Lygeum

Espéce : Lygeum spartum

Figure 4 : Photographie des touffes
de L. spartum L.
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S. Analyses microbiologiques

5.1 Isolement et purification des mycoendophytes

Les racines des différents échantillons sont lavées a 1’eau stérile pour éliminer les
particules du sol puis sont immergées successivement dans une solution d’éthanol a 75% (v/v)
pendant 2 minutes et de I’eau de Javel (35° de Chlore) a 5% pendant 1 minute. Ensuite elles
sont rincées 3 fois a I’eau distillée stérile pour éliminer les agents de stérilisation. Apres le
dernier ringage, 0,3 ml de I’eau de ringage finale est ensemencée sur PDA supplémentée en
gentamicine, et incubée a 28°C jusqu’a I’obtention d’une éventuelle croissance. Les racines
lavées sont coupées en petits morceaux, ensemencées sur milieu PDA, et incubées a 28° C
pendant 1 a 2 semaines. Apres incubation, les souches endophytes obtenues sont repiquées et
purifiées sur milieu PDA (Deng et al.,, 2011). Les mycoendophytes purifiés, ont été

conservées a -20° C en présence d’un cryoprotecteur (glycérol 20% (v/v).
5.2 Fréquence de colonisation (FC)

La fréquence de colonisation ou d'infection est exprimée en % contrairement a la
fréquence d’isolement d’un individu. Elles sont calculées en se basant sur les formules de

Fisher et Petrini (1987) et Tejesvi et al. (2006), données comme suit :

FC % = (Nc / Nt) x 100
FI= (Ni/ Nt)

Ou : FC = Fréquence de colonisation ou d’infection. Nc = Le nombre de segments colonisés
par une espece ou un groupe fongique. Nt = Le nombre total des segments. FI = Fréquence

d’isolement d’un individu. NI = Le nombre d’isolement d’un mycotaxon.
6. Screenning des mycoendophytes résistants a I’antimoine et ’arsenic

La sélection des souches fongiques endophytes résistantes aux métalloides, a savoir

I’antimoine et I’arsenic, se fait selon la méthode de Shin et al. (2012).

La résistance aux métalloides est déterminée par I’ensemencement d’un disque mycélien
(de 0,5 cm de diametre) sur des plats d'agar et sur bouillon Sabouraud modifié. Une culture
jeune des mycoendophytes est ensemencée aseptiquement sur milieu de culture (gélose et

bouillon) supplémenté avec des concentrations croissantes d’antimoine et d’arsenic (2,5 mM
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jusqu’a 550 mM Sb et de 2,5 mM jusqu’a 40 mM As). Les cultures sont incubées a 28° C
pendant 96 h. La croissance fongique est suivie quotidiennement en se référant au témoin

(culture sur Sabouraud sans ajout du métal).

La plus faible concentration d'un métal, qui inhibe la croissance visible des isolats est

considérée comme la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Khan et al., 2018).

Les ions métalliques ont été ajoutés au milieu de culture a partir des solutions meéres
métalliques autoclavées pendant 45 min. Les sels de métaux utilisés pour cette étude sont :
I’antimonite Sb (IIT) sous forme de tartrate antimonyl de potassium trihydrate (CsHsK2012Sb>
3H>O Sigma-Aldrich), et I’arsenite As (III) sous forme de sodium métaarsenite (NaAsO>
Sigma-Aldrich) (Neijssel et al., 1990).

6.1 Identification des mycoendophytes

L’identification des endophytes fongiques fait appel aux caractéres -culturaux
(identification —macroscopique) et aux caractéres morphologiques (identification

microscopique).
6.1.1 Les caractéres culturaux

Les caracteres culturaux sont déterminés apres ensemencement des souches pures sur le
milieu de culture d’isolement (PDA). L’évaluation de ’ampleur de la croissance est observée

apres 7 jours d’incubation a 28° C.

La texture, la couleur de la face et du revers, le diamétre de la colonie, la présence ou
I’absence des pigments diffusibles et la topographie sont les révélateurs clés des critéres

culturaux.
6.1.2 Les caractéres morphologiques

L’observation de la morphologie du mycélium et des spores consiste a faire un montage
du matériel fongique a 1’état frais entre lame et lamelle en présence du bleu de lactophénol,
soit en réalisant des cultures sur lames. Cette derniere est appliquée essentiellement aux
souches dont la structure est fragile ou dans le cas ou le prélévement du mycélium est difficile
(cas des structures transparentes). Cette technique consiste a découper un carré de gélose de 1

cm, puis a le déposer au centre d’une lame stérile dans une boite de Pétri (Koenig, 1995).
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Une petite bouture du mycélium a étudier est ensemencée au centre de chacun des cotés du
carré et recouverte avec une lamelle stérile apres avoir versé des gouttelettes d’eau distillée

stérile au fond de la boite de Pétri afin d’éviter le dessechement de la gélose.

L’incubation se fait a 28° C. Lorsque le développement est jugé suffisent, la lamelle est

retirée délicatement et déposée sur une lame contenant du bleu de lactophénol.

L’observation microscopique se fait a ’objectif x10 et x40, et selon les clés de

détermination décrites par Botton et al. (1990).

6.1.3 Identification moléculaire des mycoendophytes

L’identification moléculaire a été réalisée au Laboratoire de Biochimie & Physiologie

Moléculaire des Plantes (INRA Montpellier-France).

6.1.3.1 Isolement de ’ADN génomique

Les souches sélectionnées, sont ensemencées sur bouillon Sabouraud a 30° C sous
agitation 175 rpm, pendant 96 h. La biomasse obtenue est filtrée par le papier Watman N°1
(stérile) puis rincée avec de I’eau ultra-pure stérile, puis conservée a -80° C jusqu’a

[’utilisation.

L’extraction de ’ADN génomique total est faite en utilisant le kit Wizard Genomic
DNA Purification kit (Promega) (Annexe 2). L'ADN extrait est dos¢ au NanoDrop
Spectrophotometer. L’absorbance est lue a 260 nm en utilisant 1 pL. d’ADN. La concentration

est affichée directement sur I’appareil en ng/pL.

6.1.3.2 Choix des amorces par la PCR

Pour I’amplification de I’ADN des régions ITS 1, ITS 2 en incluant le géne 5,8S RNAr,
plusieurs couples d’amorces ITSs ont été utilisés. Pour la discrimination entre les especes
d’Aspergillus, une amplification du géne Calmodulin (Protein-coding marker CaM) a été
réalisée. Pour le genre Fusarium, une amplification de la région correspondante aux genes des

facteurs d’élongation et de la traduction 1-alpha (zef 7) (EF-1a) a été réalisée.
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Tableau 5 : Les différents couples d’amorces choisis pour 1’amplification de I’ADN

Nom d’amorce | Séquence

ITS 1 F TCCGTAGGTGAACCTGCGG

ITS 2 R GCTGCGTTCTTCATCGATGC
ITS 3 F GCATCGATGAAGAACGCAGC
ITS 4 R TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS1F |F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS86F | F GTGAATCATCGAATCTTTGAA
ITS86R | R TTCAAAGATTCGATGATTCAC
EF 1 F ATGGGTAAGGAAGACAAGAC
EF 2 R GGAAGTACCAGTGATCATGTT
NIG 1 F GATTTCGACAGCATTTyCAGAA
NIG 2 R AAAGTCAATCACAATCCAGCCC
TUB 1 F TCGACAGCTATTTCCCCCTT
TUB 2 R TAGCATGTCATATCACGGGCAT

Les réactions PCR sont réalisées pour chaque couple d’amorces et pour les différentes
combinaisons. Dans un volume réactionel final 25 pL, sont ajoutés : 1 pL d'ADN génomique,
24 puL du Mix contenant (15,8 pL eau Milli-Q, 5 unités du tampon approprié¢ a l'enzyme
(Green GoTaq® Reaction Buffer, Promega), 10 uM de dNTPs, 10 uM d’amorces et 5 unités
de GoTaq G2 DNA Polymerase). 10 tubes sont préparés pour chaque couple d’amorces :

- 2 tubes témoins ou I’eau est utilisée a la place de I’ADN génomique,

- 4 tubes pour ’ADN d’Aspergillus,

- 4 tubes pour I’ADN de Fusarium.
L'amplification est réalisée par le thermocycleur « Master Cycler gradient » en appliquant le
programme de 2 min a 94° C pour la dénaturation, suivie d’une série de 40 cycles avec trois
phases :

- dénaturation de 1 min a 94° C,

- hybridation des amorces avec la séquence adéquate de 30 s a la température spécifique
d’hybridation des amorces a 60° C.

- ¢longation a 72° C de 1 min.

A la fin des 40 cycles, les échantillons sont placés a 4° C pour stopper la réaction.
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6.1.3.3 Vérification des amplifiats par électrophorése

L’¢lectrophorése des fragments d’ADN amplifiés est réalisée sur un gel d’agarose (a
1,2% w/v) dans lequel est ajouté un agent intercalant fluorescent sous rayonnements
ultraviolets (10 uL pour 50 mL du gel). La migration a lieu en présence du tampon TAE 0,5X
a un voltage constant (de 50 a 100 V) pour une durée de 15 a 20 minutes. Le marqueur de

taille utilisé est le Benchtop 1kb DNA Ladder (Promega).
6.1.3.4 Séquencage

Les amplifiats ont été séquencés au Laboratoire Eurofins/ Genomics (Germany).
6.1.3.5 Comparaison des séquences avec la banque informatique

Les séquences obtenues ont été soumises a une recherche d’homologie de séquences en
utilisant le programme BLAST (Blast Local Alignement Search Tool) sur le site NCBI
(National Center For Biotechnology Information) pour rechercher les séquences les plus
proches déposées dans GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschnl et al.,
1997).

6.1.3.6 Analyse phylogénétique et reconstruction d’arbre phylogénétique

L’analyse phylogénétique consiste a évaluer les divergences entre plusieurs séquences :
plus le nombre de substitutions entre deux séquences est élevé, plus la probabilité que ces
deux séquences aient un ancétre commun est fiable. L’arbre phylogénétique est une

représentation des résultats obtenus.

L’arbre phylogénétique a été construit a 1’aide du logiciel MEGA (7.0.14) (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar et al., 2016), apres alignement avec MUSCULE des
séquences (Edgar, 2004). Ce logiciel se base sur des méthodes mathématiques et génére des
arbres phylogénétiques représentant les relations entre organismes. Cet arbre est construit a
I’aide de Neighbor-joining (Saito et Nei, 1987), en utilisant les parametres de substitution du

modele p-distance (Nei et Kumar, 2000). Le Bootstrap est calculé a partir de 1000 répliquats.
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7. Tests in vitro de toxicité

La bioaccumulation du métal est déterminée par la méthode décrite par Srivastava et al.
(2011). Les souches résistantes aux métalloides (H2, HS5) sont ensemencées sur gélose
Sabouraud sans métal, a 28° C pendant 96 h. Les cultures obtenues servent d’inoculum pour

les tests de toxicité.

Pour la préparation des aliquotes, des disques (0,5 cm de ¢) des mycoendophytes tests
sont ensemencés dans des Erlenmeyers de 250 mL contenant 50 mL de bouillon Sabouraud
tamponné (tampon citrate 50 mM a pH 6,4) supplémenté a différentes concentrations
métalliques a savoir : 5, 10, 20, 30, 40, 50 mM en Sb pour les deux souches ; 5, 10, 20, 30
ppm d’As pour H2 et 100, 150, 200, 250 ppm de Sb pour H5. Les cultures sont incubées a 30°
C pendant 7 jours dans un incubateur rotatif (New Brunswick Scientific, EDISON, NJ.USA) a
175 rpm (Mukherjee et al., 2010).

La biomasse est récupérée apreés la durée d’incubation, filtrée sur le papier Watman
N°01, lavée avec de l'eau désionisée stérile afin d’¢liminer les résidus du milieu de culture.
Les biomasses récupérées servent pour les dosages des métalloides et la détermination de
leurs poids sec apres séchage pendant 72 h a 65° C. Toutes les expériences sont faites en trois

répliques.

8. Méthodes de dosage des métalloides

8.1 Minéralisation par digestion acide au micro-ondes

Les biomasses récupérées sont séchées a 65° C pendant 72 h, puis broyées en fine poudre a
I’aide d’un mortier. Ainsi 750 uL d’acide nitrique a 68% (forme pure) et 250 pL. d’H>O» a
30% ont été ajoutés a 10 g de chaque échantillon dans des tubes en Quartz. Aprés 30 min de
réaction sous sorbonne, les aliquotes ont été digéré a chaud dans des récipients en téflon a une
grande pression dans un four & micro-ondes (BERGHOF-Speedwave 2), selon les conditions

décrites ci-dessous :

1% étape 2¢me étape
Temps 25 mn 10 mn
T° 180° C 100° C
Puissance 99 % 99 %
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A la fin de ’opération, les échantillons ont été¢ de fagon a étre entre 5 et 10% d’HNO3 final

(dilution au 1/5 dans eau Milli-Q).

8.2 Analyses au Spectroscope d’Emission Atomique (MP-AES)

Le MP-AES représente une nouvelle technique d'analyse élémentaire qui a été congue
pour améliorer les performances analytiques et la productivité, tout en diminuant les colts
d'exploitation en ¢éliminant les besoins en gaz inflammables et / ou colteux utilisés dans les
techniques d'analyse ¢lémentaire typiques. Le plasma fonctionne a base d'azote a partir d'un
générateur d'alimentation en air et d'azote comprimé, ce qui entraine une réduction
significative des colits d'exploitation. En outre, la conception de I'Agilent 4100 MP-AES
réduit le nombre de consommables coliteux tels que les lampes a cathode creuses utilisées

dans les techniques d'absorption atomique.

La technique MP-AES produit une gamme linéaire, des limites de détection et une
vitesse d'analyse supérieure par rapport a la flamme de la spectroscopie d'absorption atomique
classique. Le MP-AES est basé¢ sur une technique d'émission atomique. Cette technique
d'analyse ¢élémentaire produit des spectres plus simples que I'CP-OES et une plus grande

sensibilité que la flamme AAS.

- Pour I’hybridation de 1’antimoine et de 1’arsenic, un agent réductant a été utilisé (1,5%
NaBH4 + 0,2% NaOH).
- Un prétraitement par (0,75 mol/L HCI + 0,1 mol/L Thiourée (X10)) a été utilisé pour
tester les limites de détection pour ses deux métalloides.
Pour le passeur d’échantillon, le volume mort pour la seringue est de 700 pL.
Les concentrations des métalloides sont déduites a partir de courbes étalons données en

annexe 3.

9. Méthodes de dosage biochimique

La biomasse d’Aspergillus tubingensis et Fusarium oxysporum est obtenue a partir des
cultures submergées, dans bouillon Sabouraud modifi¢ contenant (par litre de tampon citrate
50 mM pH 6,4: 10 g peptone, et 20 g glucose). Un volume total de 50 mL du bouillon
Sabouraud tamponné et supplémenté par différentes concentrations en antimoine

(CsH4K»012Sbs 3H20 Sigma-Aldrich), a savoir (5, 10, 20 et 30 mM), arsenic (0, 5, 10, 15 et
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20 mM), est transféré dans des Erlenmeyer de 250 mL. Le bouillon est inoculé avec des
disques mycéliens d’Aspergillus tubingensis et de Fusarium oxysporum, puis incubé a 32°C
pendant 96 h dans un incubateur rotatif a 175 rpm (New Brunswick Scientific, Co., Inc., NJ,
USA). Le controle se fait par rapport au bouillon Sabouraud tamponné sans ajout de
métalloides. La biomasse est récupérée apres 96 h d’incubation, filtrée, rincée avec de I’eau

bidistillée stérile, et conservée a -20° C jusqu’a 'utilisation (Mukherjee et al., 2010).

Les variations du pH avant et apres la durée de croissance sont stabilisées par l'addition

du tampon citrate au milieu de culture (Chakraborty et al., 2014).
9.1 Dosage du malonedialdéhyde (MDA)

Le MDA est dosé selon la méthode de Kosugi et Kikugawa (1985) afin d’évaluer le
niveau de peroxydation des lipides. Le principe du dosage repose sur la réaction qui se produit
entre le malondialdéhyde et 1'acide thiobarbiturique (TBA) formant le dérivé color¢ MDA -

TBAZ2, de couleur rouge absorbant a 532 nm.

0,5 g de la biomasse fraiche, broyée en poudre par I’azote liquide, est homogénéisée
avec 5 mL d'une solution contenant de l'acide trichloroacétique (TCA) a 20% et de l'acide
thiobarbiturique (TBA) a 0,5%. Le mélange est incubé a 95° C pendant 30 min et la réaction
est arrétée par immersion des tubes dans la glace. Le mélange refroidi est centrifugé a 5000xg
pendant 10 min a 25° C. L'absorbance non spécifique a 600 nm est soustraite de I'absorbance
a 532 nm et la concentration en MDA est déterminée par son coefficient d'extinction molaire

155 mM! cm!. Elle est exprimée en umol/g de biomasse fraiche.
9.2 Mesure de la teneur en H>O;

Les niveaux du peroxyde d'hydrogeéne sont déterminés selon la méthode de Velikova
(2000). La biomasse est homogénéisée dans un bain de glace avec 5 mL de TCA 0,1% (w:v).
L'homogénat est centrifugé a 12000%g pendant 15 min. 0,5mL du surnageant est ajouté a 10
mL de tampon phosphate 0,5 mM (pH 7,0) et 1 mL du KI 1M. L'absorbance est lue a 390 nm.

Le taux de H>O» est déterminé a partir d’une courbe d’étalonnage.
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9.3 Mesure de la teneur en proline intracellulaire

La teneur en proline libre est déterminée par la méthode décrite par Troll et Luidsley
(1955) : 0.1g de biomasse fraiche est broyée dans un bain de glace. 2 mL de méthanol 40%
(v/v) sont ajoutés apres 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 : I’acide acétique, ’eau distillée et 1’acide
orthophosphorique (120 : 300 : 80). L'homogénat est porté a ébullition pendant 30 minutes et
ensuite placé dans un bain de glace afin 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 intracellulaire

est déterminée en utilisant le coefficient d'extinction 0,62 pM'cm'par rapport au poids frais.

9.4 Dosage des enzymes antioxydantes et des protéines

9.4.1 Préparation des aliquotes

Les échantillons destinés aux dosages des activités enzymatiques sont préparés selon

le protocole décrit par Mukherjee et al. (2010) et Benhamdi et al. (2014).

La biomasse fraiche (0,5 g) est broyée en une poudre fine avec un mortier et écrasée
sous I’azote liquide. Les protéines sont ensuite extraites a 4° C avec 3 mL de phosphate de
potassium 50 mM a froid (pH 7,0) contenant 0,1% de triton X-100 (v/v) et 1% de
polyvinylpyrrolidone (PVP) (w/v). L'homogénat est centrifugé a 4° C pendant 15 min a

14000x%g et le surnageant est utilisé pour les dosages.
9.4.2 Catalase (CAT)

Le dosage de la catalase est réalisé selon la méthode de Chance et Maehly (1955). La
décomposition du peroxyde d’hydrogene est déterminée par la diminution de I’absorbance a
240 nm (e=39,4 mM ' cm!). Le mélange réactionnel contient 2,9 mL de 0,1 M tampon
phosphate a pH 7,0 et 0,1 mL de peroxyde d’hydrogéne a 20 mM. La lecture est effectuée a
240 nm directement aprés 1’addition de 1’extrait enzymatique, chaque minute, durant 2 ou 3

min au maximum.
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9.4.3 Superoxyde dismutase (SOD)

L’activité de la SOD est déterminée selon la méthode de Marklund et Marklund (1974).
Le principe repose sur la capacité d’inhibition de ’autoxydation du pyrogallol par la SOD a

420 nm.

Le dosage est réalisé¢ dans un volume final de 3 mL. 2,85 mL de tampon Tris HCI (0,1M
a pH 8,2) sont additionnés a 0,1 mL de I’extrait enzymatique, et 25 uL de pyrogallol (24 mM
préparé dans 10 mM de HCI). Apres incubation de 30 s, le changement de 1’absorbance est
mesuré a 420 nm chaque minute, dans un intervalle de temps de 3 min. L’activité¢ de la SOD
est exprimée en Unité¢/mg de protéine. Une unité de I’activité¢ de la SOD est définie comme

I’enzyme qui causerait I’inhibition de 50 % de I’autoxydation du pyrogallol.
9.4.4 Peroxydase (POD)

Le dosage de la peroxydase est effectué selon la méthode de Chance et Maehly (1955).
Le purpurogallin formé entre I’H20> et le pyrogallol, par I’action de la peroxydase, est

déterminé par la mesure de I’absorbance a 420 nm contre un blanc.

0,5 mL de P’extrait enzymatique est ajouté au mélange réactionnel contenant 2 mL de
tampon phosphate 0,1 M a pH 6,8 ; 1 mL de 0,01 M pyrogallol et 1 mL de 0,05 M H>O. Le
mélange est incubé a 25° C pendant 5 min. La réaction est arrétée par I’addition de 1 mL de
2,5N H2SOs. Le blanc est préparé par ’addition de I’extrait enzymatique aprés H2SOs.

L’activité enzymatique est exprimée en Unité = 0.1 absorbance mn™' mg™! de protéine.
9.4.5 Ascorbate peroxydase (APX)

Le dosage de I'activité de I’ascorbate peroxydase est réalisé selon la méthode de Nakano
et Asada (1980). La réaction est basée sur 1’oxydation de I’ascorbate par 1’ascorbate

peroxydase en présence de H2024 290 nm (¢ =2,8 mM ' cm™).

Le mélange réactionnel contient 4 ul de 50 mM HxO; et 40 pl d’extrait enzymatique
dans 956 ul de tampon phosphate 50 mM a pH 7,0 contenant de 1’ascorbate a 0,5 mM. La
lecture se fait directement chaque minute durant 2 a 3 min au maximum. L’activité

enzymatique est exprimée en uM mn' mg™! de protéine.

50



Matériel et méthodes

9.4.6 Dosage des protéines

Les concentrations des protéines sont quantifiées selon la méthode de Lowry et al.

(1951) en utilisant la BSA comme protéine étalon.
10. Analyse statistique

Les tests statistiques réalisés au cours de ce travail sont les moyennes + SEM de 3
répétitions. Les données ont été analysées a 1'aide d'une analyse de la variance (ANOVA) a un
facteur suivi par le test de Tukey. Le traitement des résultats est effectué¢ a 1’aide des logiciels

XLStat752 (version 7.5) et un seuil de signification de p<0,05.

Des associations univariées ont été mesurées a travers les corrélations marginales de
Pearson entre les concentrations en antimoine et en arsenic, et chacune des autres variables

incluses dans I’analyse.
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Chapitre 1 : Analyses microbiologiques

1. Composition spécifique de la mycoflore endophyte

Comme déja évoqué dans le chapitre Synthése Bibliographique, les endophytes
fongiques ou bactériens qui envahissent les tissus vivants des plantes durant tout ou une partie
de leur cycle de vie (Wilson, 1995). L’association entre la plante et I’endophyte est, le plus
souvent, mutualiste. Des 300 000 especes de plantes sur terre, chaque plante est I’hote d’un ou
de plusieurs endophytes (Muzzamal et al., 2012). Ces derniers ont été isolés a partir de
nombreuses familles de plantes et leur potentiel a remédier la contamination des

environnements par les polluants métalliques est actuellement largement étudiée.

Cependant, ce genre d’investigation n’a jamais ét¢ mené chez les especes d’Hedysarum

pallidum et Lygeum spartum.

La zone d’¢étude du présent travail est semi-aride située, a Oum el Bouaghi (Nord-Est
Algérien), la collecte des plantes Hedysarum pallidum Desf et Lygeum spartum L ne
présentant aucun dommage visible, s’est faite en hiver (Février). Ces espéces ont été
collectées dans le but de mettre en évidence des mycoendophytes a partir de leur systéme

racinaire.

A l'issue de la mise en culture des fragments des deux especes végétales : H. pallidum et
L. spartum, la présence des champignons endophytes chez les deux espéces végétales a été
démontrée. En revanche la mise en culture de I’eau de ringage des racines n’a pas présenté de
développement fongique, ce qui signifie que tout champignon émergeant des segments

provient des tissus internes de la plante et que ce n’est pas un épiphyte (Figure 5).
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Figure 5 : Développement mycoendophytes : (A) : Témoin négatif de 1’eau de ringage, (B) :
segments racinaires d’H. pallidum, (C) : segments racinaires de L. spartum
La fréquence de colonisation (FC) a été calculée et utilisée pour démontrer le degré
d'infection des deux plantes par des mycoendophytes. Cette fréquence exprimée en
pourcentage est présentée dans le tableau 6 et la figure 6. La fréquence d'isolement d’individu
(FI) dans le tableau 6 et la figure 6 a été calculée afin de montrer la richesse en

mycoendophytes des deux plantes.

Tableau 6 : Fréquence de colonisation (FC %) et fréquence d’isolement d’individus chez
Hedysarum pallidum Desf et Lygeum sparum L.

Hedysarum pallidum Desft Lygeum sparum L
Nombre de FI FC% Nombre FI FC%
taxons de taxons
Racine 1 2 0,16 33,33% 6 0,50 100%
Racine 2 3 0,25 41,66% 5 0,41 100%
Racine 3 6 0,50 66,66% 5 0,41 75%
Racine 4 4 0,33 58,33% 8 0,66 100%
Racine 5 5 0,41 50% 7 0,58 100%
Racine 6 8 0,66 66,66% 9 0,75 100%
Racine 7 6 0,50 100% 7 0,58 100%
Racine 8 12 1,00 100% 8 0,66 100%
Total 46 0,47 64,58% 55 0,57 96,87%

Le tableau 6 et la figure 6 montrent que la fréquence de colonisation d’H. pallidum est
proche de 65% pour I’ensemble des racines. Cependant pour les racines 7 et 8 d’H. pallidum
la fréquence de colonisation est de 100% comparativement avec les autres racines dont la

fréquence varie entre 33 % et 67%.

Pour Lygeum spartum, une FC de 100% est notée pour la majorité des racines, a

I’exception de la racine 3 qui présente une fréquence de 75%. Les mémes, tableau et figure
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illustrant la fréquence d’isolement d’individu des deux espéces végétales, présentent une FI

qui varie entre 0,16 a 1,00 et entre 0,41 a 0,75 pour H. pallidum et L. spartum respectivement.

L. spartum L. spartum
H. pallidum H. pallidum
0 50 100 040 045 0.50 0.55 0.60
Fréquence de colonisation (FC%) Fréquence d'isolement d'individus (FI)

Figure 6 : Fréquence de colonisation (%) et Fréquence d’isolement d’individus des
champignons endophytes chez Hedysarum pallidum Desf et Lygeum sparum L.

2. Composition spécifique des isolats fongiques endophytes

Les mycotaxons récupérés d’Hedysarum pallidum Dest et Lygeum spartum L sont
identifiés sur la base des caractéres culturaux et morphologiques des formes reproductrices.
Vingt-quatre (24) isolats fongiques ont été obtenus dont neuf (9) mycotaxons sont identifiés a
partir de la premiére espece végétale et quinze (15) mycotaxons sont isolés de la deuxiéme

espece (Tableau 7).
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Tableau 7 : Composition générale de la mycoflore endophyte détectée chez H. pallidum et L.

spartum.

Espéce végétale

Mycotaxons

Classe

H. pallidum

Champignons mitosporiques

Aspergillus sp. 1

Aspergillus niger

Aspergillus terreus

Aspergillus flavus

Aspergillus candidus

Aspergillus sp. 2

Aspergillus sp. 3

Aspergillus sp. 4

Aspergillus sp. 5

Aspergillus sp. 6

Aspergillus sp. 7

Aspergillus fumigatus

Penicillium sp. 1

Penicillium sp. 2

Penicillium sp. 3

Penicillium sp. 4

Penicillium sp. 5

Penicillium sp. 6

Eurotiomycetes

Fusarium solani

Fusarium sp. 1

Fusarium oxysporum

Fusarium sp. 2

Trichoderma sp. 1

Trichoderma sp. 2

Trichoderma sp. 3

Chaetomium sp.

Sordariomycétes

Curvularia sp.

Dothiomycétes

Non identifie

Formes stériles

Mycélium stérile (Ms. 1).

Mycélium stérile (Ms. 2).

L. spartum

Champignons mitosporiques

Aspergilus terreus

Aspergillus fumigatus

Aspergillus sp.

Aspergillus sp.

Aspergillus sp.

Aspergillus sp.

Aspergillus sp.

Aspergillus sp.

Aspergillus sp.

Aspergillus sp.

~(CoO N[N || A (W N |~

Penicillium sp.

Eurotyomycétes
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Penicillium sp. 2
Penicillium sp. 3
Penicillium sp. 4
Penicillium sp. 5
Talaromyces sp.

Paecilomyces sp.

Aletrnaria alernata Dothiomycétes
Bipolaris sp.

Fusarium sp. Sordariomycetes
Mucor sp. Mucormycotina

Non identifie (N.1. 1)
Non identifie (N.I. 2)

Formes Stériles
Mycélium stérile (MS. 1).
Mycélium stérile (MS. 2).
Mycélium stérile (MS. 3).
Mycélium stérile (MS. 4).
Mycélium sterile (MS. 5).

D’apres les résultats du tableau, une diversité quantitative et qualitative de la mycoflore
endophyte est révélée pour les deux espéces végétales H. pallidum et L. spartum. Un nombre
trés important de mycoendophytes isolés (201 taxons) a été noté. Pour H. pallidum, le groupe
des champignons mitosporiques est spécifiquement de la classe des Eurotiomycétes contenant
les genres : (6) Penicillium et (12) Aspergillus, avec une prédominance de ce dernier, suivis
de la classe des Sordariomycetes (4 Fusarium, 3 Trichoderma, et 1 Chaetomium), puis vient
la classe des Dothiomycetes avec un seul genre Curvularia, puis une autre classe contenant un

seul genre non identifié, et enfin deux formes de mycélium stérile.

Quant au L. spartum, il contient 4 genres dans la classe des Eurotiomycetes, 10 genres
Aspergillus, 5 genres Penicillium, 1 genre Talaromyces, et 1 genre Paecilomyces, suivi par la
classe des Dothiomycetes contenant 1 genre Aletrnaria, et 1 genre Bipolaris. Vient ensuite la
classe des Sordariomycétes avec 1 genre Fusarium ; puis la classe des Mucomycotina avec 1
seul genre Mucor ; enfin une classe comprenant deux genres non identifiés et 5 formes de

mycélium stérile.
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Figure 7 : Composition spécifique des mycotaxons endophytes détectés chez les deux especes
végétales

Un total de 201 isolats fongiques a été récupéré a partir de 192 segments des racines
des deux especes, avec 71 et 130 isolats provenant respectivement d’H. pallidum et L.

spartum (Figure 8, 9)

Pour Hedysarum pallidum, sur 71 taxons (Figure 8), une prédominance du genre
Aspergillus a été¢ notée avec une fréquence de 59%, regroupant 12 especes différentes : A.
terreus (31%) la plus dominante, suivie de ’espeéce 4. niger (24%), vient 1’espéce A. sp. [
(14%), puis le groupe d’A. candidus, A. sp. 2, A. sp. 5, A. sp. 6 présentant la méme fréquence
(5%), et le groupe d’A. flavus, A. fumigatus, A. sp. 3, A. sp. 4, A. sp. 7 avec une fréquence de
(2%).

Le genre Penicillium présente une fréquence de 15,5% renfermant 7 especes distinctes,
dont une prédominance de 1’espéce de P. sp. 4 (36%), suivie de P. sp. 6 (18%), puis viennent

les autres especes avec la méme fréquence (9%) pour chacune.

Le genre Fusarium montre un pourcentage de 14% regroupant 4 especes différentes :
une prédominance de F. solani (40%), suivie par F. oxysporum (30%) puis F. sp. 2 (20%) et
enfin F. sp. 1 (10%).
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Le genre Trichoderma exhibe une fréquence de 4%, renfermant 3 espéces distinctes a la
méme fréquence de 33%. La forme stérile représente un taux de 3%, qui englobe une méme

fréquence de 50% pour Ms. I et Ms. 2.

Les genres Curvularia, Chaetomium et N.I. représentent le groupe minoritaire avec une

fréquence de 1% comprenant une seule espeéce pour chaque taxon.
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m Aspergillus sp. 4 m Aspergillus sp. 5 m Aspergillus sp. 6 m Aspergillus sp. 7
B Fusarium solani B Fusarium oxysporum u Fusarium sp. 1 ® Fusarium sp. 2
® Penicillium sp. 1 ® Penicillium sp. 2 B Penicillium sp. 3 ® Penicillium sp. 4
Penicillium sp. 5 ® Penicillium sp. 6 ® Penicillium sp. 7 Trichoderma sp. 1
Trichoderma sp. 2 Trichoderma sp. 3 Curvularia sp. Chaetomium sp.
NI Ms. 1 Ms. 2

Figure 8 : Fréquences relatives de différents taxa de mycoendophytes isolés a partir des
racines de d’H. pallidum

Pour L. spartum, sur les 130 taxons (Figure 9) c’est le genre Aspergillus qui domine
avec une fréquence de 61%, renfermant 10 espéces distinctes : A. ferreus la plus fréquente
(30%), suivie par A. sp. 2 (20%), A. sp. 1 (16%), A. sp. 10 (13%), puis 4. sp. 3, sp. 7, sp. 8
avec (4%), et en dernier A. fumigatus et A. sp. 4 (1%).
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Le genre Penicillium se trouve a la fréquence de 14% comprenant 5 espéces
distinctes : P. sp. 5, ’espece majoritaire avec (67%) ; puis P. sp. 3, sp. 4 (11%), puis en
dernier P. sp. I et sp. 2 (6%) pour chacune.

Le groupe des mycéliums stériles présente une fréquence de 13% répartie en 4 especes
différentes : I’espéce Ms. I ayant une fréquence de 65%, Ms. 3 de 24% puis Ms. 2 et Ms. 4

avec 6% pour chacune.

De plus, le groupe des N. I montre une fréquence de 2%, renfermant 2 especes

différentes avec une fréquence de 50% pour chacune.

Le genre Paecilomyces de fréquence égale a 6%, est suivi du genre Bipolaris (2%) et
des genres Talaromyces, Fusarium, Alternaria et Mucor avec une méme fréquence de 0,8%

pour chacun, regroupant une seule espece.
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Figure 9 : Fréquences relatives de différents taxa de mycoendophytes isolés a partir des
racines de L. spartum

Un statut quantitatif et qualitatif signifiant pour les deux plantes a été noté, la
composition spécifique des mycotaxons endophytes permet d’observer une spécificité de
souche pour chaque plante, les genres Trichoderma, Curvularia et Choetomium sont

spécifiques pour Hedysarum pallidum, alors que Talaromyces, Paecilomyces, Alternaria,
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Bipolaris et Mucor sont des genres spécifiques pour Lygeum spartum. Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, et les Mycéliums stériles comptent les genres communs aux deux
plantes. En revanche, au niveau especes Aspergillus terreus et Aspergillus fumigatus comptent
des especes communes aux deux plantes, alors que Aspergillus niger et Fusarium oxysporum
sont des espéces spécifiques pour Hedysarum pallidum Desf. Alternaria alternata et

Paecilomyces sp. sont également des especes spécifiques pour Lygeum spartum L.
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Discussion

Le présent travail a révélé, la présence de mycoendophytes associés aux racines des
deux especes végétales Hedysarum pallidum Desf., (Fabaceae) et Lygeum spartum L,
(Poaceae) étudiées pour la premiére fois en Algérie. Les champignons endophytes forment
un groupe polyphylétique trés diversifié, regroupant principalement les espéces appartenant
au phylum Ascomycota. La littérature scientifique sur les champignons endophytes se focalise
en particulier sur deux aspects : pharmacologique par la capacité de produire de nombreuses
molécules bioactives et écologique par leur impact sur la diversité végétale et le

fonctionnement des écosystémes (Ling, 2013).

Pour réaliser ces analyses microbiologiques, des racines de deux plantes steppiques
saines poussant sur des déblais de mine d’antimoine ont ét¢ utilisées, mais qui présentent des

systemes de tolérance différents vis-a-vis de la contamination métallique.

La fréquence de colonisation enregistrée pour I’ensemble des racines d’Hedysarum
varie entre 33 % et 100% (Tableau 6), ce qui conduit a supposer que cette distinction entre les
fréquences de colonisation des différentes racines de la méme espece est liée a 1’épaisseur, la
longueur et I’age de la racine. En revanche la fréquence de colonisation élevée allant de 97%
a 100% chez Lygeum peut étre due a la nature de son systéme racinaire, qui est un rhizome
caractérisé par sa capacité a se régénérer par voie végétative (Djabeur et al., 2008),

contrairement a celui d’Hedysarum pallidum qui présente un systéme racinaire pivotant.

D’apres les résultats obtenus, les taux de colonisation et d’isolement d’un individu des
racines par les mycoendophytes étaient différents entre les deux especes, le FC étant de
I’ordre de 65% et 97%, et le FI de 0,47 et 0,57. Les résultats de cette analyse corroborent les
travaux de Gong et Guo (2009) qui ont trouvé une FC et une FI différentes entre deux especes
végétales collectées au mois d’Avril d’une méme région, “Yunnan ”, en Chine, soit 80% et
0,62 dans les racines de Dracaena cambodiana, et 40% et 2,06 dans celles d’Aquilaria
sinensis. Ces mémes auteurs ont interprété cette différence de fréquence de colonisation et
d’isolement par la nature des espéces végétales, la quantité d’échantillons testés et les milieux

d’isolement.

Les travaux de Chareprasert et al. (2006) sur les mycoendophytes des feuilles de teck

Tectona grandis L. et des arbres de pluie Samanea saman Merr. ont rapporté que la fréquence
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de colonisation des feuilles matures des deux arbres est supérieure a celle des jeunes feuilles
récemment levées, ce qui est conforme a la plupart des recherches entreprises sur d’autres
plantes hotes de différentes localités dans lesquelles les feuilles les plus anciennes ont
tendance a favoriser une plus grande fréquence de colonisation interne par des champignons.
Ceci a permis de suggérer que mémes les anciennes racines peuvent présenter une fréquence

de colonisation élevée.

La colonisation des racines par les mycoendophytes est signifiante sur le plan
quantitatif. Du fait que l'ubiquité des endophytes est un aspect partagé entre les divers
phytotaxons étudiés. Cet aspect peut étre lié a une prédisposition génétique, anatomique,
biochimique et physiologique de I’organe étudié, vis-a-vis des infections et colonisations
endophytes (Huang et al., 2008). Pour d’autres auteurs tels que Mishra et al. (2012), la
diversité et la fréquence de colonisation des champignons endophytes étaient principalement
influencées par le type de tissu et la saison de la récolte. Aussi ces mémes auteurs ont montré
que la fréquence de la colonisation et la richesse en espéces étaient plus élevée dans les

feuilles que dans les racines.

De méme pour Reshma et al. (2017) qui ont rapporté¢ que le taux de colonisation des
endophytes d’Achyranthes aspera L. étaient respectivement de 95% au niveau des feuilles,
77,7% dans les tiges et 33,3% dans les racines, ils suggerent que les feuilles peuvent étre

colonisées par des spores aériennes provenant de sources lointaines.

Ainsi que pour Fernandes et al. (2015) qui ont montré une diversité de mycoendophytes
dans les feuilles que dans les racines avec des fréquences de (187 et 42) respectivement. Alors
que des conditions environnementales uniformes et stables dans la rhizosphére pourraient étre

responsables d'une grande uniformité et d'une faible richesse en espéces dans les racines.

Le nombre de taxons endophytes isolés est trés signifiant (201 taxons), avec la
prédominance des Eurotiomycétes pour les plantes considérées, en particulier Aspergillus
terreus qui compte ’espéce commune aux deux plantes avec des fréquences de 31 et 30%
pour Hedysarum et Lygeum respectivement. Les isolats décrits dans cette étude, appartiennent
aux genres : Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria et Chaetomium comme signali¢
dans la littérature. D’ailleurs pour les travaux de Macia-Vicente et al. (2008), et Khan et al.

(2011a; 2011b) ces genres d’endophytes racinaires sont les plus fréquents dans plusieurs
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plantes, et semblent jouer un rdle potentiel dans la tolérance des plantes au stress abiotique et

a leur croissance.

En effet, Khan et al. (2011) rapportent que 1’association des plantes (Glycine max) avec
I’endophyte Penicillium peut aider ces plantes a résister au stress environnemental (salinité) et

a améliorer leur croissance.

Macia-Vicente et al. (2008) montrent dans leur étude portant sur la biodiversité
mycoendophyte isolée de la végétation de la Méditerranée, une prédominance des genres
Fusarium et Phoma, suivie par Aspergillus, Alternaria et Acremonium et que les
communautés mycoendophytes racinaires étaient influencées par le type de sol ou poussaient
leurs plantes hotes, mais pas par leur localisation. Selon le méme auteur, Fusarium equiseti a
présenté une spécificité pour Lygeum spartum (Poaceae), ce qui ressort dans la présente étude,
ainsi le genre Fusarium est un mycoendophyte commun entre les deux espéces végétales

Hedysarum pallidum et Lygeum spartum.

D’apres Clay (1993), la plante-hdte peut étre a l'origine de certains métabolites
secondaires qui peuvent non seulement inhiber la croissance des endophytes dans leurs tissus,
mais également limiter leur propagation et méme restreindre le nombre de taxons fongiques
associés. Cette constatation peut €tre projetée sur les résultats de cette analyse pour expliquer
le fait que certains taxons, tels que les Zygomycétes, sont pratiquement absents, une seule

espece de Mucor est présente chez Lygeum spartum.

Pour Sun et Guo (2012) la taille des fragments des plantes et le nombre d’échantillons
influencent I’isolement et la diversité fongique. La majorité des mycoendophytes isolés dans
la présente recherche sont rangés au sein du phylum Ascomycota (formellement les
Deuteromycota). Pratiquement, une multitude d’études menées en la maticre attestent que les
Deutéromycetes représentent les formes fongiques asexuées, qui prédominent quel que soit le
statut taxonomique de la plante-hote (Marquez et al., 2007 ; Huang et al., 2008 ; Costa et al.,
2012 ; Singh, 2013).

Les résultats obtenus de cette analyse concordent avec de nombreux travaux, telle
I’étude de Mishra et al. (2012) portant sur les racines d’une plante médicinale 7inospora

cordifolia, elle a trouvé une diversité fongique importante a savoir, Chaetomium globosum,
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Alternaria alternata, Aspergillus flavus, A. terreus, Fusarium oxysporum, Penicillium sp,

Trichoderma veridae, Cladosporium cladosporioides, C. apicale, et Nigrospora oryzae.

Les champignons mitosporiques appartenant au phylum Ascomycota sont considérés
comme les plus prédominants dans la majorité des plantes colonisées par les endophytes
fongiques. Cela est justifi¢ via beaucoup d’études : Seena et Sridhar (2004) ; Khan et al.
(2007) ; Mangunwardoyo et al. (2012) ; Han et al. (2013) ; Sharma et Kumar (2013) ; Shi et
al. (2013) ; Suciatmih et Rahmansyah (2013) ; D’souza et Bhat (2013).

Il est a signaler qu’une majorit¢ d’auteurs affilient les Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Alternaria, Trichoderma, Acremonium, Paecilomyces et autres a la classe des

Hyphomycetes.

Les genres Fusarium, Trichoderma et Chaetomium sont les plus fréquemment isolés
(Tejesvi et al., 2006), cette dominance de la classe des Hyphomycetes peut étre attribuée a
leur capacit¢ de produire des spores asexuées abondantes, en permettant de coloniser
rapidement leur hote, comme énoncent Jena et Tayung (2013) pour Solanum rubrum et
Morinda pubescence dont la composition fongique pour la premicre espeéce est de 65%
d’Hyphomycetes, 10% de Coelomycetes et 10% de mycéliums stériles ; tandis que celle de la
deuxieéme plante est de 86% d’Hyphomycetes, 8% d’Ascomycétes, 4% de Coelomyceétes et

16% de mycéliums stériles.

Les résultats obtenus par Fernandes et al. (2015) sur la biodiversité fongique endophyte
dans les racines de Soja (Glycine max) montrent une prédominance de [’ordre des
Hypocréales, représenté par F. oxysporum (50%), F. solani (19,04%) et F. sp. (7,14%) ;
I’ordre des Pleosporales représenté par Alternaria tenuissima, Alternaria sp. (4,76%),
Cochliobolus geniculatus (2,38%) et Phoma sp. (2,38%) ; ensuite ’ordre des Sordariales
représenté par Chaetomium funicola et Chaetomium sp. (2,38%) et enfin 'ordre des

Xylariales représenté par Pestalotiopsis vismiae avec la méme fréquence.

Huang et al. (2008) ont noté que les taxons Alternaria, Colletotrichum, Phoma,
Phomopsis, I’ordre des Xylariales, et les mycéliums stériles sont les plus dominants. Tan et al.
(2011) qui travaillaient sur les racines de Holcoglossum (Orchidaceae), ont trouvé que tous les
isolats appartiennent a quatre classes, a savoir les Sordariomycetes (41,30%), les

Dothideomycetes (36,96%), les Agaricomycetes (17,39%), et les Leotiomycetes (4,35%).
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Les genres Fusarium, Trichoderma et Alternaria, dans cette étude, qui sont isolés a
partir des racines des deux plantes, sont des endophytes, ce qui corrobore de nombreux
travaux qui ont rapport¢ que ces champignons peuvent étre aussi de vrais endophytes
(Impullitti et Malvick, 2013 ; Kumar et Kaushik, 2013 ; Firodiya et Tenguria, 2013 ; Leite et
al., 2013 ; Pimentel et al., 2006 ; Rathod et Pawar, 2013 ; Roy et al., 2000), alors que ces
mycetes sont fondamentalement des champignons phytopathogenes, et plus précisément les

especes Fusarium spp. (Chaverri et al.,2011 et Mahdieh et al., 2014).

Les plantes étudiées H. pallidum et L. spartum poussant sur des sols fortement
contaminés par les métaux lourds, en particulier ’antimoine et I’arsenic, présentent une trés
large diversité d’espéces mycoendophytes qui ont été isolées a partir de leurs systémes
racinaires. La présence d'espeéces fongiques telles qu'dspergillus, Penicillium, Fusarium,
Trichoderma et Paecilomyces dans des sols riches en cuivre (Cu), cadmium (Cd), arsenic (As)
et zinc (Zn) a été discutée par de nombreux auteurs : Zafar et al. (2007) ; Fazli et al. (2015).
L’adaptation a de tels niveaux de métaux lourds pourrait jouer un rdle potentiel dans la
remédiation des sites pollués par ces métaux, en particulier, les espéces du genre Aspergillus
qui présentent une tolérance / résistance a des niveaux élevés présents dans I’environnement.
Certaines souches de ce genre sont identifiées comme possédant des profils de résistance a
une gamme de métaux lourds y compris le plomb (Pb), le cobalt (Co), le Cd et le Zn, pour
Iram et al. (2015) ; le nickel (Ni) et le chrome (Cr) pour Congeevaram et al. (2007) ; et
I’arsenic pour Maheswari et Murugesan (2009) ; Mukherjee et al. (2010) et Vala et Sutariya
(2012).

D'autres especes d'Aspergillus se sont également adaptées a des environnements
fortement pollués en cuivre (Cu) (Iram et al., 2015 ; Luna et al., 2015) et en fer (Fe) (Dias et
al., 2002). Leur présence sur ces sols peut étre attribuée a leur grande adaptation et leur
tolérance a des conditions environnementales et nutritionnelles extrémes et variées

(Gavrilescu, 2004 ; Anand et al., 2006 ; Safahieh et al., 2014).

Les résultats obtenus a partir des analyses microbiologiques, ont mis en évidence que
les racines d’Hedysarum pallidum Desf. et Lygeum spartum L, constituent un habitat pour un
groupe diversifi¢ de mycoendophytes, pouvant jouer un role potentiel dans la tolérance de

'hote végétal a la pollution par les métalloides.
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3. Sélection des mycoendophytes résistants aux métalloides

Ce test a permis de sélectionner, parmi les mycoendophytes isolés a partir d’ Hedysarum
pallidum Desf. et Lygeum spartum L., une souche fongique résistante a des teneurs élevées en

antimoine et en arsenic, afin d’évaluer sa capacité a lutter contre la toxicité de ces métalloides.

Parmi les deux cent un isolats mycoendophytes, deux sont parvenus a croitre sur 500
mM Sb et 30 mM As (Figure 10), issus du systéme racinaire d’H. pallidum, sur gélose et
bouillon Sabouraud, en formant un tapis mycélien sur les deux milieux de culture. Ces teneurs
métalliques sont considérées comme des concentrations minimales inhibitrices (CMI),
déterminée par I’absence de croissance au niveau de la plus faible concentration du métal.
D’aprés la figure 10, les mycoendophytes hébergeant les racines d’H. pallidum montrent une
haute résistance aux deux métalloides par rapport aux mycoendophytes hébergeant les racines

de L. spartum.

La fréquence d’isolats endophytes des deux plantes en présence d’antimoine dans le
milieu, est supérieure a celle de ’arsenic. Pour les mycoendophytes d’H. pallidum, la totalité
de la communauté résiste a 2,5 mM de Sb et 79% pour As, alors que pour L. spartum, 78% de

la population résiste a la méme concentration de Sb et 27% pour As.
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Figure 10 : Distribution des CMIs d’antimoine et d’arsenic pour les 201 souches de
mycoendophytes des deux plantes steppiques
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A 10 mM Sb, une diminution de la fréquence de mycoendophytes des deux plantes a été
constatée, alors que pour 10 mM As, une diminution trés importante voire une chute brutale
atteignant 24% et 12% de la fréquence de la population pour H. pallidum et L. spartum

respectivement, a été notée.

A 20 mM As, la concentration minimale inhibitrice pour la totalité¢ de la flore endophyte
de L. spartum a été¢ déterminée, alors que pour la flore endophyte d’Hedysarum 14% de sa
population est conservée a la méme concentration. A cette méme concentration en Sb, la
population endophyte des deux plantes résistent et parviennent a garder 70% et 24% de leur

population respective.

Au-dela de 20 mM et particuliecrement a 30 mM As, la concentration minimale
inhibitrice pour I’arsenic a été déterminée, ou une seule population appartenant au méme
groupe toxonomique qui correspond a la méme espéce, a montré sa capacité a tolérer cette
dose. En revanche cette population n’a pas pu se développer sur 50 mM As, cette dose peut
étre considérée comme 1étale. Donc la CMI pour cette population est située dans un intervalle

entre 30 a 50 mM As, 50 > CMlI s> 30 mM soit 40 mM As.

Quant a I’antimoine, & 100 mM, uniquement 30% et 12% de la population des deux
plantes H. pallidum et L. sparum résistent a cette dose. Cependant, a 500 mM Sb, seuls 14%
d’isolats mycoendophytes d’Hedysarum pallidum parviennent a croitre. Cette population
affiliée au méme groupe taxonomique présente une seule espéce. Au-dela de cette
concentration, c'est a dire 550 mM, une inhibition totale de la croissance a été notée, ce qui

indique que cette concentration est létale, 550 > CMIsp> 500 mM.
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Figure 11 : Sélection des mycoendophytes d’H. pallidum résistants a As et Sb

Les figures (11 et 12), font ressortir les mycoendophytes résistants aux différentes

concentrations d’As et Sb pour les deux plantes. Les deux mycoendophytes Aspergillus niger

et Fusrium oxysporum sont isolés a partir des racines d’H. pallidum. La figure 11 montre que

le groupe taxonomique qui correspond a F. oxysporum résiste jusqu’a 30 mM As et 100 mM

Sb, en revanche le groupe d’A. niger résiste jusqu'a 20 mM As et 500 mM Sb.

A de faibles doses d’As et de Sb, la majorit¢ des mycoendophytes d’H. pallidum

parviennent a pousser sur gélose et bouillon Sabouraud, contrairement aux mycoendophytes

de Lygeum spartum, pour le groupe taxonomique, Aspergillus sp. 5, commun aux deux

plantes, qui résiste jusqu’a 5 mM As et 50 mM Sb. En contraste aux autres mycoendophytes,

chacun présente un profil de résistance indépendant.
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Figure 12 : Sélection des mycoendophytes de L. spartum résistants a As et Sb

D’aprés la figure 12, la flore mycoendophyte du L. spartum est sensible aux deux
métalloides en comparaison avec celle d’H. pallidum. De plus, Talaromyces sp. et Aspergillus
sp. 2, présentent le méme profil de résistance vis-a-vis d’As (20 mM) et de Sb (100 mM). Le
mycélium stérile. 1, s’est montré résistant uniquement a ’arsenic jusqu’a 2,5 mM. Or, aucun

mycoendophyte de Lygeum spartum, n’a poussé a 30 mM As et 500 mM Sb.
4. Identification des mycoendophytes résistants a I’antimoine et I’arsenic

D’aprés les résultats obtenus du screening des mycotaxons résistants aux métalloides,
une identification des caractéres culturaux, morphologiques et sur le plan moléculaire a été

réalisée.

Il est important de signaler que dans une partie précédente, tous les mycoendophytes ont
¢été identifiés en se basant sur les caractéres culturaux et morphologiques, en utilisant les clés
de détermination décrites par Botton et al. (1990). L étude de ces caracteres a été réalisée sur

une culture de 7 jours a 28°C sur milieu PDA.

En se basant sur le profil de résistance a 1’antimoine, sur les caractéres culturaux et
morphologiques, il s’est avéré que toutes les espéces mycoendophytes du groupe

taxonomique comprenant 10 espéces, correspondent a Aspergillus niger. En 1’occurrence,
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toutes les especes qui présentent les mémes caractéristiques macroscopiques, microscopiques

et résistance vis-a-vis de I’arsenic sont affiliées a Fusarium oxysporum.

En se basant sur les caractéres culturaux et morphologiques, le groupe taxonomique

d’A. niger portant la codification (H2), présente les caractéres suivants (Figure 13) :

» Caractéres culturaux
v" Face : colonies d’abord blanches, puis jaunes, et enfin granuleuses noires.
v Revers : blanc créme a jaune péle.
v' Croissance rapide de 2 a 3 jours. Au 7™ jour de culture, envahissement total
de la boite.
» Caractéres morphologiques :
v" Conidiophore : long, lisse et hyalin.
v Vésicule : globuleuse.
v" Phialides : insérées sur la vésicule par 1’intermédiaire de métules disposées sur
tout le pourtour de la vésicule.

v Conidies : sphériques, brunes, et échinulées.

Figure 13 : Caractéres culturaux et morphologique du mycoendophyte résistant a 1’antimoine

Pour le groupe taxonomique Fusarium oxysporum portant la codification (HS), les caracteres

sont les suivants (Figure 14) :

» Caractéres culturaux
v Face : colonies duveteuses blanches, puis devenant roses violacées.
v Revers : couleur identique a 1’avers blanc rosé.

v" Croissance rapide. Au 7°™ jour de culture, envahissement presque total de la

boite.
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» Caractéres morphologiques :

v

v
v
v

Conidiophore : hyalin, court et plus ou moins ramifié.

Phialides : monophialides courtes et solitaires.

Macroconidies : rares, avec 3 a 4 logettes.

Microconidies : trés abondantes, unicellulaires et asymétriques, d’aspect

cylindrique et ellipsoidale.

Chlamydospores: rarement observées.

Figure 14 : Caracteres culturaux et morphologiques du mycoendophyte résistant a I’arsenic

Pour une meilleure identification des mycoendophytes résistants aux métalloides, 1’outil

moléculaire a été utilisé. Pour cela, la région ITS de I’ADN ribosomal a été choisie, car elle

est le marqueur officiel du DNA barcoding, pour I’identification des champignons au niveau

de I’espece.

Les régions ITS 1, ITS2 et 5,8S des ADN ribosomaux ont ét¢ amplifiées par PCR en

utilisant diverses combinaisons de couples d’amorces afin de discriminer les souches en

question. Les amplifiats obtenus sont séparés sur gel d’agarose 1,2% pour vérifier 1’efficacité

des amorces utilisées.

D’apres la figure 15 les couples d’amorce ITS1/ITS4, ITS86F/ITS86R, et ITS2/ITS3

n’ont pas donné d’amplifiats, ce qui signifie que ces amorces ne sont pas spécifiques pour

I’amplification de la région ITS de ces deux mycoendophytes.
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Figure 15 : Test confirmatif de 1’efficacité des amorces spécifiques sur gel d’agarose 1,2%

En revanche, seuls les couples d’amorces ITS1F/ITS4 pour le mycoendophyte (H2)

Aspergillus niger et EF1/EF2 pour le mycoendophyte Fusarium oxysporum ont donné des

résultats positifs, avec des produits PCR, de 750 pb pour EF1/EF2 et entre 500-750 pb pour
ITST1F/ATS4 (Figure 15).
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Pour le séquencage, une PCR quantitative a été faite avec le couple d’amorce
ITS1F/ITS4, EF1/EF2, les amplifiats non purifiés pour les deux mycoendophytes résistants a

As et Sb sont dosés au NanoDrop et doivent avoir une concentration de 4 ng/ul.

La comparaison des séquences des facteurs d’élongation obtenues a celles de la base de
données GenBank, a permis d’affilier le mycoendophyte (HS5) a Fusarium oxysporum avec
99,69% de similarité. Les séquences de la région ITS de I’endophyte (H2) ont permis de
I’affilier a Aspergillus niger avec un score de 99,83%, a Aspergillus tubingensis avec un score
de 99.83%, a Endophytic fungi avec le méme score, et a Aspergillus sp. avec un score de

100% (Tableau 8).

Tableau 8 : Affiliations phylogénétiques des mycoendophytes résistants a Sb et As

PCR
Mycoendophytes Genres Identité Espéces apparentées N° d’accession

H2 Aspergilus 99,83% Aspergillus niger KT898789.1
99,83% Aspergillus tubingensis KU847852.1

99,83% Fungal Endophyte KT202946.1

100% Aspergillus sp. KF961004.1

H5 Fusarium 99,69% Fusarium oxysporum KF913725.1
99,54% Fusarium oxysporum KT323866.1

Pour mieux discriminer le mycoendophyte (H2), une amplification par PCR en utilisant
des amorces spécifiques s’impose, dont NIG1/NIG2 amplifiant uniquement I’ADN d’A. niger
et TUB1/TUB2 amplifiant uniquement I’ADN d’A4. tubingensis du géne Calmodulin (CaM).

La séparation des produits PCR par ¢lectrophorése donne des résultats positifs
uniquement pour le couple d’amorce TUB1/TUB2 avec une taille d’amplicons de 506 pb, ce

qui suggere que la souche pourrait étre un Aspergillus tubingensis (Figure 16).
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Figure 16 : Discrimination primaire du mycoendphyte H2 avec les amorces spécifiques

Les amplifiats non purifiés du mycoendophyte (H2) ont été séquencés au Laboratoire
Eurofins/Genomics, et les séquences obtenues ont été comparées avec celles des organismes
apparentés sur BLASTn. Il en ressort que les séquences de cette souche (H2) étaient

homologues a 100% a A. tubingensis MG832135.1, MH644927.1, et KC796380.1.

L'affiliation taxonomique et les séquences éditées ont été alignées sur les séquences de

la base de données Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Pour la construction de

I’arbre phylogénétique, les séquences étroitement apparentées dans GenBank ont été

sélectionnées.

L'alignement multiple des séquences a été réalisé a 1'aide de MUSCLE (Edgar, 2004)
intégré a MEGA (7.0.14) (Tamura et al., 2013), les dendrogrammes de phylogénie ont ensuite
été¢ construits par la méthode des distances (Neighbor-joining), en utilisant le modéle de
substitution p-distance (d: Transitions + Transversions) et 1000 réplications bootstrap dans

MEGA (Figure 17).
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Aspergillus tubingensis strain SFC101501 calmodulin (cam) gene partial cds

q9 | Aspergillus tubingensis isolate NRRL 4866 calmodulin gene partial cds

Bt Aspergillus tubingensis culture MUTITA_:2043 calmodulin (cmdA) gene partial cds
Aspergillus tubingensis partial CaM gene for calmodulin strain ITEM15209

100 MH189391.1 Tub-H2

Aspergillus niger partial CaM gene for calmodulin strain ITEM15225
ag |; Aspergillus niger isolate KL29b calmodulin (CMD) gene partial cds

65 Aspergillus welwitschiae voucher IHEM 21970 calmodulin (caM) gene exons 1 through 5 and partial cds

Alternaria cheiranthi strain EGS 41-188 calmodulin gene partial cds

Fusarium lactis ef1a gene 1 alpha specimen voucher MUCL 52696

100
TEF1H5

ﬁ Fusarium sp. MS-404 1-alpha

100 % Fusarium oxysporum isolate P4 (TEF1-alpha)

95 Fusarium oxysporum isolate F4 (TEF1-alpha)

Fusarium oxysporum strain Azerbaijan 39-5 1-alpha gene

Fusarium oxysporum f. sp. lactucae strain 1_19 1-alpha gene

0.050

Figure 17 : Arbre phylogénétique selon la méthode des distances (Neighbor-Joining) construit par le logiciel MEGA montrant la position
phylogénétique des mycoendophytes résistants Tub-H2 et TEF1HS
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L’arbre phylogénétique (Figure 17) présente deux grands clades séparés, regroupant

deux groupes taxinomiques distincts considérés chacun un out groupe pour ’autre.

Pour le premier clade, Alternaria cheranthi est proposée par Genbank étant un out
groupe en analysant les résultats de 1’arbre de distance, le mycoendophyte H2 (Tub-H2)
portant le numéro d’accession MH189391 est localisé¢ dans le méme clade que ceux des

Aspergillus tubingensis, sachant que ces especes sont apparentées.

Alors que, le mycoendophyte H5 (TEF1 HS5) est placé sur la méme branche des especes

apparentées proposées par GenBank avec 100% de similarité avec Fusarium oxysporum.
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Discussion
Les champignons, et plus précisément les mycoendophytes, qui réveélent 1’impact de
I’antimoine et I’arsenic sur les populations microbiennes cultivables des sols, sont les moins

abordés parmi les études menées dans ce domaine (Singh et al., 2015).

L'antimoine est le métalloide le moins distribué dans I'environnement, contrairement a
l'arsenic (Wang et al., 2010). En effet, I’attention sur ce polluant (Sb) est presque inexistante.
Mais au cours des 30 derni¢res années, ce métalloide est devenu un polluant trés répandu.
Selon Mubarak et al. (2015), la contamination des sols par Sb, due aux activités humaines, a
considérablement augmenté et constitue une grave menace pour la santé humaine, pour
d'autres organismes vivants et I’environnement. Le développement des biotechnologies

d'élimination de Sb des sites contaminés est donc nécessaire.

Comme cela a été abordé précédemment, une ¢tude antérieure a révélé des niveaux trés
¢levés de Sb et As dans les sols entourant les déblais d’une ancienne mine d’antimoine
(jusqu’a 81446 mg / kg) dans le Nord-Est algérien et plus précisément & Ain Babouche de la
wilaya d’Oum El Bouaghi, entralnant des modifications de la végétation spontanée et
I’adaptation de certaines plantes résistantes a ces fortes concentrations en métalloides comme

Hedysarum pallidum Desf. et Lygeum spartum L. (Rached-Mosbah et al., 1988).

De ce fait, le présent travail se focalise sur la sélection et 1’identification parmi les
mycoendophytes isolés a partir des racines des plantes citées précédemment, des

mycoendophytes résistants / tolérants a As et Sb, en déterminant leurs CMIs.

D’aprés la littérature, les valeurs des CMIs suggerent le niveau de résistance / tolérance
ou de sensibilité d’un microorganisme vis-a-vis I’élément considéré (Zafar et al., 2007). Selon
Ahmad et al. (2006), Zafar et al. (2007) et Ansari et Malik (2010), les environnements
contaminés par des métaux contiennent une flore fongique relativement plus résistante que les

environnements non contamingés.

Cependant, il n'existe pas de critéres stricts pour la désignation d'un champignon
particulier comme résistant / tolérant ou sensible aux métaux. La concentration minimale
inhibitrice (CMI) d'un métal, suffisamment supérieure a la CMI50 (Concentration nécessaire
pour inhiber 50% des cellules viables d’un individu) peut étre considérée comme tolérante ou

résistante (Ahmed et al., 2011).
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Par conséquent, les valeurs minimales des CMIs désignent la toxicité élevée de métaux

lourds et les valeurs maximales montrent la faible toxicité de ces métaux (Mishra et al., 2015).

Les CMIs des deux métalloides As (III) et Sb (III) déterminées sur toutes les especes
mycoendophytes isolées dans cette étude (Figure 10) permettent de distinguer que certains
isolats ont résisté¢ a des doses ¢élevées en As et Sb, de 30 mM et 500 mM respectivement,
correspondant aux valeurs maximales déterminées par Benhamdi et al. (2014) dans la zone
miniére 62000 = 4924 mg / kg Sb, 2300 + 186 mg / kg As. Au-dela de ces concentrations, les
CMIs ont été définies, a savoir CMIss = 40mM soit = 3000 ppm et CMlIsp = 525mM soit=
64000 ppm. Ceci montre que les valeurs obtenues different de celles rapportées par d’autres
auteurs comme Chan et al. (2014), qui ont trouvé que Acidomyces acidophilus avait toléré des
doses supérieures a 20000 mg/L. d’As et 300 mg/L de Sb, soit 20000 > CMIas > 25000 mg/L.

Cette différence dans les concentrations critiques peut étre expliquée par :

v" la méthode de détermination de la CMI (en milieu liquide, en milieu solide en
utilisant des disques ou par solutions sporales) ;

v' le type de milieu (milieu riche ou pauvre) ;

v" la nature du sel métallique ;

v la souche fongique testée et son origine.

Tous ces facteurs peuvent avoir une grande influence sur la toxicit¢ des métaux et par

conséquent sur les valeurs des CMIs.

Il est trés important de signaler que les travaux menés dans ce contexte sur 1’antimoine
sont trés rares, voire inexistants c’est pourquoi, la comparaison des résultats des CMIs
obtenus n’a pas pu avoir lieu avec ceux de la littérature. En revanche, une étude menée au
Laboratoire de Biologie et Environnement, a montré que Serratia marcescens, une bactérie
endophyte, isolée a partir des racines d’Hedysarum pallidum Desf., a une CMI de 450 mM
pour Sb (Kassa-Laouar et al., 2020), et une CMI de 175 mM d’As (données non publiées.
Kassa-Laouar, 2020).

Selon les travaux de Khan et al. (2018) portant sur le pouvoir potentiel des champignons
de tolérer 1’arsenite (III), sur 18 souches fongiques, les isolats d’Aspergillus fumigatus et de
Fusarium oxysporum étaient les plus résistants a 1’arsenite, avec des CMIs de 2000 et 2400

ppm respectivement. Ce qui concorde avec les résultats obtenus pour Fusarium oxysporum :
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sa résistance est de 30 mM soit 2248 ppm et pour Curvularia sp. elle est de 5 mM soit 375
ppm As, contrairement & Aspergillus fumigatus qui s’est montré sensible, avec une : 5 > CMI
> 10 mM soit 375 > CMI > 750 ppm. Toutefois Penicillium sp. 4 s’est montré 7 fois plus

tolérant que Penicillium isolé des sols d’Islamabad avec une CMI de 100 ppm.

Oladipo et al. (2016) ont rapporté qu’Aspergillus tubingensis isolé des sols contaminés
par les métaux lourds au Nigeria, a résist¢ a 100, 1000, 400, 500 et 800 ppm de Cd, Cu, Pb,
As et Fe respectivement. Or, dans la présente étude, cette méme souche isolée des racines

d’une plantes accumulatrice d’As et Sb a résisté jusqu’a 1500 ppm As et 61000 ppm Sb.

Selon Canovas et al. (2004), Aspergillus sp P37 a la capacité de tolérer une trés forte
exposition a As (V) allant jusqu’a 200 mM soit =15000 ppm. Il a été également rapporté par
Mukherjee et al. (2010) qu’Aspergillus niger est parvenu a résister jusqu’a 100 ppm As, et
selon ce méme auteur dans une autre étude 4. niger a présenté une CMI 1200 ppm As
(Mukherjee et al., 2013). Ceci suggere que ces champignons sont capables d’élaborer diverses
stratégies de résistance a l'arsenic et a d'autres métaux lourds pour parvenir a croitre sur de

tels substrats fortement toxiques.

D’aprés Singh et al. (2015) les espéces d’Aspergillus spp. Fusarium spp. et
Trichoderma spp. ont toléré des doses allant jusqu’a 10000 mg / L d’arsenite, a I’exception
des especes de Penicillium spp. qui n’ont pas pu pousser en présence de ces doses trop
élevées.

Il est a remarquer, que chaque espece possede son propre profil de résistance / tolérance,
prenant I’exemple d’Aspergillus fumigatus isolé a partir des racines d’H. pallidum, qui parait
trés sensible a As et résiste jusqu'a 30 mM Sb, alors que la méme espéce isolée des racines de
L. spartum a toléré 5 mM As et 50 mM Sb, sachant qu’H. pallidum concentrait dans ses
racines jusqu’a 90 ppm Sb et 27 ppm As, alors que L. spartum concentrait 61 ppm Sb et 71
ppm As (Benhamdi et al., 2014) ; donc, comme il a été suggéré, 1’origine de la souche a une
influence sur son comportement cellulaire vis-a-vis de la toxicité de 1’¢lément considéré, et
pourtant l'antimoine et l'arsenic partagent des propriétés chimiques et toxicologiques
similaires (Wang et al., 2010).

Le second volet consiste a identifier les deux mycoendophytes potentiellement résistants
a I’antimoine et 1’arsenic via 1’approche moléculaire. En se basant sur les caracteres culturaux
et morphologiques des deux mycoendophytes, des marqueurs phylogénétiques ont été choisi

afin de les identifier jusqu’a I’espece.
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La caractérisation phylogénétique d’un fragment génomique d'ADN ribosomique
constitu¢ de séquences (ITS) 1 et 2 et d'ADNr 5,8S en utilisant une combinaison d’amorces
universelles a savoir ITSIF et ITS4, cette analyse n’a pas donné de résultats concluants pour
la souche mycoendophyte H2. En comparant les séquences de cette région ITS avec les
especes apparentées au BLASTn, la souche H2 a montré une homologie de 99,83% avec une
souche endophyte portant le numéro KT202946.1, ce qui conduit a confirmer que H2 est une
vraie endophyte. Il est a signaler que cette méme souche était homologue a Aspergillus niger,

A. sp. et A. tubingensis avec le méme score.

D’apres la littérature, méme si la région ITS fonctionne bien en tant que marqueur de
code-barres fongique approprié, elle a fait ’objet d’un débat controversé. En effet la région
ITS ne fonctionne pas bien chez certains genres trés spécifiques tels que Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium, Penicillium et Trichoderma, car ces taxons ont des lacunes de code-
barres trés étroites voir aucune dans leurs régions ITS (Raja et al., 2017), ce qui concorde

avec les résultats obtenus de cette partie.

De ce fait, l'utilisation du marqueur ITS seul a des fins d'identification peut ne pas
suffire dans certains clades de champignons, et I'utilisateur peut étre amené a séquencer un ou
plusieurs geénes codant pour une protéine a copie unique pour certains genres et / ou lignées de
champignons, afin d'obtenir une identification plus précise au niveau de l'espece (par exemple
Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Fusarium et Trichoderma) (O’Donnell et Cigelnik,

1997 ; Skouboe et al., 1999 ; Pryor et al., 2002 ; Schubert et al., 2007 ; Stielow et al., 2015).

L'un des avantages de l'utilisation de la région ITS comme marqueur standard est que la
plupart des especes fongiques ont été identifiées sur la base de cette région génomique
(Benson et al., 2015). Schoch et ses collaborateurs. (2012) estiment que seules environ 50%
des séquences ITS déposées dans des bases de données publiques sont annotées au niveau de
l'espece. De plus, Nilsson et ses collégues. (2006) ont estimé que plus de 10% de ces

séquences ITS fongiques entierement identifiées étaient mal annotées au niveau de 1'espece.

Pour les mycologues I'utilisation des marqueurs phylogénétiques (les génes codants
pour les protéines) tels que les Beta-tubuline (fub2 / BenA), les facteurs de traduction et
d’¢longation 1-alpha (tef1), la plus grande (RPBI) et la deuxieme plus grande (RPB2) sous-

unités de I'ARN polymérase et la calmodulin (CaM), offre un meilleur potentiel pour servir de
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code a barres d'ADN secondaire, et une résolution supérieure a ITS (Rehner et Buckley,

2005).

En se basant sur la littérature, la souche étudiée (HS5) résistante a I’arsenic a été affiliée a
Fusarium oxysporum en amplifiant le marqueur moléculaire (fef7), en utilisant les amorces
EF1-EF2. Les résultats obtenus corroborent les travaux de Geiser et al. (2004) et Macia-
Vicente et al. (2008) qui recommandent 1’utilisation des facteurs de traduction et d’élongation

1-alpha (fef1) pour une meilleure identification des especes Fusarium spp.

Les marqueurs phylogénétiques RPB1, RPB2, tub2 / BenA et la calmodulin (CaM) sont
utiles pour l'identification des espéces chez certaines lignées de champignons comme les

Eurotiales, qui comprennent Aspergillus et Penicillium (Houbraken et al., 2011 ; Samson et

al., 2014 ; Visagie et al., 2014).

Il existe une ambigiiit¢ sur I’identité de la souche endophyte H2 affiliée au genre
Aspergillus, sur la base de la littérature et les informations non convaincantes données par les
ITS. Une discrimination de cette souche H2 a été menée par I’amplification du gene
Calmodulin en utilisant des amorces spécifiques NIG1/NIG2 pour Aspergillus niger et
TUBI1/TUB2 pour Aspergillus tubingensis (Susca et al., 2007 ; Noonim et al., 2008). C’est
ainsi que la séparation des amplicons sur le gel d’agarose a donné une premicere information
sur I’identité de la souche en question. Ensuite, apres le séquencage, les s€quences obtenues
ont été¢ comparées avec celle de la banque de données (GenBank). La souche endophyte H2
résistante a 1’antimoine a ¢été identifiée comme étant Aspergillus tubingensis, portant le

numéro d’accession MH189391.1 avec 100% d’homologie avec les espéces apparentées.

Les deux especes Aspergillus tubingensis et Fusarium oxysporum isolées pour la
premiére fois des racines Hedysarum pallidum Desf., poussant sur les déblais de la mine
d’antimoine et d’arsenic de la région d’Ain-Babouche, s'avérent étre de véritables endophytes,

car elles ont été isolées a partir de nombreuses especes végétales.

L’espéce A. tubingensis a été isolée des racines d'autres especes végétales, Pongamia
pinnata par Huang et al. (2010), des racines de Tetragonia tetragonoides par You et al.
(2016), des tissus de mangroves par Bacal et Yu (2017) et également A. tubingensis
(KJ476743.1) par Ma et al. (2015) des racines de Lycium ruthenicum.
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Qayyum et al. (2016), ont isolé A. tubingensis (KM977888.1) a partir d’un sol industriel
contaminé par des métaux lourds, et I’ont considéré comme étant un moyen précieux pouvant

étre utilisé de maniére significative pour la biolixiviation ou la bioremédiation.

Fusarium oxysporum est un champignon phytopathogéne bien connu qui affecte des
centaines de cultures dans le monde entier. La plupart des études sur les champignons portent
sur la capacité de F. oxysporum a provoquer le flétrissement chez un hote particulier (Demers
et al., 2014). Ce champignon peut également infecter et coloniser les plantes de manicre
asymptomatique en tant qu'endophyte. Il a aussi été isolé a partir des racines de plantes de
mangroves : Acanthus ilicifolius, Avicennia officinalis, et Rhizophora mucronata, 3 Udyavara
(Karnataka) sur la cote ouest de 1I’Inde par Ananda et Sridhar (2002), et par Mishra et al.
(2014) a partir des racines de Pennisetum glaucum, et par Gonzalez-Teuber et al. (2017) a
partir des racines de Chenopodium quinoa. 1l a été rapporté par de nombreuses études que
Fusarim oxysporum tolérait de fortes teneurs en métaux lourds, comme évoqué

précédemment.

Cette analyse microbiologique a permis de conclure qu’H. pallidum Desf. héberge dans
ses racines plusieurs espéces mycoendophytes, parmi lesquelles un endophyte a pu tolérer 500
mM Sb, identifié comme étant Aspergillus tubingensis, par comparaison des séquences du
gene Calmodulin avec les especes apparentées du GenBank. Un autre endophyte a été affili¢ a
Fusarium oxysporum résistant jusqu’a 30 mM As. Quant a Lygeum spartum L. qui héberge
aussi une large diversit¢ mycoendophyte dans son systéme racinaire, ces endophytes ont

montré une certaine sensibilité a ces deux métalloides par rapport a ceux isolés d’H. pallidum.

Rappelons qu’Hedysarum pallidum Desf. et Lygeum spartum L. peuvent tolérer de
fortes concentrations en métalloides dans le sol, soit par leur capacités a les accumuler dans
les tissus comme c’est le cas pour H. pallidum, soit par leur tendance a les exclure de leurs
tissus comme c’est le cas pour L. spartum, ce qui mene a confirmer I’existence de différents
mécanismes de tolérance en fonction de la plante. La présence de la flore mycoendophyte
chez H. pallidum aide I’hdte a tolérer et accumuler 1’antimoine et 1’arsenic. Par ailleurs
plusieurs travaux dans ce contexte ont montré que I’interaction symbiotique entre les plantes
et les endophytes notamment chez Glomus deserticola considéré comme endomycorhize, a un
effet spécifique sur la tolérance et I’accumulation des métaux lourds dans leurs plantes-hotes

(Arias et al., 2010).
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Chapitre 2 : Analyses toxicologiques

Dans cette partie, des analyses toxicologiques in vitro sur les deux mycoendophytes
Aspergillus tubingensis et Fusarium oxysporum résistants a Sb et As respectivement, ont été
effectuées au Laboratoire de Biochimie & Physiologie Moléculaire des Plantes (INRA
Montpellier), afin de déterminer les mécanismes cellulaires de résistance de ces souches vis-a-

vis de la toxicité du milieu.

Ce genre d’investigation est basé sur I’évaluation de la capacité de la bioaccumulation
et de 1’¢limination de Sb et d’As par la biomasse active de ces mycoendophytes, en dosant les
différentes teneurs de ces métalloides dans la biomasse fongique et le milieu, aprés culture.
Mais malheureusement le dosage dans le milieu de culture n’a pas été mis en évidence en

raison de la difficulté a analyser ces métalloides.

L’évaluation de I’'impact de Sb et d’As sur la biomasse d’Aspergillus tubingensis et
Fusarium oxysporum par leur poids sec, et la détermination de la capacité de cette biomasse
fongique active des deux mycoendophytes a accumuler et a éliminer ces métalloides, ces
analyses ont ét¢ effectuées par la méthode spectroscopique en utilisant le Agilent 4100

Microwave-Plasma Atomic-Emission-Spectoscopy (par extension MP-AES).
1. Impact de Sb et As sur la croissance des deux mycoendophytes

Les figures 18 et 19 montrent I’impact de la toxicit¢ de Sb et d’As sur le poids sec des
mycéliums d’Aspergillus tubingensis et Fusarium oxysorum cultivés sur bouillon Sabouraud a
différentes concentrations de Sb (III) et As (III). Cette toxicité se manifeste de facon globale
par une réduction tres significative et négative du poids sec de la biomasse fongique des deux
mycoendophytes en fonction de I’augmentation de la teneur en As et Sb dans le milieu de

culture.
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Figure 18 : Poids sec d’A4. tubingensis et F. oxysporum apres 96h d’incubation sur bouillon
Sabouraud supplémenté par différentes concentrations de Sb (III)

Pour A. tubingensis, a 5 mM Sb une légeére augmentation (9%) de la biomasse
fongique par rapport a celle du témoin a été notée. Mais a partir de 10 mM Sb une diminution
significative et progressive de la biomasse fongique a été constatée. A 50 mM Sb, malgré la

toxicité du milieu, le mycoendophyte a gardé 49% de sa biomasse.

Quant a Fusarium oxysporum, a 5 mM Sb a perdu 31% de sa biomasse
comparativement a celle du témoin. Au-deld de cette concentration une diminution
progressive et significative du poids sec est observée, a 50 mM Sb, ce mycoendophyte a

conservé uniquement 36% de sa biomasse par rapport au témoin.

La figure 19 montre I’effet des concentrations croissantes d’As sur la biomasse
d’Aspergillus tubingensis et Fusarium oxysporum représentée par leur poids sec. Cela permet
de constater que ce poids sec a subi une diminue significativement avec I’augmentation des
teneurs en As dans le milieu, tout en restant relativement important : 64% de la biomasse du
témoin a 250 ppm pour Fusarium oxysporum et 45% a 30 ppm pour Aspergillus tubingensis.
Ceci permet de déduire que I'impact de [D’arsenic sur la biomasse fongique des

mycoendophytes est plus élevé que celui de I’antimoine.
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Figure 19 : Poids sec d’A4. tubingensis et F. oxysporum apres 96h d’incubation sur bouillon
Sabouraud supplémenté par différentes concentrations d’As (I1I)

2. La bioaccumulation des métalloides par la biomasse active des

mycoendophytes

Les figures ci-dessous (20, 21, 22, et 23) montrent que les mycoendophytes sont
capables d’absorber / accumuler le Sb (III) et As (III) par voie intracellulaire. Généralement,
la teneur prélevée de Sb et d’As augmente progressivement en fonction des concentrations de
I’antimonite et de 1’arsenite dans le milieu de culture, ce qui n’est pas le cas pour les cellules

des témoins ou ’absence des métalloides est relevée.
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Figure 20 : Teneurs de Sb (III) accumulées par A. tubingensis et F. oxysporum

Il ressort des figures 20 et 21, que I’accumulation d’antimonite par la biomasse
Aspergillus tubingensis est trés significative par rapport a celle de Fusarium oxysporum pour
les deux longueurs d’onde (217,581 nm et 231,147 nm) avec un pourcentage maximal
d’élimination de 30,39% noté a 10 mM a Sb 217.581 nm et de 21% a 40 mM a la deuxieme
longueur d’onde, le prétraitement a I’HCI et la thiourée offre une meilleure détection de Sb
pour A. tubingensis contrairement a F. oxysporum, ou on note un maximal d’élimination de

11% a 50 mM.
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% d'élimination de Sb d’A. tubingensis et F. oxysporum
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Figure 21 : Pourcentage d’¢limination de Sb (III) par A. tubingensis et F. oxysporum

Les résultats des teneurs d’arsenite accumulées par la biomasse fongique des
mycoendophytes, donnés dans la figure 22, ressortent que 1’accumulation est trés faible chez
Aspergillus tubingensis et Fusarium oxysporum. Quant aux teneurs accumulées d’arsenite,
elles sont presque nulles chez les deux endophytes tests, surtout lorsque le prétraitement a
I’HCI et a la Thiourée est réalisé. Ainsi la limite de détection d’As est similaire pour les

faibles teneurs comme pour les plus fortes.

Teneurs en As d'A. tubingensis et F. oxysporum

o = ot
w - w N (O3]
L

Teneurs en As accumulées en ppm
o

c1 c2 3 c4

M H2 Avec prétraitement M H2 Sans prétraitement H2 (5, 10,20,30 ppm)

B Hg Avec prétraitement H5 Sans prétraitement Hs (100, 150, 200, 250 ppm)

Figure 22 : Teneurs d’As (III) accumulées par 4. tubingensis et F. oxysporum
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L’accumulation de 1I’As pour les deux souches n’est pas significative en particulier
pour Fusarium oxysporum par rapport aux doses d’arsenite dans le milieu de culture, son
pourcentage d’élimination (figure 23) n’a pas dépassé 1,45%, sachant que ce mycoendophyte

résiste jusqu’a 30 mM As soit 2250 ppm.

% d’élimination d’As d’A. tubingensis et de F. oxysporum
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m H2 Avec prétraitement m H2 Sans prétraitement H2 (5, 10,20,30 ppm)
" Hg Avec prétraitement Hs5 Sans prétraitement Hs (100, 150, 200, 250 ppm)

Figure 23 : Pourcentage d’¢limination d’As (II) par A. tubingensis et F. oxysporum

88



Résultats et discussion

Discussion

Les tests de toxicité in vitro ont montré qu'dspergillus tubingensis est tolérant a des
concentrations d’antimoine allant jusqu'a 500 mM Sb, soit 60880 mg kg' et Fusarium
oxysporum jusqu’a 30 mM As, soit 2248 mg kg! ce qui correspond au niveau maximal de Sb

déterminé dans la région miniére (Benhamdi et al., 2014).

L'effet toxique de Sb et As sur ces deux endophytes est mis en évidence par la
diminution significative de la biomasse en fonction de 'augmentation des concentrations de
Sb et As dans le milieu de culture. Ceci est confirmé par la corrélation négative et tres
significative de la biomasse avec les doses des métalloides. Cette diminution peut s’expliquer
par la modification des mécanismes physiologiques des souches tests en réponse a la toxicité
du milieu. Ce qui est similaire a la réponse obtenue par Aspergillus niger en présence
d’arsenite (Mukherjee et al., 2010), par Aspergillus nidulans, en présence de cadmium (Guelfi
et al., 2003), et par Aspergillus foetidus en présence de plomb et de cadmium (Charkraborty et
al., 2012 ; 2014).

D’aprés Niklinska et Chmiel (1997) les métaux lourds affectent la croissance, la

morphologie ou le métabolisme des microorganismes des sols contaminés par les ETM.

En fait, selon Chakraborty et al. (2012, 2014) les quantités métalliques non Iétales
induisent une perturbation de la perméabilité membranaire de la cellule fongique et, par

conséquent, une perte importante d'éléments nutritifs essentiels a leur croissance.

De méme, A. tubingensis et F. oxysporum étudiés ont conservé encore une biomasse
significative de 49 et 36% du témoin, respectivement a2 50 mM Sb, soit 6088 mg kg !. Ces
mycoendophytes ont gardé 45 et 64% de leur biomasse a 30 et 250 ppm d’arsenite
respectivement. Un tel résultat montre une résistance importante de ces espéces a la toxicité
de I’antimonite et de 1’arsenite. L’augmentation significative de la biomasse a 5 mM Sb
observée par rapport au témoin, a montré que la croissance de la souche est stimulée par la
présence de Sb. Or, la concentration de 5 mM, soit 609 mg kg™ est relativement élevée car les

niveaux normaux de Sb dans les sols sont inférieurs a 8 mg kg (Clemente 2013).

Selon Benhamdi et al. (2014), la teneur maximale de 1’antimoine (183 mg kg™),

déterminée dans les racines de H. pallidum a partir desquelles A. tubingensis a été isolé,
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s’avere également bien plus élevée que les teneurs normales des sols contaminés par le Sb.
Un tel résultat montre que 1’adaptation de ces souches fongiques a des niveaux excessifs de
Sb dans I’environnement naturel n’a pas entravé leur développement a des concentrations

seuils relativement élevées.

De méme les travaux de Neijssel et al. (1990) ont révélé que l'antimoine a une
concentration de 5 ppm stimule la production cellulaire de deux bactéries, Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus mieux qu’a 1 ppm. Dans la présente étude, la présence d'ions
potassium dans le tartrate trihydrate d'antimoine et de potassium utilisés comme source de Sb,
semble influencer la croissance fongique. En effet les bactéries comme les champignons ont
une concentration élevée de potassium dans leur cytoplasme et cytosols, et leur croissance

peut étre limitée par la forte disponibilité de potassium dans le milieu.

Au-dela d’un certain seuil (plus hautes concentrations utilisées pour les tests),
I’antimonite et I’arsenite deviennent toxiques pour les souches en réduisant leur croissance,
mais cette toxicité reste peu prononcée car ces souches conservent encore une biomasse
importante. Par ailleurs les résultats obtenus dans la présente analyse sont corroborés par les
travaux de Guelfi et al. (2003) pour le cadmium, Mukherjee et al. (2010) pour I’arsenic et
Chakraborty et al. (2012) pour le plomb.

La pollution de I’environnement par les métaux lourds et les métalloides, due aux
activités industrielles et au développement technologique, constitue une menace significative
pour l'environnement et la santé publique en raison de leur toxicité, leur non-biodégradabilité
et leur bioaccumulation dans les chaines alimentaires terrestres et aquatiques (Pérez-Marin et

al., 2008).

La plupart des méthodes physico-chimiques utilisées pour éliminer ces polluants sont
colteuses, inefficaces et demandent beaucoup de travail. C’est pourquoi, 1’attention s’est
portée ces derniéres années sur le potentiel biotechnologique des microorganismes pour
¢liminer les métaux, directement, des milieux pollués, vu que la présence des
microorganismes favorise la croissance des plantes dans les sols contaminés par des métaux

(Deng et al., 2012).

90



Résultats et discussion

Etant donné que les plantes accumulatrices de métaux peuvent supporter des
concentrations élevées de certains métaux lourds, elles peuvent héberger divers endophytes

présentant un potentiel de bioremédiation (Xiao et al., 2010).

Par conséquent, 1’objectif de cette étude était d'évaluer les applications potentielles des
mycoendophytes Aspergillus tubingensis et Fusarium oxysporum 1isolés des racines
d’Hedysarum pallidum Desf. accumulatrice de métalloides, pour la bioremédiation de

I’antimoine et 1’arsenic des environnements contaminés.

Les résultats des analyses toxicologiques par MP-AES suggérent que les deux
mycoendophytes tests accumulent de manicre significative des doses importantes de Sb dans
leur biomasse totale, car elles tolérent, accumulent et éliminent des quantités importantes
d’antimonite du milieu de culture. De méme, une augmentation trés significative et positive
de la teneur intracellulaire de Sb, avec I’augmentation des doses de Sb dans le milieu de
culture, est observée pour A. tubingensis et F. oxysporum pour les deux longueurs d’ondes,

que ce soit avec prétraitement a I’HCI et la Thiourée ou sans.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de plusieurs études sur les métaux
lourds : Mukherjee et al. (2010) ; Chakraborty et al. (2012 ; 2014). Par contre pour les teneurs
d’arsenite accumulées, I’augmentation n’est pas significative avec I’augmentation des doses
d’As dans le milieu de culture, pour les deux souches tests. Ces résultats sont en concordance
avec I’é¢tude de Cernansky et al. (2009), mettant en évidence, d’une part que la biomasse
d’Aspergillus niger accumulait de 0,1 ppm a 4,24 ppm et de 0,3 ppm a 17,06 ppm de 1’arsenic
trivalent et d’autre part que la capacité de cette souche a la biovolatilisation d’As (III) était de

13 et 17% pour 4,24 ppm et 17,06 ppm respectivement.

Cependant Mukherjee et al. (2010) a trouvé que la teneur intracellulaire en As augmente
progressivement avec 1’accroissement d’arsenite dans le milieu de culture et 1’accumulation

maximale est déterminée aux alentours de 8 mg kg' a 75 mg L1,

La capacité de résistance aux métaux lourds est définie par la capacité d'un micro-
organisme a réagir et a mettre en ceuvre des mécanismes pour les tolérer. Les mécanismes de
résistance a la survie des champignons incluent la biosorption cellulaire, la précipitation
extracellulaire, la complexation, la compartimentation intracellulaire et la séquestration des

métaux lourds (Gadd, 1994 ; Zafar et al., 2007). La biosorption des métaux lourds repose sur
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des especes ioniques associées aux polysaccharides extracellulaires ou a la surface des

cellules, aux protéines et aux chitines (Du et al., 2009).

Il ressort de la présente expérience, que la quantité de biomasse des deux souches tests
en présence d’arsenite, est relativement constante, donc les sites actifs sont limités. Lorsque la
majorité¢ des sites actifs sont occupés par des ions métalliques, la concentration d’As

n’augmente pas de maniere significative (Zeng et al., 2013).

Les travaux de Mukherjee et al. (2013) montrent qu’Aspergillus flavus est capable
d'¢éliminer plus d'arsenic qu’Aspergillus niger. Ces deux souches ont révélé leur efficacité
d'¢limination maximale (70% a 76%) lorsqu'elles sont cultivées a une concentration de 100

ppm d'arsenic.

Selon, Bhar et al. (2003) Aspergillus, Rhizopus et Penicillium €liminent 1'As (III) et
I'As (V) et ils ont trouvé que Penicillium avait une efficacité d'élimination maximale pour les
deux formes d’As, qui augmente avec le temps d'incubation (du 3™ au 6°™ jour) et une

saturation allant au 9°™ jour.

Ridvan (2003) a également travaillé sur Penicillium purpurogenum pour montrer la
capacité de bioaccumulation des métaux lourds Pb, Cd, As et Hg. Il a observé une

accumulation selon 1’ordre : Pb (II)> Cd (II)> Hg (I1)> As (III).

Les résultats obtenus pour 1’arsenic sont en accord avec les conclusions d'un groupe de
chercheurs sur le potentiel d'élimination de l'arsenic par Aspergillus candidus et par A. flavus
(Vala, 2010 ; Maheswari et Murugesan, 2011). De méme, Srivastava et al. (2011) ont identifi¢
pres de dix especes tolérantes jusqu’a 5000 mg / L d’arsenic et ils ont signalé que le potentiel
d'¢limination de l'arsenic par Trichoderma est de 59 % et celui d’Aspergillus sp est de 85%,

ces deux especes sont isolées de sites contaminés par l'arsenic au Bengale occidental.

Peciulyté et Dirginciuté-Volodkiené (2012), Gupta et al. (2015) et Ayangbenro et
Babalola (2017) ont rapporté que les champignons ayant la plus grande résistance aux métaux
lourds ne les accumulent pas dans leur biomasse mais les lient a la surface de leurs parois

cellulaires, ce qui empéche leur pénétration.

La littérature montre que les champignons sont des accumulateurs potentiels de

métaux grace a leurs parois cellulaires riches en chitine, en ions inorganiques, en
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polysaccharides, en protéines et en lipides contenant des groupes fonctionnels potentiellement

complexant (Trevors et al., 1986 ; Gaad, 1993, Tkaczuk et al., 2019).

La premicre barriecre comprend des substances excrétées telles que des acides
organiques et / ou des protéines capables d’immobiliser les métaux lourds. La deuxiéme
barriere comprend la liaison (non spécifique) de métaux lourds par la paroi cellulaire et de
mélanines situées dans la paroi cellulaire. Les métaux lourds toxiques qui ne peuvent pas étre
retenus a l'extérieur de la cellule doivent étre détoxifier a l'intérieur de la cellule (Mishra et
Malik, 2013 ; Ayangbenro et Babalola, 2017). Ceci concorde avec les résultats de Fusarium

oxysporum obtenus dans cette analyse.

Enfin, compte tenu des résultats obtenus et comparativement avec ceux des nombreux
auteurs sur le mécanisme cellulaire de Fusarium oxysporum et Aspergillus tubingensis, ne
sont pas concluants car le dosage des métalloides dans les milieux de culture résiduels n’a pas
été¢ effectué, alors qu’il donne des informations complémentaires sur la capacité de

biovolatilisation.

A cet égard des analyses biochimiques ont ét¢ menées, pour mieux cerner les
mécanismes de résistance et/ ou tolérance contre la toxicité des polluants dans les

environnements.

93



Résultats et discussion

Chapitre 3 : Analyses biochimiques

Les stress environnementaux tels que l'exposition aux métaux lourds favorisent la
formation d'espéces réactives d’oxygene (ROS), telles que les radicaux hydroxyles (OH"), les
radicaux superoxydes (0;") et le peroxyde d'hydrogéne (H20:), qui pourraient induire ou
exacerber un stress oxydatif intracellulaire. Ces ROS peuvent entrainer une oxydation non
spécifique des protéines et des lipides membranaires ou endommager ' ADN (Lazarova et al.,
2014). Les mécanismes de défense qui neutralisent l'impact des ROS, notamment les systémes
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, existent dans toutes les cellules aérobies.
Les interactions entre les ¢léments métalliques, le niveau du stress oxydatif et la défense anti-
oxydante jouent un role important dans la réponse écotoxicologique des microorganismes

dans des environnements pollués (Kaminski et al., 2007).

Afin d’évaluer le potentiel des défenses antioxydantes en réponse au stress généré par la
toxicit¢ de I’antimoine et de I’arsenic, la présente expérimentation se focalise a analyser
I’effet de l’augmentation des concentrations en ions Sb et As sur les biomarqueurs
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques d’Aspergillus tubingensis et Fusarium
oxysporum afin d’évaluer si ces enzymes antioxydantes ont un rdle dans la tolérance des
mycoendophytes aux métalloides, et la possibilité¢ de les utiliser comme agents potentiels de

bioremédiation.
1. Effet de Sb et d’As sur le pH du milieu de culture

Apres 96h de croissance d’Aspergillus tubingensis et de Fusarium oxysporum, des
variations de pH sont observées (Tableau 9). Pour les groupes témoins, le pH du milieu a
diminué de 6,39 a 3,80 + 0,011 pour le premier groupe et de 6,39 a 5,43 + 0,026 pour le
second. En augmentant les doses de Sb (entre 5 et 30 mM), le pH des milieux diminue

graduellement pour le groupe d’A4.fubingensis. Or, a 20 mM Sb le pH baisse a 4,02 + 0,03.

Pour le groupe F. oxysporum, la diminution du pH n’est pas significative, méme avec
I’augmentation des doses de Sb dans le milieu, d’ailleurs que ce soit a 5 mM ou 30 mM Sb, le

pH diminue de 6,34 2 4,97 = 0,030.
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Tableau 9 : Variations du pH du bouillon Sabouraud tamponné additionné¢ de Sb aprés la
croissance fongique

Concentration Aspergillus tubingensis Fusarium oxysporum
de Sb (mM) pH initial du milieu pH final du milieu pH initial du milieu pH final du milieu
de culture résiduel de culture résiduel

0 6,39 + 0,036 3,80+ 0,011 bc 6,39 + 0,025 5,43 +£0,026 b
5 6,36 £ 0,035 3,81+0,015¢ 6,34+ 0,017 5,07+ 0,025 a
10 6,37 £0,100 3,73+ 0,026 ab 6,32 + 0,020 4,95 +0,015 a
20 6,38 + 0,056 4,02 +0,03d 6,35 £0,020 5,07 £0,020 a
30 6,38 £0,076 3,68 £ 0,026 a 6,43 £ 0,026 4,97 +0,030 a

Les variations du pH des milieux apres 96 h d’incubation (Tableau 10), montrent que le
pH du groupe témoin d’A4. tubingensis a d’avantage diminué (6,21 a 4,48 + 0,083) que celui
du groupe témoin de F. oxysporum (6,31 a 5,43 +0,026).

Pour le lot 4. tubingensis, I’augmentation des doses d’arsenic dans le milieu a induit une
diminution progressive et significative du pH des milieux de culture. Ainsi a 20 mM As le pH
initial était 6,25 est devenu égal a 3,99 + 0,047 a la fin de la culture. Alors que pour le lot F.
oxysporum, la baisse du pH est faible, excepté a 15 mM ou le pH a atteint 4,97 + 0,020.

Tableau 10 : Variations du pH du bouillon Sabouraud tamponné additionné d’As apres la
croissance fongique

Concentration Aspergillus tubingensis Fusarium oxysporum
d’As (mM) pH initial du milieu pH final du milieu pH initial du milieu pH final du milieu
de culture résiduel de culture résiduel

0 6,21 +0,010 4,48 £ 0,083 ¢ 6,31 £0,025 5,43 £ 0,026 a
5 6,22 + 0,015 3,56 £0,020 a 6,37 + 0,06 5,49 + 0,080 ¢
10 6,25+ 0,015 3,650,025 a 6,33 + 0,025 5,05+£0,051bc
15 6,23 £0,010 3,68+ 0,015a 6,36 + 0,017 4,97+ 0,020 ¢
20 6,25 £ 0,020 3,99+ 0,047 b 6,34 £ 0,020 5,14+ 0,026 b

2. Effet de la toxicité de Sb et As sur la croissance des mycoendophytes

La représentation graphique (Figure 24) de I’effet des concentrations croissantes de Sb
et d’As sur la biomasse, représentées par le poids sec d’Aspergillus tubingensis et Fusarium
oxysporum, permet de constater que ces especes subissent une diminution significative de

leurs poids secs avec 1’accroissement des doses de Sb et As dans le milieu.

Pour A. tubingensis, une diminution tres significative du poids sec est notée a 10, 20 et
30 mM de Sb, tout en restant relativement importante (61% de la biomasse du témoin a 30

mM). Mais a 5 mM de Sb, une augmentation significative de la biomasse fongique, de 25%,
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est constatée par rapport au témoin. Or, pour A. tubingensis une diminution hautement
significative et négative du poids sec avec 1’augmentation d’As dans le milieu est notée
(Figure 24 et Tableau 12), qui en présence de 20 mM As a gardé uniquement 36% de sa

biomasse par rapport au témoin.

Quant a Fusarium oxysporum en présence des doses croissantes de Sb et As, il subit une
baisse de croissance se traduisant par la baisse de son poids sec. Cette baisse de poids sec
présente une corrélation négative et hautement significative avec les concentrations de Sb et
As (Tableaux 13, 14), ou F. oxysporum a gardé tout de méme respectivement 66% et 67% de

sa biomasse a 30 mM Sb et 20 mM As.

20 uSh (0, 5, 10, 20, 30 mM) 20 - uSh (0, 5, 10, 20, 30 mM)
u As (0, 5, 10, 15, 20 mM) uAs (0, 5, 10, 15, 20 mM)

—
wn
1

1]
Poids sec de F.oxysporum en mg

Poids sec d'A.tubingensis en mg
—
—J

Co C1 C2 C3 C4 Cco C1 C2 C3 C4

Concentrations Sb et As en mM Concentrations Sb et As en mM

Figure 24 : Poids secs des mycéliums d’A. tubingensis et de F. oxysporum

Les valeurs représentent la moyenne = SEM (n = 3). Les lettres (a, b, ¢, d) représentent les différences
statistiques entre les poids secs en fonction des concentrations croissantes en Sb et As (en utilisant
ANOVA suivie par le test HSD de Tukey, p<0,05).
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concentrations de Sb dans le milieu de culture pour 4. tubingensis

Variables | Poids sec H:0: MDA Proline CAT SOD POD APX
Sb mM -0,7106** 0,8682*** | 0,8415*** | 0,9338*** 0,6885** |  0,9192%** -0,6564** -0,7447%*
Poids sec 1 -0,5353* -0,7058** -0,4358 -0,0960 -0,4979 | 0,9273*** |  0,9108***
H,0; 1 0,6108* | 0,8586*** 0,6054* | 0,8836%** -0,4244 -0,4560
MDA 1 0,7039** 0,3723 0,7109** -0,7120%* | -0,8004***
Proline 1| 0,8498*** | 0,9261*** -0,3955 -0,5108
CAT 1 0,7550** -0,1519 -0,2772
SOD 1 -0,4514 -0,5247*
POD 1| 0,9321%**

Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05
k0 < 0,05, *p < 1072, ***p < 107 m=15)

3. Effet de Sb et d’As sur les biomarqueurs non-enzymatiques

3.1 Teneur intracellulaire en H,O>

Les contenus en H>O» intracellulaire d’A. tubingensis et F. oxysporum en fonction des
concentrations de Sb et As dans le milieu de culture Sabouraud, pour une durée de 96 h, sont

représentés dans la figure 25.

Pour A4. tubingensis, les teneurs en H2O: intracellulaires (Figure 25) ne présentent pas
d'augmentation significative & 5, 10 et 20 mM Sb. A 5 mM Sb, elles sont légérement
inférieures a celles du contrdle, alors qu'a 10 et 20 mM Sb, les augmentations sont de 174% et
197% respectivement par rapport au témoin. A 30 mM de Sb, les teneurs en H>O»
intracellulaire sont significativement supérieures a celles du témoin, qu'elles dépassent de
631%, en présentant une corrélation positive et hautement significative avec les

concentrations de Sb dans le milieu, mais négative et significative avec le poids sec de la

souche (Tableau 11).

L’augmentation de la teneur intracellulaire en H>O: est corrélée de fagon positive et
hautement significative, avec I’accroissement de la toxicité de I’arsenite dans le milieu pour
A. tubingensis. Ainsi, la concentration du peroxyde d’hydrogéne a 20 mM As devient 4 fois
plus importante que celle du témoin. De plus, ces concentrations en H>O> sont négativement

et tres significativement corrélées avec le poids sec de cette souche (Tableau 12).

Pour F. oxysporum, les contenus intracellulaires en H2O> en présence de Sb et As dans
le milieu de culture, augmentent de fagon positive et hautement significative avec la

progression des doses de ces métalloides dans le milieu. Or pour les trois premicres
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concentrations en Sb et As, ’augmentation du H>O> n’est pas significative, car les contenus
en H>O» sont de 146% et 154% respectivement a 10 mM Sb et 10 mM As par rapport au

témoin.

uSh (0, 5, 10, 20, 30 mM) 20 uSh (0, 5, 10, 20, 30 mM)
u As (0, 5, 10, 15, 20 mM) u As (0, 5, 10, 15, 20 mM)

b

15 -

10 -

H,0, d'A.tubingensis (mM g' PF)
=
H,0, d'F.oxysporum (mM g PF)

Co C1 C2 C3 C4 Co C1 C2 C3 C4

Concentrations Sb et As mM Concentrations Sb et As mM

Figure 25 : Teneur intracellulaire en HyO» chez 4. tubingensis et F. oxysporum
Les valeurs des concentrations en H,O» représentent la moyenne £ SEM (n = 3). Les lettres (a, b, c, d)
représentent les différences statistiques entre les concentrations (en utilisant ANOVA suivie par le test
HSD de Tukey, p<0,05).

En effet, les contenus en H,O, sont de 4 a 5 fois plus importants que ceux du témoin
pour 30 mM Sb et 20 mM As respectivement. Pour cette méme souche, les concentrations en
H>O, libérées en présence de Sb, présentent une corrélation négative et hautement
significative avec le poids sec, et une corrélation négative et trés significative avec le poids

sec en présence d’As dans le milieu de culture (Tableaux 13, 14).

3.2 Peroxydation lipidique

Les teneurs en MDA, en fonction des concentrations du Sb et As dans le milieu de
culture, sont représentées dans la figure 26, ou, aprés 96 h de croissance d'Aspergillus
tubingensis et de Fusarium oxysporum, une augmentation significative est notée, des teneurs

en MDA avec l'augmentation de la concentration en Sb et As dans le milieu de culture.

La teneur en MDA d’A. tubingensis s’¢leve significativement a 5 et 10 mM Sb par
rapport au contréle. A 5 mM Sb, la teneur en MDA dépasse celle du controle de 24%, alors
qu’a 10 mM Sb, elle la dépasse de 44%. De 10 a 30 mM Sb, les teneurs en MDA sont restées

significativement invariables. Ces teneurs montrent des corrélations positives et hautement
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significatives avec les concentrations de Sb dans le milieu, positives et significatives avec le

H»>0,, mais négatives et tres significatives avec le poids sec de la souche (Tableau 11).

En présence de doses croissantes d’As pour A. tubingensis, une augmentation
significative est constatée, ou les teneurs en MDA dépassent celles du controle de 50 % et
87% a 10 et 15 mM As respectivement. Alors qu’a 20 mM As le MDA est réduit de 40% par
rapport a 15 mM As.

Les teneurs en MDA sont corrélées de fagon positive et trés significative avec les
teneurs en peroxyde d’hydrogene. Par contre, aucune corrélation n’est observée entre le MDA
et les doses d’As, et le poids sec de la souche A. tubingensis (Tableau 12). En revanche, si la
concentration d’As 20 mM (rn=12) est soustraite, la teneur en MDA devient positivement et
hautement significative, corrélée avec les doses d’As et les contenus en H»O,, mais

négativement et hautement significative, corrélée avec le poids sec (Tableau 15 en annexe 4).

1000 - uSh (0, 5, 10, 20, 30 mM) 1000 - uSh (0, 5, 10, 20, 30 mM)
mAs (0, 5, 10, 15, 20 mM) mAs (0, 5, 10, 15, 20 mM)

750 750 -

500 -

500 -

250 - 250 -

MDA d'A.tubingensis (uM.g™" PF)
MDA d'F.oxysporum (uM.g"' PF)

Co C1 C2 Cc3 C4 Co C1 C2 Cc3 Cc4
Concentrations de Sb et As en mM Concentrations de Sb et As en mM

Figure 26 : Contenu en MDA chez A. tubingensis et F. oxysporum

Les concentrations du MDA de F. oxysporum présentent une augmentation hautement
significative et positive en fonction de I’augmentation des concentrations de Sb et As dans le
milieu de culture (Tableaux 13, 14). Globalement, les concentrations en MDA de cette souche
suivent la méme variation pour les deux métalloides, tout en notant que le MDA libéré en
présence d’arsenic est légerement plus important que celui du Sb. Cette souche présente des
corrélations positives et hautement significatives entre le MDA, les teneurs en métalloides, et

les teneurs en H»O», mais une corrélation négative avec le poids sec.
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concentrations d’As dans le milieu de culture pour 4. tubingensis

Variables | Poids sec H:0: MDA Proline CAT SOD POD APX
As mM -0,8958*** | (,8589%** 0,4530 | 0,7963*** | 0,8045%** 0,5773* 0,6138* -0,5895*
Poids sec 1 -0,7559** -0,3504 | -0,7785%** -0,7002** -0,5172* -0,5367* 0,4242
H,0, 1 0,6251** 0,5606* | 0,8504*** 0,6464** 0,7594** -0,6918+**
MDA 1 -0,1530 |  0,8237*** 0,1645 | 0,9034*** | -0,8598%***
Proline 1 0,3749 0,5958* 0,1258 -0,0481
CAT 1 0,5455* |  0,9464*** -0,7113%*
SOD 1 0,5089 -0,2539
POD 1 -0,7338**

Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05
k0 < 0,05, *p < 1072, ***p < 107 m=15)

3.3 Contenu intracellulaire en proline

La figure 27 présente les teneurs en proline intracellulaire d’A. tubingensis et de F.
oxysporum, aprés 96 h de croissance dans le milieu Sabouraud supplémenté avec des doses
croissantes en Sb et As. Elle fait ressortir que la teneur en proline d’A. tubingensis augmente
significativement a 5 mM de Sb, et qu’elle est de 69% plus élevée que celle du témoin et
significativement trés proche du contenu obtenu a 20 mM de Sb, tandis qu’a 10 mM Sb elle
diminue également et se rapproche du témoin (28% de plus). Les taux de proline augmentent
de maniere significative a 20 et 30 mM Sb, dépassant ceux du témoin de 97,50% et 177%

respectivement.

En général, le diagramme montre une augmentation progressive des taux de proline
avec I’augmentation de Sb, sauf a 5 mM. Par conséquent, ils sont corrélés de maniére positive
et trés significative a hautement significative avec, les doses d’antimonite, les teneurs en H2O»

et en MDA, mais non corrélés avec le poids sec (Tableau 11).

De plus, la proline intracellulaire de cette souche augmente avec 1’accroissement de la
teneur en As dans le milieu. A 5 mM As, I’augmentation de la proline est de 17% par rapport
au témoin. De plus, a 10 et 15 mM As la teneur en proline s’¢éléve a 29% pour les deux
concentrations. Tandis qu’a 20 mM As, la proline atteint une teneur trois fois plus élevée que
celle du témoin. Le tableau 12 de la matrice de Pearson révele des corrélations positives et
significatives a hautement significatives de la proline avec ’arsenite, le H2O> respectivement

et négativement avec le poids sec, mais aucune corrélation avec le MDA.
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Figure 27 : Teneur intracellulaire en proline chez A. tubingensis et F. oxysporum

Pour F. oxysporum, une augmentation significative des teneurs intracellulaires en
proline avec 1’augmentation des doses de Sb et As dans le milieu de culture, est constatée
(Figure 27), mettant en évidence que les taux de proline accumulés lors de I’exposition a Sb
sont plus élevés que ceux de 1I’As. Cette accumulation de la proline est maximale soit 223% a
20 mM Sb alors qu’a 30 mM Sb, elle diminue de 88% par rapport a la concentration
précédente. D’aprés la matrice de Pearson (Tableau 13), la proline ne présente aucune
corrélation avec les doses d’antimonite, le poids sec, la teneur en H>O,, et le MDA ; par
conséquent, si les deux dernic¢res concentrations (20, 30 mM Sb) sont éliminées, lorsque
(n=9), la proline devient trés significativement a hautement significativement corrélée avec

les doses de Sb et les teneurs en H>O; (Tableau 16 en annexe 4).

Quant, en présence d’arsenite dans le milieu, la teneur intracellulaire en proline
augmente de maniére hautement significative avec 1’accroissement des doses d’As, a 5, 10 et
15 et 20 mM As la proline augmente respectivement de 124 %, 137%, 158% et 166% par
rapport au témoin. L’analyse de la matrice de Pearson (Tableau 14), fait ressortir que la
proline intracellulaire est hautement et positivement corrélée avec les doses d’As, d’H20> et

de MDA, mais négativement avec le poids sec de F. oxysporum.

Il est trés important de signaler que les teneurs intracellulaires en proline de F.

oxysporum sont dix fois supérieures a celles d’A. tubingensis.
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4. Effet de Sb et d’As sur les biomarqueurs enzymatiques
4.1 Catalase (CAT)

Globalement, d’apres la figure 28, les activités de la CAT d’A. tubingensis augmentent
progressivement et de manicre significative en fonction des concentrations de Sb dans les
milieux de culture, excepté a 5 mM Sb ou la CAT est significativement plus élevée que celle
mesurée a 0 et 10 mM de Sb, et proche des activités mesurées a 20 et 30 mM de Sb, qui ont
dépassé ceux du témoin de 163% et 197% respectivement. Les activités de la CAT montrent
des corrélations positives et significatives a trés significatives a hautement significatives avec
les teneurs en H»O., les concentrations de Sb et en proline respectivement, et aucune

corrélation avec le poids sec et la teneur en MDA (Tableau 11).
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Figure 28 : Activités de la CAT d’Aspergillus tubingensis et de Fusarium oxysporum

Cette méme souche, a montré une augmentation progressive et significative de l'activité
de la CAT avec I’augmentation des concentrations d’As allant jusqu'a 15 mM d’As (Figure
28). L'augmentation de cette activité est d'environ 3,7 fois et 5,7 fois aux concentrations 5 et
15 mM d’As respectivement, comparativement au témoin. Cependant, une diminution
significative de la CAT est observée a 20 mM As. L'activité de cette enzyme ne présente
aucune corrélation avec la proline. En revanche, elle est positivement et hautement
significativement corrélée aux teneurs en As, en H2O2 et en MDA, mais négativement et trés

significativement avec la croissance (Tableau 12).
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L’activit¢ de la catalase de F. oxysporum augmente progressivement et
significativement avec I’accroissement des niveaux de stress dans le milieu de culture, généré
par la présence de Sb. Cette augmentation est 1,5 fois, 2,2 fois et 4,5 fois plus importante que
celle du témoin a 5, 10 et 20 mM Sb respectivement. Alors qu’a 30 mM Sb, I’activité de la
CAT est réduite de 36% de la concentration de la CAT a 20 mM Sb. Cette activité
enzymatique est positivement et tres significativement corrélée avec les doses de Sb, du H20»,

du MDA et la teneur en proline, et aucune corrélation avec le poids sec (Tableau 13).

L’activité de la CAT de F. oxysporum augmente progressivement avec les doses d’As
dans le milieu de culture. A 10 et 15 mM As, la CAT atteint des concentrations maximales,
contrairement a 5 mM As ou elle est inférieure a celle du témoin. La CAT est corrélée
positivement et significativement a trés significativement avec ’arsenic, le MDA et la proline
respectivement, mais n’est pas corrélée avec les teneurs en H>O» (Tableau 14), sauf si la
derniére concentration, soit 20 mM As lorsque (n=12), est éliminée (Tableau 17 en annexe 4).

La CAT devient positivement et trés significativement corrélée avec I’H20z.

Tableau 13 : Matrice de corrélation de Pearson entre toutes les variables analysées et les
concentrations de Sb dans le milieu de culture pour F. oxysporum

Variables | Poids sec H,0, MDA Proline CAT SOD POD APX
SbmM | -0,8617+** | 0,9717%%* | 0,9673%* 0,2900 |  0,6985+* 20,0814 |  -0,1215 0,4217
Poids sec 1| -0,8532%%* | -0,7900%** |  -0,1483 -0,4353 0,2232 0,2660 -0,2401
H,0, 1] 0,9191%= 0,2952 | 0,7267+* 20,2472 | -0,2670 0,2864
MDA 1 0,3078 | 0,7295+ 0,0118 0,0021 0,4933
Proline 1] 0,7439% 0,5072 |  0,5937% | 0,7599%*
CAT 1 0,1479 0,2140 | 0,5902+
SOD 1] 0,9586%+* | 0,8290%*
POD 1] 0,8251%%*

Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05
k< 0,05, *p < 1072, ***p < 107 m=15)
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4.2 Superoxyde dismutase (SOD)

Les activités de la SOD chez 4. tubingensis progressent de fagcon constante, mais non
significative aux concentrations de 0 a 20 mM Sb (Figure 29). Ce n'est qu'a 30 mM Sb que la
SOD présente une activité significativement supérieure a celle du controle. Les activités de la
SOD sont corrélées de manicre positives et, de significatives a hautement significatives,
respectivement avec la CAT, le MDA, les concentrations en Sb, I’H>O; et les teneurs en

proline, mais aucune avec le poids sec de la souche (Tableau 11).

La SOD de cette espéce augmente significativement et positivement avec
I’accroissement des doses d’arsenite. Ces augmentations sont respectivement de 19%, 39%, et
70% par rapport au témoin, a 5, 15 et 20 mM As. Aussi, la SOD est positivement et, de
significativement a trés significativement corrélée avec les doses d’As, la proline, la CAT, et

I’H>0», mais négativement avec le poids sec (Tableau 12).
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Figure 25 : Activités de la SOD d’Aspergillus tubingensis et de Fusarium oxysporum

Les activités de la SOD de Fusarium oxysporum en présence des ions de Sb sont
présentées dans la figure 29. La SOD augmente de maniére significative jusqu'a 10 mM Sb,
ou elle atteint son niveau le plus élevé de 277% par rapport au contrdle, pour diminuer
significativement tout en restant supérieure a celle du contréle. Cependant, elles ne présentent
aucune corrélation avec les doses de Sb, la CAT et les autres biomarqueurs non enzymatiques
(Tableau 13), sauf si les deux dernieéres concentrations de Sb (20 et 30 mM) soit (n=9)

(Tableau 16 en annexe 4) ne sont pas considérées, alors celles-ci deviennent corrélées
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positivement et de trés significativement a hautement significativement avec le MDA, la
proline, la CAT, I’antimoine et le contenu intracellulaire en H>O». En revanche, la SOD reste

non corrélée avec le poids sec.

Les activités de la superoxyde dismutase chez F. oxysporum, augmentent de manicre
hautement significative avec la progression d’As dans le milieu de culture, les quantités de la
SOD a 15 et 20 mM As sont 2 fois et 3 fois plus importantes que celle du témoin. La matrice
de corrélation (Tableau 14), montre que la SOD est corrélée positivement et hautement
significativement avec 1’arsenic, le H»O,, le MDA et la proline, mais négativement et

significativement avec le poids sec.

Il est a signaler que les activités de la SOD chez F. oxysporum sont nettement

supérieures a celles d’A4. fubingensis en réponse au stress généré par les deux métalloides.

4.3 Peroxydase (POD)

L'activité de la POD d’Aspergillus tubingensis diminue avec I'augmentation du Sb dans
le milieu. Cette diminution est de 25% a 10 mM, de 43% a 20 mM, et de 42% a 30 mM, mais
une légere augmentation de cette activité a 5 mM par rapport au témoin est constatée (Figure
30). La matrice de Pearson (Tableau 11), indique d’une part que les corrélations entre la
POD, le Sb et le MDA sont négatives et trés significatives, contrairement avec le poids sec ou
la corrélation est positive et hautement significative, et d’autre part la POD ne montre aucune

corrélation avec 1’H20, la proline, la CAT et la SOD.

Cependant, cette souche montre une augmentation significative de la POD avec la
progression d’As. L’augmentation de la POD a 5 et 15 mM As est 2 fois a 2,4 fois plus
importante que celle du témoin. Notant qu’a 5 et 20 mM As, les concentrations de la POD
sont similaires, tout en restant nettement supérieures a celles du contréle. La POD présente
une corrélation hautement significative et positive avec la CAT et le MDA, une corrélation de
significative a trés significative et positive avec I’As et I’H202, mais négative avec le poids

sec et aucune corrélation avec la proline et la SOD (Tableau 12).
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Figure 30 : Activités de la POD d’Aspergillus tubingensis et de Fusarium oxysporum

L’activité de la peroxydase chez F. oxysporum augmente progressivement en fonction

de la quantit¢ du Sb dans le milieu jusqu’a 10 mM Sb. Au-dela de cette dose, la POD

diminue, atteignant une concentration égale a celle du témoin. La POD ne présente aucune

corrélation avec toutes les variables hormis la proline et la SOD, ou les corrélations sont

positives et de tres significatives a hautement significatives (Tableau 13).

En présence des doses croissantes d’As, I’activité¢ de la POD de F. oxysporum augmente

progressivement et significativement. Ainsi a 10, 15 et 20 mM As, elle est respectivement 11

fois, 13 fois et 17 fois plus élevées que du témoin. Le tableau 14 des corrélations, illustre que

la POD est corrélée positivement et de trés significativement a hautement significativement

avec toutes les variables, mais négativement avec le poids sec.

Tableau 14 : Matrice de corrélation de Pearson entre toutes les variables analysées et les
concentrations d’As dans le milieu de culture pour F. oxysporum

Variables | Poids sec H,0; MDA Proline CAT SOD POD APX

As mM -0,8240%** | 0,8836%** | 0,9827*** | 0,9782*** | 0,6609%* | 0,9639%** | 0,9851*** | 0,9744***
Poids sec 1| -0,7419%* | -0,8074%** | -0,8422%** -0,3061 | -0,7946** | -0,7566%* | -0,7734***
H>0: 1| 0,9078%** | 0,8240%** 0,3433 | 0,9344*** | 0,8370%** | 0,8521%%*
MDA 1| 0,9486%+* 0,5921* | 0,9891*** | 0,9661%** | 0,9581%%*
Proline 1 0,6858** | 0,9160*** | 0,9622%%* | (,9397***
CAT 1 0,5182* | 0,7479** | 0,6786***
SOD 1| 0,9325%%% | (,9344%**
POD 1| 0,9763%**

Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05
k< 0,05, *p < 1072, ***p < 107 m=15)

106




Résultats et discussion

4.4 Ascorbate peroxydase (APX)

Selon la figure 31, une diminution significative de l'activité de I'APX d’A. tubingensis
avec l'augmentation de la concentration de Sb est remarquée, mais a 5 mM d'antimoine une
légere augmentation de 106% de l'activité d'APX par rapport au témoin est notée. Par contre a
10, 20 et 30 mM la diminution de I'APX est de 22%, 43% et 25% respectivement. La matrice
de Pearson (Tableau 11) indique que I’APX est corrélée positivement et hautement
significativement avec le poids sec et la POD, mais négativement avec le Sb, le MDA et la

SOD et sans aucune corrélation avec la CAT, ’H20z et la proline.

De méme pour cette souche, en faibles doses d’arsenite une diminution progressive de
I’APX est observée, et ce n’est qu’au-dela de 15 mM As que I’APX augmente de nouveau,
atteignant a 20 mM As des concentrations proches de celle du t¢émoin avec une augmentation
de 26% par rapport a celle de la concentration 15 mM As. L’ APX est corrélée négativement et
de significativement a trés significativement et a hautement significative avec I’As, le H>Oo,
la CAT, la POD et le MDA et aucune corrélation avec le poids sec, la proline et la SOD
(Tableau 12).

120 uSh (0, 5, 10, 20, 30 mM) 200 - uSb (0, 5, 10, 20, 30 mM)
u As (0, 5, 10, 15, 20 mM) mAs (0, 5, 10, 15,20 mM) |,

4

90 - 150 -

100 -

60 -

30 - 50 -

APX (umol..min"l.mg"! prot) 4.tubingensis
APX (umol..min"l.mg™! prot) F.oxysporum

Co C1 C2 C3 C4

Co C1 C2 C3 C4
Concentrations Sb et As en mM Concentrations Sb et As en mM

Figure 31 : Activités de I’APX d’Aspergillus tubingensis et de Fusarium oxysporum

L’APX de F. oxysporum augmente de maniére non significative avec 1’accroissement
des doses d’antimonite dans le milieu de culture, en effet les concentrations de ’APX a 5 mM
Sb et 30 mM sont similaires. Cette enzyme est corrélée positivement et hautement

significativement avec la POD et la SOD, et de significativement a trés significativement avec
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la CAT et la proline (Tableau 13). Si en considérant I’ensemble des concentrations, I’APX
n’est pas corrélée avec les doses de Sb, le poids sec, le H>O; et le MDA ; mais si les doses 20
et 30 mM Sb sont soustraites (n=9), hormis le poids sec, ces variables deviennent hautement

et significativement corrélées avec I’APX (Tableau 16 en annexe 4).

D’apres la figure 31, APX de F. oxysporum augmente significativement et
positivement avec les niveaux du stress induit par la présence d’As dans le milieu. Cette

enzyme présente une parfaite corrélation avec toutes les variables (Tableau 14).
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Discussion

Afin de contrdler les variations du pH des milieux de culture additionnés d’antimoine et
d’arsenic avant et apres culture, le bouillon Sabouraud tamponné est utilis€¢ pour deux raisons

majeures :

- La stabilisation du pH en utilisant le tampon citrate a pH 6,4 pour controler le stress
généré par la toxicité de Sb et As, sachant que le mycoendophyte Aspergillus
tubingensis est producteur d’acides organiques.

- La biodisponibilité des deux métalloides, car les variations des conditions physico-
chimiques, notamment le pH et la température, peuvent jouer directement sur la
biodisponibilité et la mobilité des ¢léments en faisant passer les métaux d’une forme
a une autre. La biodisponibilit¢ d’un métal lourd compte parmi les principaux

facteurs conditionnant sa toxicité (Qasim, 2015).

La toxicit¢ du milieu de culture généré par I’accroissement des doses d’antimonite et
d’arsenite s’est traduite par la diminution significative de la croissance des deux
mycoendophytes Aspergillus tubingensis et Fusarium oxysporum et, par conséquent, sur leur
poids sec. Ceci est également révélé par la corrélation négative et de trés significative a
hautement significative, de la croissance en fonction des concentrations de Sb et As pour les
deux souches. Une telle diminution pourrait s’expliquer par une modification probable des
mécanismes physiologiques des souches testées en réponse a la toxicité des métalloides
contenus dans le milieu, ce qui affecte la croissance fongique, inhibe les activités
enzymatiques et désactive certaines enzymes (Blais et al., 2008 ; An et al., 2009 ; Abdul-

Wabheb et al., 2012 ; Finnegan et al., 2012).

La toxicité¢ des métaux lourds affecte la taille, la diversité et 1'activité de la population
microbienne ainsi que leur structure génétique. Elle affecte également la morphologie, le
métabolisme et la croissance des microorganismes en modifiant la structure des acides
nucléiques, en perturbant les fonctions des membranes cellulaires, en inhibant les activités
enzymatiques et la phosphorylation oxydative, en provoquant la peroxydation des lipides,
l'altération de 1'équilibre osmotique et la dénaturation des protéines (Chibuike et al., 2014 ;

Xie et al., 2016).
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De plus, les métaux toxiques peuvent inactiver les protéines cellulaires en réagissant
avec les groupes sulthydryles des résidus de cystéine et les mécanismes de défense de
remédiation par un thiol couramment utilisé¢ par les cellules eucaryotes. Ces mécanismes de
défense incluent les petites protéines riches en cystéine, connues sous le nom de
métallothionéines, et les peptides de liaison aux métaux (Metal-binding) tels que les

phytochélatines et le glutathion (Fashola et al., 2016 ; Xie et al., 2016).

Probablement en raison de [’adaptation préalable des mycoendophytes dans un
environnement contaminé par 1’antimoine et I’arsenic, les souches testées pourraient se
développer en présence des concentrations de Sb et As aussi élevées et absorber de grandes
quantités de métalloides considérées comme des concentrations destructives pour d'autres
formes de vie. Plusieurs études, notamment celle de Ayangbenro et Babalola (2017) affirment
que la tolérance des souches isolées varie en fonction de leur origine et des conditions

environnementales dans lesquelles elles se développent.

La présence d’antimoine et d’arsenic dans le milieu de culture, a induit une
accumulation d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS), telles que le peroxyde d'hydrogene

(H202) majoritairement présent dans les cellules, pour trois raisons :

- une perturbation de certaines voies métaboliques.

- une inactivation (down-regulation) des enzymes du systéme antioxydant.

- un épuisement du stock des molécules de faibles poids moléculaire comme
I’ascorbate, le glutathion, la vitamine E ou les caroténoides, qui possedent des

capacités antioxydantes.

En effet, les teneurs en H>O; intracellulaire des souches 4. tubingensis et F. oxysporum
augmentent en méme temps que celles de Sb et As dans le milieu. Cependant, ces teneurs en
H>O> sont générées a de faibles teneurs en faibles doses de Sb et d’As, qui ne sont pas
significativement différentes de celles du milieu témoin. Ceci peut s’expliquer par la capacité
d’A. tubingensis et F. oxysporum a maintenir I’équilibre de I’H>O» produit par la cellule et

I’H20; induit par la toxicité des métalloides.

Le H>0; est un sous-produit inévitable de tous les organismes vivants aérobiques pour
produire de I’énergie, selon Turrens (2003), la mitochondrie est le principal site de production

d’H»0», ou une synthése continue du superoxyde est provoquée par une fuite d'électrons dans
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laquelle une réduction incompléte du superoxyde donne naissance a 1’H>0O> (Dalton et al.,

1999).

Le H>O> est considéré modérément toxique, comparé a d’autres espéces réactives
d’oxygene (ROS), car il n'a pas d'électrons non appariés, mais il est capable de traverser
facilement les membranes biologiques a travers les aquaporines et par conséquent causer des
dommages oxydatifs loin du site de sa formation (Branco et al., 2004 ; Bienert et al., 2007).
Le peroxyde d’hydrogéne est relativement stable par rapport aux autres ROS, car il fait 1'objet
d'une attention particuli¢re en tant que molécule de signalisation impliquée dans la régulation
des processus biologiques spécifiques (Neill et al., 2002 ; Torres et al., 2002 ; Yan et al.,
2007).

De plus, I’'H2O> peut réagir avec les ions des métaux de transition lors de la réaction de
Fenton pour produire le radical hydroxyle, hautement toxique, qui exacerbe considérablement

la cytotoxicité de I’H>O: (Imlay, 2003 ; Li et al., 2008).

Il est a noter que le H2O» est généré dans les cellules dans des conditions normales ainsi
que dans des conditions de stress. De ce fait I’augmentation trés significative des teneurs
intracellulaires d’H20> observée pour les deux mycoendophytes pourrait s’expliquer par la
présence de concentrations élevées d’arsenite et antimonite dans le milieu. Les résultats
obtenus dans la présente étude sont en accord avec ceux de Krumova et al. (2009) pour
Humicola lutea en présence de Cu?’, de Chakraborty et al. (2012 ; 2014) pour Aspergillus
foetidus en présence de Pb(Il) et Cd(Il), et de Lazarova et al. (2014) pour la levure
filamenteuse 7richosporon cutaneum R57 en présence de doses croissantes d’ions de Cu, Cr

et Cd.

La présence des ROS dans les cellules, notamment le H>O», entraine une peroxydation
des acides gras polyinsaturés dont le produit fini est le malondialdéhyde (MDA). Qui est,
selon Demiral et Tiirkan (2005), un indicateur fiable de la formation des radicaux libres d’ou
son utilisation comme un biomarqueur de toxicité chez certains organismes vivants (Howlett

et Avery, 1997 ; Pathak et al., 2006 ; Zhang et al., 2007 ; Tsikas, 2017).

L’augmentation hautement significative des teneurs en MDA d’A. tubingensis et F.
oxysporum en fonction des concentrations en Sb et As du milieu, se traduit par une

intensification du stress généré par la présence des ROS, et donc des dommages
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membranaires des souches tests, dues a la peroxydation des acides gras poly-insaturés. Une
telle réaction en présence de fortes concentrations de Sb et As dans le milieu est également
constatée chez 1’espéce végétale Hedysarum pallidum Desf. (Benhamdi et al., 2014) a partir

de laquelle A. tubingensis et F. oxysporum ont été isolée.

Aussi, selon les travaux de Mukherjee et al. (2010), la peroxydation lipidique (LPO)
chez Aspergillus niger augmente de fagon constante avec 1'élévation des doses d'arsenate. De
méme, Chakraborty et al. (2014) rapportent que le cadmium induit une peroxydation de la
membrane cellulaire de la souche Aspergillus foetidus, provoquant des lésions aux parois
cellulaires, aussi pour Chandran et al. (2014) qui ont montré que le Cu®" et le Pb** provoquent

une peroxydation lipidique chez Aspergillus niger.
La peroxydation lipidique entraine généralement selon Shahid (2014) :

- une augmentation des fuites membranaires des substances qui ne traversent pas
normalement les membranes, sauf via les canaux spécifiques,

- une diminution de la fluidit¢é membranaire, ce qui facilite I'échange des
phospholipides entre les deux bicouches,

- des dommages aux protéines membranaires qui inactivent les récepteurs, les enzymes

et les canaux ioniques.

Un tel effet est observé dans le cas d’A4. tubingensis en présence des doses croissantes de
Sb et dans le cas de F. oxysporum en présence des doses croissantes de Sb et As, mis
d’ailleurs en évidence par les corrélations négatives et de tres significatives a hautement
significatives, avec le poids sec, et des corrélations positives et de significatives a hautement

significatives, avec les teneurs en H20: et les concentrations de Sb et As dans le milieu.

Au contraire d’A. tubingensis en présence des ions d’arsenite, chez qui I’absence de
corrélation entre les teneurs en As et en MDA, lorsque toutes les valeurs sont considérées, est
liée a la diminution significative du contenu en MDA a 20 mM As. Cela peut s’expliquer par
le fait qu’une trés grande quantit¢é d’H»O» est produite a cette dose, provoquant une
importante altération des fonctions métaboliques de la souche, ce qui a entrainé une
diminution de la synthése du MDA également observée par Kassa-Laouar et al. (2020) pour

Serratia marcessens en présence de Sb (III).
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La proline est un acide aminé qui agit comme agent chélatant pour certains métaux
lourds ; permettant de protéger les cellules des dommages causés par divers stress (Kaino et

Takagi, 2008 ; 2009).

Il a été signalé que la proline réduit les effets néfastes des ROS en inhibant la
peroxydation lipidique (Hayat et al., 2012), en piégeant les ROS, tels que les radicaux
hydroxyles (Smirnoff et Cumbes, 1989), les anions superoxydes (Kaul et al., 2008) et le H2O»
(Wang et al., 2009).

En outre, d’aprés Takagi et al. (2016) la proline confére une tolérance aux especes
vivantes exposées aux stress environnementaux, en augmentant les activités de la catalase et
de la superoxyde dismutase et en diminuant également le taux de la peroxydation lipidique

(Hoque et al., 2007 ; Islam et al., 2009).

Généralement, les teneurs intracellulaires en proline d’A. tubingensis et F. oxysporum,
augmentent parallélement avec 1’augmentation des doses d’antimonite et d’arsenite dans le
milieu, et aussi celles du HO> et du MDA. La synthése de la proline est déclenchée par la
présence des ROS générés par la toxicit¢ des métalloides. Cela est confirmé par les
corrélations positives et significatives, a trés significatives et a hautement significatives entre
les teneurs en proline et les traitements aux Sb et As, et les teneurs en H>O> et en MDA des
souches étudiées. Ce qui suggere que la proline est impliquée dans I'élimination de I’H>0; et

dans la prévention de la peroxydation lipidique.

De plus, les corrélations négatives entre la proline et le poids sec suggerent que la
réduction de la croissance due a la toxicité des métalloides, est le facteur inducteur de la
production de proline. De ce fait, les deux mycoendophytes étudiés produisent de la proline
intracellulaire qui leur permet de résister a la toxicité des métalloides, de réduire leurs effets
déléteres sur le métabolisme et d’empécher la réduction de leur croissance ; ce qui révele une

adaptation importante des mycoendophytes a la présence des teneurs excessives en Sb et As.

En effet, selon Sharma et Dietz (2006), et Raj et Mohan (2016), des taux élevés de
proline intracellulaire sont des caractéristiques propres aux populations hypertolérantes aux
métaux lourds, suggérant que la proline intracellulaire joue un réle fonctionnel dans la

résistance élevée aux métaux.
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Dr’ailleurs, selon Matysik et al. (2002) la proline, composant des parois cellulaires,
fonctionne comme un osmolyte piégeur de ROS, régulateur du potentiel redox cellulaire,

chélateur de métaux, inhibiteur de la LPO et stabilisateur des macromolécules.

Les résultats constatés dans la présente analyse sont corroborés par les travaux de
Chakraborty et al. (2012 ; 2014) qui en étudiant I’impact de la toxicité du Pb (II) et du Cd (II)
sur Aspergillus foetidus rapportent que la proline intracellulaire augmente de maniére

progressive et significative avec celle de ces deux ¢éléments dans le milieu.

Généralement, les corrélations positives de significatives, a tres significatives, et a
hautement significatives de la proline avec CAT et SOD obtenues, montrent que la production
de la proline est liée a I'induction de ces activités enzymatiques. Pour Zouari et al. (2016) chez
le palmier dattier (Phoenix dactylifera L. cv Deglet Nour) la proline intervient dans
l'atténuation du stress lié au cadmium en favorisant 1'activité de la CAT. Ce qui pourrait non

seulement étre le cas pour 4. tubingensis et F. oxysporum pour la CAT mais également pour

la SOD.

Chez A. tubingensis et F. oxysporum une augmentation significative de I’activité¢ de la
CAT avec les concentrations de Sb et d’As dans le milieu est mise en évidence, qui se fait en
méme temps que I’augmentation du H>O: ; leurs corrélations positives et trés significatives a
hautement significatives montrent que l'activité de la CAT est déclenchée par I’accumulation
du H20: induits par la toxicit¢ de Sb et d’As. Cela supposant que la CAT participe a

I'élimination de H>Os.

Les catalases sont connues pour étre impliquées dans 1'un des mécanismes qui protégent
les cellules contre la peroxydation lipidique et les dommages des composants cellulaires
causés par H>O» et les autres espeéces réactives de 1'oxygéne (ROS) (Imlay et Linn, 1988 ;
Teng et al., 2018). Néanmoins, aux fortes concentrations en Sb et As, une réduction
significative de l'activité de la CAT est notée peut-étre due a une hyperproduction d’H>O>

intracellulaire produite par les deux souches fongiques.

De plus, selon Polydoros et Scandalios (1999), 'activité de la catalase est directement
régulée par les concentrations en H2O2 dans le milieu, ou I'accumulation élevée peut réduire
l'activité de la CAT. Aussi, Cyrne et al. (2003) ont signalé que le H2O> pourrait étre réduit

avec la participation du glutathion en tant qu’antioxydant alternatif de protection contre le
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H>0,. L'importance du glutathion dans la détoxification des métaux lourds a été observée par
de nombreux auteurs entre autres Vido et al. (2001) chez S. cerevisiae, en présence du

cadmium.

Dans le présent travail, I’H>O» résultant de la toxicité des métalloides est éliminé par la
CAT produite par A. tubingensis et F. oxysporum, qui neutralise ou réduit ses effets toxiques.
Un tel résultat est confirmé par des corrélations positives et de significatives a tres
significatives et a hautement significatives, de la CAT avec les teneurs en H202, en MDA et
en proline pour les deux mycoendophytes en présence de Sb et As. Toutefois, hormis le poids
sec d’Aspergillus tubingensis en présence des ions d’arsenite, aucune corrélation entre la CAT

et le poids sec n’a été notée.

Pour Benhamdi et al. (2014) le MDA et I’activité de la CAT de la plante steppique H.
pallidum ont augmenté d’une manicre trés significative avec 1’augmentation de la pollution
par I’antimoine et ’arsenic dans le sol. Une telle augmentation pourrait donc étre liée a la

présence d’A. tubingensis et F. oxysporum dans les racines d’H. pallidum.

Les résultats observés dans cette analyse sont cohérents avec ceux de Krumova et al.
(2009) sur effet du cuivre chez Humicola lutea, dont ’activité catalasique augmente en
fonction du stress généré par le Cu, et ceux de Mukherjee et al. (2010) chez Aspergillus niger
exposé a 25 et 50 mg/L d’arsenic, qui ont induit une bonne réponse par la synthese de la CAT
mais au-dela de ces teneurs la souche a perdu sa capacité¢ d’éliminer le H,O» formé.
Egalement Cavalcanti-Luna et al. (2015) ont rapporé que 1’exposition d’Aspergillus niger au
Cu a provoqué une réponse antioxydante par la synthése de la CAT, qui tend & diminuer a la
plus forte (2 mM Cu) concentration. Cependant, Gil et al. (2017) suggérent que la diminution

considérable de l'activité de la catalase est causée par la présence de radicaux superoxydes.

L’augmentation de D’activité de la SOD d’A. tubingensis et de F. oxysporum avec
I’augmentation des concentrations de Sb et As dans le milieu, suit exactement celle de leurs
teneurs en H>Oz. Ce qui indique que cette enzyme est impliquée dans la détoxification des

radicaux superoxydes générés par la présence de Sb et d’As dans le milieu.

En effet, selon Bowler et al. (2014) la superoxyde dismutase (SOD) joue un role majeur
dans la défense contre les radicaux superoxydes en catalysant le O," en H,O> et O, et

Benhamdi et al. (2014) ont également mis en évidence une augmentation de I’activité¢ de la
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SOD d’H. pallidum en fonction de la contamination des sols par le Sb et I’As, qui était plus
importante dans les racines que dans les parties aériennes de la plante. Ce qui permet de
penser que A. tubingensis et F. oxysporum pourraient favoriser I’augmentation de 1’activité de

la SOD d’H. pallidum.

La superoxyde dismutase (SOD) est une autre enzyme antioxydante qui protege les
cellules contre le stress oxydatif. Ainsi, une augmentation significative de l'activité de la SOD
chez A. tubingensis et F. oxysporum avec l'augmentation des traitements en Sb et As dans le
milieu de culture est observée. Des corrélations positives et de significatives a hautement
significatives ont été obtenues, a I’exception de F. oxysporum lorsqu’il est cultivé avec de
fortes doses de Sb. Mais si la plus haute concentration (30 mM) n’est pas considérée, la SOD
devient corrélée positivement et hautement significative en présence de 1’antimonite.
Ces corrélations prouvent que ces deux métalloides ont induit la synthése de la SOD par les

deux mycoendophytes.

La diminution d'activité de la SOD chez Fusarium oxysporum en présence de fortes
concentrations d’antimonite est la conséquence d’une sensibilit¢ de 1’enzyme a I’excés
d’H>0; produit dans les cellules comme constatée par Benhamdi et al. (2014). La baisse de
l'activité de la SOD a forte concentration 300 ppm Cu®" a été rapportée par Krumova et al.

(2009) chez Humicola lutea.

Selon Demidchik (2015) la SOD réagit avec les radicaux superoxydes (O:™) pour
produire du H,O; et de O, (2 02" + 2H" — H,0, + 03). La production d’H,O, par la SOD
permet de réduire la quantité de O>™ générée par le stress métallique et d'éviter la formation de
radicaux hydroxyles (OH") dans la réaction d’Haber-Weiss. Ces radicaux hydroxyles sont les
espeéces les plus réactives responsables de la LPO et par conséquent, de la production du

MDA.

Les corrélations positives et de trés significatives a hautement significatives de la SOD
avec le H2O; et le MDA, suggerent que la SOD est impliquée dans la production du H20» et
du MDA. Le H>O> un oxydant trés fréquent, serait éliminé par la proline intracellulaire et la
CAT, ce qui explique donc les corrélations positives et trés significatives a hautement
significatives trouvées entre la SOD, les activités de la CAT, les teneurs en H>O et en

proline.
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La SOD et la CAT sont considérées comme des enzymes de piégeage, qui servent de
premicre ligne de défense contre le stress oxydatif en empéchant I'accumulation de ROS

(Abrashev et al., 2008).

Chattopadhyay et al. (2011), et Lazarova et al. (2014), rapportent que les activités
¢levées de la SOD et de la CAT sont associées a la résistance induite par les mycetes en
fonction des différents facteurs de stress. Ces enzymes jouent un rdle crucial dans la
détoxification cellulaire, car elles controlent les niveaux des radicaux superoxydes et de

peroxyde d'hydrogéne (Bai et al., 2002 ; Azevedo et al., 2007).

Benhamdi et al. (2014) ont également mis en évidence une augmentation de l'activité de
la SOD, plus importante dans les racines d’H. pallidum que dans ses parties aériennes. De
méme chez A. tubingensis et F. oxysporum isolés a partir des racines de cette plante

pourraient jouer un role dans 1’augmentation de I’activité de la SOD de leur hote.

Des résultats similaires sont observés chez Aspergillus nidulans en présence de
cadmium (Guelfi et al., 2003), chez Candida intermedia en présence des métaux lourds (Fujs

et al., 2005), et chez Aspergillus niger B77 en présence de Cd (II) (Todorova et al., 2007).

Une autre classe d'enzymes responsables de la dégradation de I’H,O, est les
peroxydases considérées comme des marqueurs de toxicit¢ des métaux lourds, et sont
capables de réduire le H>O> en H>O, ayant une grande spécificité pour les substrats

phénoliques et une plus grande affinité pour H,O2 que la CAT (Radwan et al., 2010).

Kreiner et al. (2002), et Angelova et al. (2005) chez les champignons filamenteux deux
peroxydases la CAT et les POX sont associées a la détoxification de H>O» ; la CAT catalyse la
décomposition du H»O, en eau et en oxygene, tandis que les POX réduisent d’autres
peroxydes tels que I’hydroperoxyde organique, ou I’hydroperoxyde lipidique aux dépens des

co-substrats et du NADPH.

La peroxydase (POD) est présente dans les vacuoles, la paroi cellulaire, le cytosol et les

espaces extracellulaires (Shahid et al., 2014).

Les activités de la POD chez Aspergillus tubingensis et Fusarium oxysporum induites
par ’exposition 1’antimonite et ’arsenite s’élévent progressivement avec I’augmentation des

doses de ces métalloides dans le milieu. Les réponses cellulaires sont liées au processus
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d’adaptation lors de la survenue du stress oxydatif, provoquant une importante activité¢ des
enzymes antioxydantes et / ou une augmentation de la concentration en composants
antioxydants non enzymatiques tels que I’acide ascorbique, les B-caroténes, les tocophérols et
la vitamine E. De plus, les PODs sont essentielles au maintien de 1'équilibre rédox cellulaire et

sont activées lors des contraintes induites par les métaux lourds (Pdcsi et al., 2004).

Chez les deux mycoendophytes en présence de Sb et As, les POD sont corrélées
positivement et de trés significativement a hautement significativement, avec la concentration
métallique, le H>O», le MDA, la proline, et la CAT, comme apparait aux matrices de Pearson.
Cependant, 1’absence de corrélation entre la POD et la SOD permet de suggérer que le H>O»

résultant de la dismutation de I’anion superoxyde est catalysé par la CAT.

La baisse des activités de la POD peut étre causée par son incapacité a éliminer I'exces
du H>O2 ou par la formation d'un complexe protéique avec les métaux, en provoquant des

modifications au niveau de la structure de I’enzyme (Hou et al., 2007).

Les résultats obtenus par Abrashev et al. (2008) ont montré une régression de la
syntheése de la POD d’A4. niger 26 lors de son exposition a des températures extrémes, Garg et
al. (2012) ont observé une diminution de la peroxydase chez le champignon mycorhizien des
pois d’Angole (Cajanus cajan L.) poussant sur un sol contaminé¢ par le Cd et Pb, et
Cavalcanti-Luna et al. (2015) ont signalé une atténuation de la POD chez Aspergillus niger
UCP1261 en présence de doses croissantes de cuivre, sont similaires a ceux obtenus dans la

présente étude.

Le principal réle physiologique des ascorbates peroxydases est la réduction du H,O, par
oxydation concomitante de 1'ascorbate en monodéshydroascorbate (Shigeoka et al., 2002).
Dans le cadre du cycle ascorbate-glutathion, les APX dégradent les niveaux toxiques de H20:

dans les compartiments cellulaires ou aucune catalase n'est présente (del Rio et al., 2002).

En outre, Reddy et al. (2009) ont signalé que I’APX contréle le niveau de H>O; produit
lors de la signalisation intracellulaire, influencgant ainsi l'induction 1’expression des protéines
de détoxification. Il faut mentionner que toutes les peroxydases hémiques présentent une
faible ou tres faible activité de catalase en 1'absence de donneurs (un ou deux) d'électrons

appropriés (Hiner et al., 2001).
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L'activité de l'ascorbate peroxydase s'est révélée inductible en parallele avec d'autres
enzymes antioxydantes telles que la catalase, la superoxyde dismutase ou la glutathion

peroxydase en réponse aux stress environnementaux, notamment au stress métallique.

Il a également été prouvé que 1’expression des génes APX cytosoliques était régulée
positivement en réponse a des signaux biochimiques divers, tels que des taux élevés de H>O»
cellulaire, de I’acide abscisique, de 1’acide salicylique, de la cantharidine et des endothalls

(inhibiteurs de la protéine phosphatase) et du sulfate de cuivre (Zamocky et al., 2010).

Chez Fusarium oxysporum 1’augmentation de l’activit¢ de I’APX, indique son role
crucial dans I’¢élimination des ROS durant le stress induit par le Sb et I’As ; plus les quantités
d’antimonite et d’arsenite augmentent dans le milieu de culture, plus le mycoendophyte
devient stressé, plus il produit cette enzyme pour se protéger contre les dommages oxydatifs,
comme constaté par Benhamdi et al. (2014) chez Hedysarum pallidum d’ou F. oxysporum a
été isolé. Ceci est corroboré par les corrélations positives et de trés significatives a hautement
significatives entre I’APX, les toxiques, le H>O2, le MDA, la proline, la CAT, la SOD et la
POD.

Chez Aspergillus tubingensis I’inhibition de I’activité de ’APX en présence de Sb et As
est probablement due a ’excés des ROS qui affectent la structure de I’enzyme, comme signalé
par Benhamdi et al. (2014) dans les racines de Lygeum spartum, ceci est prouvé par les

corrélations négatives et hautement significatives de I’APX avec le MDA et la SOD.

Comme I’a signalé Asada et al. (1992), I'ascorbate peroxydase est une enzyme qui piege
le peroxyde d'hydrogene exclusivement chloroplastique. Or d’autres auteurs signalent que
l'ascorbate peroxydase a été purifié¢ a partir de 1'eeil bovin et son extrémité N-terminale s'est
avérée homologue a I’enzyme végétale, ce qui implique que 1'ascorbate peroxydase n'est pas

spécifique aux plantes (Wada et al., 1998 ; Hiraga et al., 2001).

La présence de protéines de type végétal dans les protozoaires, les métazoaires et les
champignons a déja été observée. Ce qui laisse supposer que ces génes auraient pu étre acquis
par le biais d'événements antérieurs d'endosymbiose et de transfert horizontal de genes

(Doolittle, 1998 ; Yuan et al., 2008).
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De plus, Baroja-Mazo et al. (2005) rapportent que les champignons ne synthétisent
normalement pas 1’ascorbate, mais des especes fongiques étudiées contiennent le D-

Erythroascorbate (D-EAA), qui est un analogue de 'ascorbate C5.

La présence de D-EAA a la place de L-ascorbate a été observée chez les ascomycetes,
les basidiomycetes et les zygomycetes, aussi chez le zygomycete Phycomyces blakesleeanus,
les deux composés D-Erythroascorbate (DEAA) et D-glucoside erythroascorbate (D-EAAG)

peuvent agir comme des antioxydants (Baroja-Mazo et al., 2005).

L’APX est un membre de la classe I et de la classe III de la superfamille des
peroxydases a héme (Walinder, 1992), ces deux superfamilles sont nées indépendamment
I'une de l'autre, de sorte que leur structure primaire et tertiaire, et la nature de leur groupe
prosthétique différent considérablement. La classe I de la superfamille des bactéries, des
champignons et des végétaux (parfois appelée « superfamille non animale ») est représentée
par les catalase-peroxydases (EC 1.11.1.6), les ascorbates peroxydases (EC 1.11.1.11), et les
cytochromes ¢ peroxydases (EC 1.11.1.5) (Zamocky et al., 2008).

La comparaison des structures des sous-unités de la catalase-peroxydase (KatG), la
cytochrome ¢ peroxydase (CcP) et ’APX, montre un degré élevé de similitude entre les
¢léments structuraux secondaires et tertiaires, encore plus prononcé dans l'architecture des
cavités hémiques respectives (Zamocky et al., 2010). En outre, selon Meharenna et al. (2008)
I’APx et la CcP sont étroitement liés suggérant que ces deux enzymes utilisent 1’ascorbate

comme donneur d’électrons.

Cependant, les propriétés fondamentales des ascorbates peroxydases sont tres
différentes de celles des guaiacols peroxydases purifiées des tissus végétaux. Les analyses des
séquences d'acides aminés et d'autres propriétés moléculaires indiquent que I'ascorbate
peroxydase ressemble au cytochrome ¢ peroxydase des champignons, plutdt qu’au gaiacol
peroxydase des plantes. Par ailleurs, il a été rapporté et que les peroxydases levuriennes et des

végétaux piégeuses de peroxyde d'hydrogene ont le méme ancétre.

Les analyses phylogénétiques de Zamocky’ et al. (2010) mettent en évidence deux
nouvelles sous-familles de la classe I de la super-famille des catalases-peroxydases, appelées
peroxydases hybrides de types A et B. La sous-famille de type hybride A peut fournir un lien
entre les cytochromes ¢ peroxydases et I’APX, tandis que la sous-famille de type hybride B,
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est évidemment un intermédiaire entre la sous-famille d’APX abondante et largement

répandue, et une branche de la classe II des peroxydases fongiques.

De plus, la reconstruction phylogénétique de Zamocky” et al. (2014) montre que les
peroxydases de type hybride B sont un clade frére des peroxydases de la classe III et des
apparentées d’APX. Cet auteur a aussi signalé que les peroxydases de type hybride B se
retrouvent dans tous les phylums fongiques, principalement chez les phytopathogénes dont
I’évolution s'est produite parallelement a celle des peroxydases de classe III des plantes

terrestres (Zamocky” et al., 2017).

Compte tenu des données bibliographiques, I’APX mesurée dans la présente étude peut
étre une APX qui a utilisé le D-Erythroascorbate (D-EAA) un analogue de l'ascorbate C5
produit par les deux mycoendophytes tests, ou encore une cytochrome ¢ peroxydase, ou une
enzyme intermédiaire entre la cytochrome ¢ peroxydase et I’APX chloroplastique, ou bien une
peroxydase de type hybride B utilisant 1’acide ascorbique comme donneur d’électron. Bien
que l'ascorbate soit un substrat naturel pour de nombreuses peroxydases, des tests
biochimiques in vitro ont révélé des activités d’APX dans des échantillons non

photosynthétiques (Hussein et Joo, 2013 ; Elahi et al., 2018 ; 2019)

Il est important de signaler que I’APX a été extraite de mycoendophytes isolées des
racines de la plante H. pallidum qui a montré une excellente réponse antioxydante vis-a-vis de
la toxicité de son environnement par une importante synthése d’ascorbate peroxydase. De
plus, vu que les interactions plantes-microorganismes, endophytes ou symbiotiques sont trés
complexes, ce qui laisse supposer que le géne responsable de la synthése de ’APX a été
transféré horizontalement (conjugaison) de la plante hote vers le symbionte et par conséquent

I’expression du gene chez les mycoendophytes.

De ce fait une recherche plus approfondie doit étre menée sur ce volet, pour une
meilleure caractérisation de cette enzyme pour apporter d’avantages d’informations sur son

origine.

En conclusion, I’évaluation du profil biochimique antioxydant des mycoendophytes
étudiés A. tubingensis et F. oxysporum en réponse a la toxicité induite par 1’antimonite et

I’arsenite, a tout de méme permis de déduire leur réle primordial dans la réduction de la
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toxicité métallique, et par conséquent leur potentiel de bioremédiation des sols contaminés par

le Sb et I’ As notamment les milieux aquatiques.
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Les activités anthropiques, telles que l'agriculture, les mines et les industries, ont
augmenté de manicre exponentielle la quantit¢ de métaux lourds dans de nombreux
écosysteémes, notamment au cours du siecle dernier. Ces polluants représentent une menace
pour toutes les formes de vie, au-dela d'un certain seuil. Toutefois, la bioremédiation et plus
spécifiquement la mycoremédiation, est une technologie écologiquement rationnelle qui
limite les inconvénients associés aux technologies conventionnelles sur les ressources

naturelles.

Dans la région de Djebel Hamimat, le niveau de contamination des sols par le Sb et I’As
est tres élevé. Ce qui a provoqué une modification de la végétation spontanée par la
disparition de certaines especes et 1’adaptation d’autres espeéces accumulatrices et /ou
tolérantes a savoir H. pallidum et L. spartum. De ce fait, des investigations établies sur
I’hypothéese que ces plantes hébergent dans leurs racines une mycoflore capable de tolérer des
doses élevées en métalloides, de favoriser la croissance de leurs hotes, de diminuer la
phytotoxicit¢ de Sb et d’As, et de moduler la translocation et l'accumulation de ces
métalloides dans les plantes hotes. Ainsi, elle protége leurs hotes par la synthése d’enzymes

antioxydantes, en réponse au stress oxydatif induit par la toxicité du milieu.

A travers les résultats obtenus de la présente thése, nous retiendrons de la premiere

partie, les points suivants :

v La mise en évidence, pour la premiére fois en Algérie, que les racines d’Hedysarum
pallidum Desf. et Lygeum spartum L, abritent un groupe trés diversifié de
mycoendophytes présentant un statut quantitatif et qualitatif (71 taxons pour H.
pallidum et 130 taxons pour L. spartum), d’ou des fréquences de colonisation de 65%
pour H. pallidum et de 97% pour L. spartum, avec une prédominance du genre
Aspergillus, qui semble présenter le groupe fongique colonisateur le plus adapté au
mode de vie endophyte, pouvant jouer un role potentiel dans la tolérance de I'hote
végétal aux conditions stressantes entre autres la pollution par les métalloides. De
plus, I’évaluation de la diversité phénotypique des mycoendophytes associées aux
racines d’H. pallidum et L. spartum, a octroyé une originalit¢ et une valeur
scientifique grandissante a ce travail.

v' La sélection et I’identification moléculaire de deux mycoendophytes résistants aux tres
fortes concentrations de Sb et d’As. Ces especes sont identifiées par le s€équengage des

marqueurs phylogénétiques et la comparaison des séquences d’ADNr avec les données
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de la banque « GenBank » des espéces apparentées, qui ont permis de les identifier
jusqu’a I’espéce a savoir : Aspergillus tubingensis portant le numéro d’accession
MH189391.1 qui tolérait 500 mM Sb soit une CMI: 500 > CMI > 550 mM et
Fusarium oxysporum qui résistait jusqu’a 30 mM As avec une CMI = 40 mM, ces

deux espéces sont issues du systeéme racinaire d’Hedysarum pallidum Desf.

La seconde partie, a fait ressortir que la toxicité de I’antimonite et ’arsenite a un impact
sur la croissance fongique des mycoendophytes A. tubingensis et F. oxysporum par une
diminution significative de leurs poids secs avec I’augmentation des doses de Sb et d’As dans
le milieu de culture. Les tests de toxicité révelent que la biomasse d’A. tubingensis peut
accumuler des quantités importantes d’antimoine et d’arsenic, contrairement a F. oxysporum.
Ce phénomeéne cellulaire n’est toutefois pas concluant vu que le dosage de ces métalloides
dans le milieu de culture résiduel n’a pas été effectu¢ en raison des difficultés liées aux
dosages de Sb et d’As. Ainsi et, d’apres la littérature, le mécanisme de bioaccumulation
développé par les champignons et plus précisément les endophytes, est considéré comme un
éventuel moyen de bioremédiation, bien que ce mécanisme utilisant une biomasse viable, ait

de nombreuses limitations pour 1’accumulation de métaux lourds.

Quant a la derniere partie, les analyses in vitro du potentiel antioxydant d ’Aspergillus
tubingensis et Fusarium oxysporum, ont mis en évidence que le niveau élevé en métalloides
dans le milieu de culture, induit chez ces mycoenophytes une génération de radicaux libres
tels que 1’anion superoxyde, et par ’action de la SOD, une libération importante du H>O», ce
qui provoque une peroxydation des acides gras polyinsaturés donnant du MDA et par
conséquent une stimulation de la production d’enzymes antioxydantes, a savoir la CAT, la
POD et I’APX pour lutter contre les ROS générés par la toxicité de Sb et d’As. L’induction de
la production de la proline et des enzymes antioxydantes par A. tubingensis et F. oxysporum
en présence de concentrations importantes de Sb et As dans le milieu, illustre la capacité de
ces especes a s’adapter aux conditions stressantes, confirmée par les corrélations positives et
de significatives a tres significatives et a hautement significatives obtenues en étudiant I’effet
de ces métalloides sur les biomarqueurs de toxicité. Il ressort que les deux especes s’adaptent
a des niveaux élevés de métalloides mais de maniere différente, leur systéme antioxydant
répondant différemment, du point de vue quantitatif et qualitatif. Ce qui suggere que ces
mycoendophytes seraient des symbiotes d’H. pallidum et L. spartum impliquées dans

I’aptitude de celles-ci a se développer sur les déblais miniers d’antimoine, ce qui pourrait faire
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de ces mycoendophytes, seuls ou associés a des plantes hotes, des agents potentiels pour la

bioremédiation des sols et les environnements aquatiques contaminés par Sb et As.

Comme perspectives, nous proposons de :

v

v

Mettre en évidence I’impact d’autres métaux qui existent conjointement avec le Sb et
I’As dans la zone miniére sur I’aptitude de ces mycoendophytes isolés.

Etudier les mécanismes moléculaires de résistance vis-a-vis le Sb et I’As par les
techniques de transformation de cellules compétentes par I’ADN génomique des
mycoendophytes étudiés.

Elucider les mécanismes précis par lesquels les champignons endophytes
interviennent dans la résistance a 1’antimoine et I’arsenic et la stimulation de la
croissance de leurs plantes hote.

Utiliser ces souches endophytes résistantes pour la production des molécules
bioactives, notamment les biosurfactants d’intéréts biotechnologiques pour la

remédiation des environnements contaminés.

Enfin pour conclure, les résultats obtenus dans ce travail ont fait 1’objet d’une publication

dans une revue de renommée dotée d’un IF, et de plusieurs communications dans des congres

internationaux.
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Annexe 1 : Les milieux de cultures

1. Milieux d’isolement et d’identification : PDA (Potato dextrose agar)

POmme de teITe. .. o.uitiit i 200g
GIUCOSE. ettt ettt 15¢
N . 1 20g
Eau distill€e. ... ..oouoeii 1000ml
pH=16

2. Milieux de screening et fermentation : Sabouraud tamponné :

[ 2 D770 1] P 20g
POPtONC. .. e 10g
Tampon citrate 50 MM ... e 1000ml

pH=6,4
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Annexe 2 : Extraction d’ADN génomique des mycoendophytes Résistants

L’extraction d’ADN se fait selon le protocol propose par le fournisseur (Promega): Wizard

Genomic DNA Purification kit :

A

10.

11.

12.

13.

14.

La biomasse congelée est mise dans des mortiers en porcelaine stériles, est broyée dans
I’azote liquide jusqu’a I’obtention d’une poudre fine.

40 mg de la poudre du mycelium est mise dans des tubes eppendorfs.

Ajouter 600ul de Nuclei Lysis Solution, et vortexez 1-3 secondes.

Incubez a 65°C pendant 15 minutes.

Ajoutez 3ul de RNase Solution pour les lysats cellulaires, pour mélanger les échantillons
par I’inversion des tubes 2-5 fois, puis incubez une autre fois a 37 °C pendant 15 minutes.
Laisser les échantillons dans une température ambiante pendant 5 minutes avant de
procéder.

Ajoutez 200ul de Protein Precipitation Solution, et vortexer vigoureusement pendant 20
secondes.

Centrifuger pendant 3 minutes a 13,000 —16,000 X g, les protéines forment un précipité.
Eliminer délicatement le supernageant contenant I’ADN et le transférer dans de
nouveaux tubes eppendorfs de 1,5 ml contenant 600 pl isopropanol.

Me¢langer doucement par inversion de la solution, puis centrifuger a 13,000 —16,000 x g
pendant 1 minute a température ambiante.

Décanter délicatement le supernageant, et ajoutez 600 pl éthanol a 70% pour rincer
I’ ADN, puis centrifuger pendant 1 minute a 13,000 —16,000 x g.

Aspirer délicatement I’éthanol, en utilisant une pipette Pasteur.

Laisser le culot sécher pendant 15 minutes sur du papier absorbent propre.

Ajouter 100 pul de DNA Rehydration Solution, pour réhydrater I’ADN par incubation
toute une nuit a 4°C.

Conserver I’ADN a -20°C.
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Annexe 3 : Courbes étalons

1. Courbes d’étalonnage de Sb

250000
y = 23856x - 4824.
200000

150000

100000

Intensity

50000

10 12

-50000 Sb en ppm

La courbe d’étalonnage de I’antimoine a la longueur d’onde 217,581 avec prétraitement

250000
y =22042x - 1808.5

R?=0.9997

200000

150000

100000

Intensity

50000

10 12

Sb en ppm

-50000 -

La courbe d’étalonnage de I’antimoine a la longueur d’onde 231,147 avec prétraitement
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180000 -+
i y =16950x - 4141.9
160000 R?=0.9989

140000
120000
100000

80000
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60000
40000

20000

0
10 12

-20000

Sb en ppm

La courbe d’étalonnage de I’antimoine a la longueur d’onde 217,581 sans prétraitement

250000
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R?=0.9995

200000

150000

100000
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50000
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La courbe d’étalonnage de I’antimoine a la longueur d’onde 231,147 sans prétraitement
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2. Courbes d’étalonnages de As :

Intensity

70000 -
60000 -
50000
40000
30000
20000
10000

y = 6091.7x
R?=0.9989

0

10
As en ppm

12

La courbe d’étalonnage de I’arsenic avec prétraitement

Intensity

40000 -+
35000 -
30000 -
25000
20000
15000
10000
5000
0
-5000

y =3408.5x - 115.01
R?=0.9999

10

As en ppm

12

La courbe d’étalonnage de 1’arsenic sans prétraitement
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3. Courbe d’étalonnage de BSA :

DO a 750 nm

0.8 4

4. Courbe d’étalonnage de H,O» :

DO a 390 nm

Y=0.01032*X
R=0.99565
0.6 -
0.4 -
0.2 4
0.0
T T T T T T T T
20 40 60 80 100
Concentration BSA pg/ml
Courbe d’¢étalonnage de BSA
1.2 -
1.0 H
0.8 ]
Y=0.2166 *X
0.6 4 | ] R=0.9911
0.4 4 .
0.2 4
0.0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5

Concentration de H202 mM

Courbe d’étalonnage de H,O»
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Tableau 15 : Matrice de corrélation de Pearson entre toutes les variables analysées et les

Annexe 4 : Matrices de corrélation

concentrations d’As dans le milieu de culture pour A. tubingensis

Variables Poids sec H.0, MDA Proline CAT SOD POD APX
As mM -0,8518*** | 0,8710*** | 0,9826*** 0,7419** | 0,9199*** 0,3418 | 0,8780*** | -0,9410***
Poids sec 1| -0,7828** | -0,8748*** | -0,8117** | -0,8224** -0,2638 | -0,8145** 0,7465**
H20; 1| 0,8761*** 0,7611** | 0,8544*** 0,5486 | 0,8483*** | -0,8221**
MDA 1 0,7287** | 0,9720*** 0,3949 | 0,9433*** | -0,8734***
Proline 1 0,6882* 0,4821 0,6821* -0,7515**
CAT 1 0,5047 | 0,9806*** | -0,7650**
SOD 1 0,6043* -0,3636
POD 1| -0,7367**
Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05
k7 < 0.05; **p < 1072, ***p < 10 m=12)
Tableau 16 : Matrice de corrélation de Pearson entre toutes les variables analysées et les
concentrations de Sb dans le milieu de culture pour F. oxysporum
Variables Poids sec H.0, MDA Proline CAT SOD POD APX
SbmM -0,2630 | 0,9847*** | (0,9183*** 0,8823** 0,8503** | 0,9798*** | 0,9928*** | 0,9867***
Poids sec 1 -0,2859 -0,1422 -0,4756 0,1643 -0,2342 -0,2648 -0,3180
H.0, 1| 0,9098*** | 0,8844*** 0,8446** | 0,9558*** | 0,9732*** | (,9582***
MDA 1 0,6481 0,7780* 0,8895** | 0,9236*** 0,8759**
Proline 1 0,7232* 0,8550** 0,8493** 0,8983**
CAT 1 0,8383** 0,8267** 0,8053**
SOD 1| 0,9751*** | 0,9901***
POD 1| 0,9790***
Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05
k0 < 0.05; **p <1072, ***p <107 m=29)
Tableau 17 : Matrice de corrélation de Pearson entre toutes les variables analysées et les
concentrations d’As dans le milieu de culture pour F. oxysporum
Variables Poids sec H.0, MDA Proline CAT SOD POD APX
As mM -0,7344** | 0,9330*** | 0,9711*** | 0,9820*** | 0,8486*** | 0,9599*** | 0,9789*** | 0,9594***
Poids sec 1| -0,7099** | -0,7137** | -0,7524** -0,3108 -0,7079* -0,6235* -0,6610*
H,0, 1| 0,9153*** | 0,9082*** 0,7086** | 0,9262*** | 0,8914*** | 0,9516***
MDA 1| 0,9534*** 0,8216** | 0,9870*** | 0,9621*** | (0,9452***
Proline 1| 0,8040** | 0,9344*** | 0,9434*** | 0,9114***
CAT 1 0,8067** | 0,9075*** 0,8170**
S0Db 1| 0,9354*** | 0,9403***
POD 1| 0,9603***

Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05

*p < 0.05; *%p < 1072, **¥p < 107 (n = 12)
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Annexe 5 : Analyses des séquences
1. Séquences d’ Aspergillus tubingensis :
>TubAH2-1_Tub1 -- 8.464 of sequence
TGATGTATCTGGAATAGGCCAGATCACCACCAAGGAGCTCGGCACTGTGATGCGCTCCCT
CGGCCAGAACCCCTCCGAGTCTGAGCTTCAGGACATGATCAACGAGGTTGACGCTGACAA
CAACGGAACGATCGACTTCCCCGGTATGTGATAGATCTACGCCTGTAAGGCGGGAATGCC
GTATGGATTGTGATTGACTTTTGCCGCCAGAATTCCTTACCATGATGGCTCGTAAGATGA
AGGACACCGACTCCGAGGAGGAAATCCGCGAGGCTTTCAAGGTCTTCGACCGCGACAACA
ATGGTTTCATCTCCGCCGCGGAGTTGCGCCACGTCATGACCTCCATTGGCGAGAAGCTCA
CTGACGACGAAGTCGATGAGATGATCCGTGAGGCTGACCAGGACGGTGATGGCCGCATCG
ACTGTATGTTTCCCATTCCTGATATGCCCGTGAAGAA

>TubAH2-1_Tub2 -- 10.467 of sequence
TACGTCGATGCGGCCATCACCGTCCTGGTCAGCCTCACGGATCATCTCATCGACTTCGTC
GTCAGTGAGCTTCTCGCCAATGGAGGTCATGACGTGGCGCAACTCCGCGGCGGAGATGAA
ACCATTGTTGTCGCGGTCGAAGACCTTGAAAGCCTCGCGGATTTCCTCCTCGGAGTCGGT
GTCCTTCATCTTACGAGCCATCATGGTAAGGAATTCTGGCGGCAAAAGTCAATCACAATC
CATACGGCATTCCCGCCTTACAGGCGTAGATCTATCACATACCGGGGAAGTCGATCGTTC
CGTTGTTGTCAGCGTCAACCTCGTTGATCATGTCCTGAAGCTCAGACTCGGAGGGGTTCT
GGCCGAGGGAGCGCATCACAGTGCCGAGCTCCTTGGTGGTGATCTGGCCTATTTCCAGAT
TACATCAGTATTATGATTCAGATCGAAGGGGGATAAAC

2. Séquences de Fusarium oxysporum :
EFFH5-1_EF1 -- 14..673 of sequence
CACGTCGACTCTGGCAAGTCGACCACTGATGAGTACTCTCCTCGACAATGAGCTTATCTG
CCATCGTCAATCCCGACCAAGACCTGGTGGGGTATTTCTCAAAGTCAACATACTGACATC
GTTTCACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAACCATCGAG
AAGTTCGAGAAGGTTAGTCACTTTCCCTTCGATCGCGCGTCCTTTGCCCATCGATTTCCC
CTACGACTCGAAATGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGT
GATTTTTTTTGGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGAGCGTTTGCCCTCTTA
ACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAGCAGTCACTAACCATTCAA
CAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAG
CTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGAGACT
CCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTTCATTCTACTTCTCTT
CGTACTAACATATCACTCAGACGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAAATGACGGGG
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>EFFH5-1 EF2 -- 9..676 of sequence
GACGGTAACGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAAAAGAAGTAGAATGAAGCATGAGCGACA
ACATACCAATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGA
TGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGCGTACTTGAAGG
AACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGAATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTG
ACGACGCACTCATTGAGGTTGTGAGAATGGTTAAGAGGGCAAACGCTCCCGTCGCTCAAG
TGGCGGGGTAAGTGCCCCACCAAAAAAAATCACGGTCATATTGCAAAATTTTITGGTCTCG
AGCGGGGTAGCGGGCACATTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGGGCAAAGGACGCGCGAT
CGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCGC
ACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAACGATGTCAGTATGTTGACTTTGAGAAATAC
CCCACCAGGTCTTGGTCGGGATTGACGATGGCAGATAAGCTCATTGTCGAGGAGAGTACT
CACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAGGTGAGTCTT
GTCCCTTT
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Aspergillus tubingensis calmodulin (CaM) gene, partial cds
GenBank: MH189391.1

FASTA Graphics
Go to:
LOCUS MH189391 450 bp DNA linear PLN 04-JUL-
2018
DEFINITION Aspergillus tubingensis calmodulin (CaM) gene, partial cds.
ACCESSION MH189391
VERSTION MH189391.1
KEYWORDS .
SOURCE Aspergillus tubingensis
ORGANISM Aspergillus tubingensis
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Aspergillaceae;
Aspergillus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 450)
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Résumé :

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence une mycoflore endophyte résistante dans
les racines de deux espéces métallophyles Hedysarum pallidum Desf. et Lygeum spartum L.
poussant sur des sols contaminés par 1’antimoine (Sb) et 1’arsenic (As) dans la région du
Djebel Hamimat (Algérie). Le but est également d’étudier la tolérance des mycoendophytes
vis-a-vis de la toxicité de Sb et d’As et d'évaluer le niveau du stress oxydatif ainsi que de
déterminer les systemes de défense antioxydants d’Aspergillus tubingensis et Fusarium
oxyporum induits par la toxicité des métalloides.

Notre travail met en évidence la présence de mycoendophytes associés aux racines de deux
especes végétales étudiées pour la premiére fois en Algérie : H. pallidum, et L. spartum.
Ces derni¢res présentent des fréquences de colonisation de 64,58% et 96,87%
respectivement. Parmi les mycoendophytes isolés, Aspergillus tubingensis a résisté jusqu’a
500 mM de Sb et Fusarium oxysporum a toléré 30 mM d’As.

Les tests de toxicité in vitro sur A. tubingensis et F. oxysporum, ont révélé que ceux-ci
accumulaient dans leurs biomasses des quantités importantes de Sb et faibles en As. Quant
aux indicateurs du niveau de stress oxydant et aux réponses antioxydantes des deux especes
endophytes, les résultats montrent que le MDA, le H>O; et le contenu intracellulaire en
proline augmentent de maniere significative avec 1’augmentation des doses de Sb et d’As
dans le milieu de culture. Il apparait que les réponses antioxydantes varient quantitativement
et qualitativement d’une espéce fongique a I’autre, et d’un métalloide a I’autre. Ces résultats
suggerent que les souches endophytes isolées pourraient étre des agents potentiels pour la
bioremédiation des sols et des environnements aquatiques contaminés par l'antimoine et

I’arsenic.

Mots clés : Mycoendophytes, Hedysarum pallidum Desf., Lygeum spartum. L, antimoine,

arsenic, résistance, bioaccumulation, stress oxydatif, bioremédiation



Abstract:

The aim of this work is to highlight a resistant endophytic mycoflora in the roots of two
metallophylic species Hedysarum pallidum Desf. and Lygeum spartum L. growing on soil
contaminated with antimony (Sb) and arsenic (As) in Djebel Hamimat (Algeria) region, to
study the toxicity of mycoendophytes with respect to toxicity of Sb and As, to evaluate the
level of oxidative stress and the antioxidant defense systems of Aspergillus tubingensis and
Fusarium oxyporum induced by metalloid toxicity.

Our work demonstrates, the presence of mycoendophytes associated with the roots of the
two plant species studied for the first time in Algeria; H. pallidum, and L. spartum. This
latter have a colonization frequencies of 64.58% and 96.87% respectively. among the
isolated mycoendophytes, only Aspergillus tubingensis was resistant to 500 mM Sb, and
Fusarium oxysporum tolerated 30 mM As.

The toxicity tests in vitro on A. tubingensis and F. oxysporum revealed that these strains
accumulated a significant amounts of Sb in their biomass, in contrast to As. As regards the
indicators of the oxidative stress level and the antioxidant responses of the two endophytic
species, MDA, H>O> and intracellular proline content increase significantly with increasing
doses of Sb and As in the culture medium. Antioxidant responses vary quantitatively and
qualitatively from a fungal species to another, and from a metalloid to another. This suggests
that these endophytic strains may be potential agents for the bioremediation of soil and

aquatic environments contaminated with antimony and arsenic.

Key Words : Mycoendophytes, Hedysarum pallidum Desf., Lygeum spartum L. antimony,

arsenic, resistance, bioaccumulation, oxidative stress, bioremedation.
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Abstract

Antimony (Sb) is a toxic metalloid whose pollution has become a serious problem. However, studies on fungal endophytes
resistant to antimony are virtually nonexistent. An endophytic fungal strain was isolated for the first time from the roots of
Hedysarum pallidum Desf. which is a Sb accumulator Fabacea growing on mine cuttings. Experiments with high Sb increased
concentrations (0, 5, 10, 20 and 30 mM Sb) were performed in order to assess the strain potential in contaminated environments
bioremediation and to understand its Sb tolerance strategy. The isolated strain was identified as Aspergillus tubingensis
MH189391 by morphological characteristics and phylogenetic analysis. It exhibited a minimum inhibitory concentration
(MIC) of 500 mM Sb, i.e. 60,880 mg L™, and maintained high amounts of biomass up to 30 mM Sb, i.e. 3652.8 mg L' of
Sb. A stimulation of A. fubingensis growth and its antioxidant responses was observed at the level of 5 mM Sb, i.e. 609 mg L™".
Hydrogen peroxide (H,0O,) and malondialdehyde (MDA) contents increased significantly (p <0.05) with Sb treatments.
Oxidative stress induced significant increases (p < 0.05) in antioxidant biomarkers such as proline, catalase (CAT), and super-
oxide dismutase (SOD), but it resulted in a significant decrease of peroxidase (POD) and ascorbate peroxidase (APX) activities.
Proline, CAT, SOD, H,0, and MDA were significantly (»p < 0.05) and positively correlated, which highlights their coactions in
oxidative stress fighting. Results indicate that Aspergillus tubingensis has developed an important adaptation to excessive Sb
concentrations and that it could be used in antimony-contaminated environments bioremediation.

Keywords Metalloid - Antioxidants - Endophyte - Fungus - Mine cuttings

Abbreviations P Probability value

APX  Ascorbate peroxidase PCR  Polymerase chain reaction
CAT  Catalase POD  Peroxidase
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SEM  Standard error of the mean
Sb Antimony
SOD  Superoxide dismutase
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and the surroundings of some industries mainly. But in the last
30 years, this metalloid has become a widespread pollutant. In
fact, according to Mubarak et al. (2015), soil contamination by
antimony due to human activities has considerably increased
in the recent past. Sb uses by man are numerous and very
diverse. The main use of Sb is as a hardener for lead in lead-
acid batteries, cable sheaths and ammunition and as an impor-
tant component in semiconductors. Large amounts of Sb (such
as antimony trioxide Sb,03) are used as flame retardants in
textiles, paper, plastics and adhesives without any prospects
for the development of alternative materials. Sb is also used in
ceramics as an opacifier, in paints as a mordant, in brake
linings, in pest control agents, in polyethylene terephthalate
(PET) plastics and as an additive in the tire vulcanization
process (Clemente 2013; Pierart et al. 2015).

Antimony pollution increase may constitute a serious
threat to human health and to other living organisms. The
development of Sb removal biotechnologies of contaminated
sites is therefore necessary. Bioremediation, in situ treatment,
provides a safe and economic alternative to the physicochem-
ical strategies commonly used (Ma et al. 2016). Metal accu-
mulating plants harbor in their roots microorganisms, known
as endophytes, with potential to accumulate metals from pol-
luted environment and to enhance metal uptake by plants (Ma
et al. 2016). Thus, such endophytes, or both endophytes and
their hosts, could be used in metalloid polluted environments
bioremediation. In the host-endophytic association, host tol-
erance to abiotic stress is enhanced by an increase in antiox-
idant activity by the symbiont whose antioxidants production
is also increased (Devi et al. 2017). Such an increase in anti-
oxidants by the endophyte is a sign of its resistance to the pro-
oxydants involved. Thus, the measurement of the antioxi-
dants produced by an endophyte exposed to a metal stress
would highlight its degree of resistance to the metal involved
and therefore its possible use in the bioremediation of metal
contaminated environments. However, the antioxidant system
role in fungi resistance towards this metalloid remains virtu-
ally nonexistent.

In the Djebel Hamimat area (southeast of Constantine,
Algeria) an abandoned mining exploitation has generated im-
portant quantities of soils containing various toxic metals,
mainly antimony whose concentration reached
81.446 mg kg ! (Benhamdi et al. 2014). In this area, a chem-
ical analysis of a metallophyte, Hedysarum pallidum Desf.,
carried out by the authors in question highlighted up to
263 mg kg ' of Sb in its aerial parts and 183 mg kg " in its
underground parts. The above authors showed that this spe-
cies exhibited significant antioxidant enzymatic activities in
its two parts to fight oxidative stress generated by metallic
pollution. Thus, it is possible that this plant harbors endophyt-
ic fungi in its roots that would help it to tolerate high levels of
this metalloid in its tissues. Such endophytes could be resistant
to antimony high levels and present a powerful antioxidant

@ Springer

defense system that make them potential candidates for biore-
mediation of antimony-contaminated environments.

The purpose of the present work is to highlight and identify
the most antimony tolerant endophytic fungus from
H. pallidum roots by determining its MIC. The goal is also
to determine the strain tolerance strategy to Sb by studying the
metalloid impact on the antioxidant biomolecules induction.
Results would determine the strain’s ability to bioremediation
of contaminated environments by this metalloid.

Materials and methods
Site characteristics and plant sampling

The study area is located 90 km away from Constantine, more
precisely in the province of Oum El Bouaghi, a semiarid re-
gion in the northeast of Algeria with the following geograph-
ical coordinates: 35°58'37.64" N —7°11"22.80" E to 36°01’
09.78" N —7°14'38.38" E (Benhamdi et al. 2014). In this area,
an old abandoned antimony surface mine is situated on the
side of a mountain (Djebel Hamimat) with an average altitude
of 865 m (Bentellis et al. 2014).

Soils and plant roots were taken from the most contaminat-
ed spoil of the study area. The soils showed the following
physicochemical characteristics: 62,000 mg kg ' +4,924 Sb,
2,300 mg kgf1 +186 As, 0.9 +0.04% Organic matter (OM),
pH 8.01+0.09, 7.8 +£1.82% CaCOs3, 23.0 +4.9% Clay, 16.3
+1.02% Silt, 53.7 +3.22% Sand (Benhamdi et al. 2014).

Eight specimens of H. pallidum were randomly chosen
from the analyzed spoil. The roots of each specimen were
extracted with sterile auger, taken with sterile gloves and put
in sterile flasks after being separated from the aerial part by
sterile scissors.

Isolation and selection of endophytes resistant
to antimony

In order to isolate fungal endophytes, H. pallidum roots
were washed with sterile water to remove soil particles, then
immersed successively in 75% (v:v) ethanol solution for
2 min and in sodium hypochlorite (35° Chlorine) at 5%
for 1 min, finally, washed in sterile water three times to
remove the surface sterilization agents. After the last rinse
and to check the effectiveness of the disinfection, 0.3 mL of
the final rinse water were inoculated into the potato dextrose
agar (PDA) medium supplemented with gentamicin and in-
cubated at 30 °C. The absence of any fungal growth on this
medium indicated that all the fungi that have been isolated
are endophytes (Deng et al. 2011). After that, the washed
roots were cut into small pieces, placed on PDA medium
and incubated at 30 °C for 1 to 2 weeks. After incubation,
the obtained strains were transplanted several times on PDA
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medium in order to be purified. The purified strains were
stored at 4 °C (Deng et al. 2011).

To screen the antimony resistant fungal endophytes, the
obtained isolates were grown on Sabouraud agar containing
per liter of medium: 10 g peptone, 20 g glucose, 20 g agar, and
increasing amounts of antimony in the form of tartrate
(CgH4K,01,Sb, 3H,0 from Sigma-Aldrich). The pH of the
medium was maintained at 6.4 before autoclaving (Mukherjee
etal. 2010). The selection cultures were incubated at 30 °C for
96 h. The fungal growth was monitored daily by reference to
the control (Sabouraud agar culture without addition of met-
al). The lowest concentration of the metalloid, which
completely inhibits the growth of the isolates, was considered
as the minimal inhibitory concentration (MIC).

Resistant strain identification

The resistant isolate was identified by the cultural, morpho-
logical characteristics and analysis of the sequences of the
calmodulin gene, TUB1/TUB2 (5 "TCGACAGCTATTTC
CCCCTT 3") / (5§ ' TAGCATGTCATATCACGGGCAT 3') by
PCR amplification of specific primers.

The sequences obtained after sequencing at Eurofins/
Genomics Laboratory (Germany) were subjected to a se-
quence homology search using the BLAST program at the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) to
search for the closest sequences deposited in Genbank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). For this purpose,
the sequences of the calmodulin gene were aligned with the
sequences of the similar fungi retrieved from the databases
using CLUSTAL X, and a phylogenetic tree was constructed
using the neighbor-joining method (MEGA version 7).

Preparation of fungal biomass for the determination
of Sh toxicity biomarkers

The biomass of the resistant strain was obtained from sub-
merged cultures in the modified Sabouraud broth, composed
of 50 mM citrate buffer (pH 6.4): 10 g peptone and 20 g
glucose, per litter.

The total volume, 50 mL of buffered Sabouraud broth, was
transferred to 250 mL Erlenmeyer flasks. The broth medium
was inoculated with spores of the resistant strain and then
incubated at 30 °C for 96 h in a rotary incubator at 175 rpm
(New Brunswick Scientific, Co., Inc., NJ, USA).

For the biomarkers determination, four media were pre-
pared, aseptically and separately, by supplementing
Sabouraud broth with Sb increasing amounts (5, 10, 20 and
30 mM) in tartrate form. A control medium was prepared with
buffered Sabouraud broth without any Sb additions. The max-
imum dose was determined by the minimum amount of bio-
mass necessary to perform the biomarker toxicity analysis.
The biomass was recovered after a 96 h incubation, after

filtration and rinsing with sterile bi-distilled water. It was then
stored at —20 °C until use (Mukherjee et al. 2010).

The pH variations before inoculation and after
obtaining the biomass were stabilized by the addition of
citrate buffer to the culture media according to the method
of Chakraborty et al. (2014).

Intracellular H,0, assay

The intracellular H,O, content was measured according to
the method described by Chakraborty et al. (2014). The
fresh mycelia (0.5 g) were homogenized in an ice bath
with 5 mL of 0.1% TCA (w:v). The homogenate was
centrifuged at 12000xg for 15 min, then 0.5 mL of the
supernatant was added to 10 mL of the phosphate buffer
(0.5 mM, pH 7.0) and 1 mL of the 1 M KI. The absor-
bance was read at 390 nm. The H,O, contents were de-
termined from a standard curve.

Malondialdehyde (MDA) assay

The MDA was assayed following the method used by
Benhamdi et al. (2014) in order to evaluate the level of lipid
peroxidation. Fresh biomass (0.5 g) was crushed in liquid ni-
trogen and homogenized with a 5 mL solution containing 20%
trichloroacetic acid (TCA) and 0.5% thiobarbituric acid (TBA).
The mixture was incubated at 95 °C for 30 min and the reaction
was stopped by immersing the tubes in ice. The cooled mixture
was centrifuged at 5000xg for 10 min at 25 °C. The non-
specific absorbance at 600 nm was subtracted from the absor-
bance at 532 nm and the MDA concentration was determined
by its molar extinction coefficient: 155 mM ' ecm . It was
expressed in pM g ' of fresh biomass.

Intracellular proline assay

The intracellular proline content was determined by the meth-
od adopted by Zhang et al. (2011). Fresh biomass (0.1 g) was
ground in an ice bath. Then, 2 mL of 40% methanol (v:v) were
added after incubation at 85 °C for 60 min and cooled to room
temperature. After decantation, 1 mL of the supernatant was
mixed with 2 mL of acetic acid, 25 mg ninhydrin and 1 mL of
a mixture containing: acetic acid, distilled water and ortho-
phosphoric acid (120:300:80; v:v:v). The mixture was boiled
for 30 min and then placed in an ice bath to stop its reaction. In
order to allow the phase separation, toluene was added to the
mixture and stirred vigorously. The intensity of the red color
of the upper phase was read at 528 nm. The concentration of
proline was determined using the extinction coefficient
0.62 uM ' cm™! relative to the fresh weight.
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Antioxidant enzyme activities assay

For antioxidant enzyme activities measures, the fresh biomass
of the resistant fungal strain (0.5 g) was ground into a fine
powder with a mortar in liquid nitrogen. The proteins were
then extracted at 4 °C with 3 mL of cold potassium phosphate
buffer (50 mM, pH 7.0) containing 0.1% triton X-100 (v:v)
and 1% polyvinylpyrrolidone (PVP) (w:v). The homogenate
was centrifuged at 14000xg at 4 °C for 15 min and the super-
natant was used to measure antioxidant activities (Mukherjee
et al. 2010).

Protein concentrations were quantified according to
Lowry et al. (1951) method, using BSA (bovine serum
albumin) as a standard.

The activity of catalase (CAT) (EC.1.11.1.6) was measured
according to the method of Chance and Maehly (1955). The
decomposition of hydrogen peroxide was determined by its
absorbance decrease at 240 nm (¢ =39.4 mM ' cm '). The
activity of CAT was expressed in tM min ' mg " proteins.

The total activity of SOD (EC.1.15.1.1) was evaluated ac-
cording to the method of Marklund and Marklund (1974) by
its ability to inhibit autoxidation of pyrogallol at 420 nm. The
SOD unit was defined as the amount of enzyme required to
cause 50% inhibition of pyrogallol autoxidation.

The POD activity (EC.1.11.1.7) was quantified according
to the method of Chance and Maehly (1955); the amount of
purpurogallin formed between H,O, and pyrogallol was mea-
sured at 420 nm and the enzymatic activity was expressed as
U.min ' mg ™' proteins.

The activity of APX (EC.1.11.1.11) was measured accord-
ing to the method of Nakano and Asada (1980) by decreasing
in the absorbance of oxidized ascorbate in the presence of
H,0,at290 nm (¢ =2.8 mM ' cm ). The enzymatic activity
was expressed in uM min ! mg ' proteins.

Fig. 1 Phylogenetic tree
according to distance method
(Neighbor-Joining) based on
the analysis of calmodulin gene

Statistical analysis

The obtained data for the different tested biomarkers at in-
creased Sb concentrations were presented in bar graphs and
correspond to means (= SEM) of 3 repetitions. The signifi-
cance of the differences between the means, at the level of
p<0.05, was estimated using a variance analysis (ANOVA)
followed by the Tukey’s test. The relationships between all
analyzed variables and between those and Sb concentrations
of the medium were tested by the Pearson correlation coeffi-
cients (r). The data treatment was carried out using XLStat
software (XLStat 2014, Addinsoft, Paris, France).

Results
Antimony-resistant strain identification

Of the 36 endophytic strains isolated from the roots of
Hedysarum pallidum Desf., only the isolate Tub-H2 was able
to grow up to 500 mM Sb. This strain showed a rapid growth
at 28-30 °C by covering the agar without Sb with a white
powder at the beginning of the growth which became black
during the development. The mycelium has distinct septa and
black brown spores. The morphological and cultural charac-
teristics of this isolate allowed its affiliation to the genus
Aspergillus.

The analysis of the calmodulin gene sequences indicated
that the resistant strain Tub-H2 was affiliated to Aspergillus
tubingensis with a 100% similarity (Fig. 1).

Thus, the morphological and phylogenetic characteristic
identification makes it possible to conclude that the resistant
strain is Aspergillus tubingensis MH189391.

|: Aspergillus tubingensis
Tub-Aspergillus h2 Tub

sequences using Mega
(Molecular Evolutionary
Genetic Analysis) software
showing the phylogenetic posi-
tion of the Tub-H2 isolate

— Aspergillus neoniger

— Aspergillus luchunsis

0,001
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Antimony effect on fungal biomass

Biomass of Aspergillus tubingensis, represented by its dry
weight (Fig. 2a), decreased significantly with the increase
of Sb concentrations. It was very significantly and nega-
tively correlated with the metalloid concentrations
(Table 1). At 5 mM Sb, A. tubingensis biomass increased
significantly by 25% compared to the control and was

Fig. 2 Dry weight and
Biochemical responses measures,
according to Sb concentrations, in
the endophytic fungus Aspergillus
tubingensis isolated from roots of
Hedysarum pallidum Desf. a dry
weight, b H,O, contents, ¢ MDA
contents, d Proline contents, e
CAT activities, f SOD activities, g
POD activities, h APX activities.
Values represent means + SEM
(N =3). Different letters
discriminate statistical differences
between the measured parameters
at the different antimony (Sb)
concentrations (using ANOVA
followed by Tukey’s test,
p<0.05)
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Table 1 Pearson correlation coefficients between all analyzed variables and between those and antimony culture medium concentrations

Dry weight H,0, MDA Proline CAT SOD POD APX
Sb (mM) —0,710%* 0,868+ 0,841 %% 0,934 0,688%+* 0,9197%#:* —0,656%* —0,745%*
Dry weight 1 —0,535* —0,706%* —0,436 —0,096 —0,498* 0,927 0,911%%*
H,0, 1 0,611* 0,858 0,605%* 0,883%#%* —0,424 —0,456
MDA 1 0,704%** 0,372 0,711%* —0,712%* —0,800%*
Proline 1 0,8507%#* 0,711%* —0,395 —0,511%
CAT 1 0,755%* —0,152 —0,277
SOD 1 -0,451 -0,525%
POD 1 0,932 %%

#p <0.05; #4p < 1072, ##4p < 107 (n=15)

slightly lower than those of the control, whereas at 10 and
20 mM Sb they showed an increase of 174% and 197%
respectively, compared to the control. At 30 mM Sb, the
intracellular H,O, contents were significantly higher than
the control that they exceeded by 631%. They were very
significantly and positively correlated with Sb concentra-
tions in media but negatively and significantly with strain’s
dry weight (Table 1).

MDA contents

The MDA contents of A. tubingensis (Fig. 2c) increased
significantly at 5 and 10 mM Sb compared to the control.
At 5 mM Sb they exceeded those of the control only by
30%, whereas at 10 mM Sb they exceeded it by 44%.
From 10 to 30 mM Sb, MDA contents of the strain
remained significantly invariable. They showed positive
and very significant correlation with media Sb concentra-
tions, significant positive correlation with strain’s H,0,,
but significant negative correlation with the strain dry
weight (Table 1).

Intracellular proline contents

The proline contents of A. tubingensis (Fig. 2d) increased
significantly at 5 mM Sb. They were 69% higher than that
of'the control, and significantly closer to the contents obtained
at 20 mM Sb level, while at 10 mM Sb, they decreased to be
also closer to the control, remaining 28% higher.

The proline levels increased significantly at 20 and 30 mM
Sb, exceeding those of the control by 97.50% and 177% re-
spectively. In general, the appearance of the diagram showed a
progressive increase in proline levels with increasing Sb, ex-
cept at 5 mM Sb where a significant increase in proline con-
tents was observed compared to 0 and 10 mM. Moreover, they
were very significantly and positively correlated with media
Sb concentrations strain’s H,O, and MDA contents, but
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negatively correlated, although not significantly, with strain’s
dry weight (Table 1).

Antioxidant enzyme activities

Overall, it appears (Fig. 2e) that CAT activities increased pro-
gressively and significantly according to Sb concentrations in
culture media except at 5 mM Sb. At this concentration, as for
proline level, the CAT was significantly higher than that mea-
sured at 0 and 10 mM Sb and was close to activities measured
at 20 and 30 mM Sb. These latter exceeded that of the control
by 163% and 197% respectively. CAT activities showed pos-
itive and significant to very significant correlations with Sb
concentrations, with strain’s H,O, and proline contents. They
also showed positive correlation, although not significant,
with MDA contents, and no correlation with strain’s dry
weight (Table 1).

SOD activities of A. fubingensis increased steadily, but not
significantly, from 0 to 20 mM Sb (Fig. 2f). It was only at
30 mM Sb that the SOD presented an activity significantly
higher than the control. However, SOD activities showed very
significant positive correlations with Sb concentrations, H,O»,
MDA, proline contents and CAT activities, but, significant
negative correlations with strain’s dry weight and APX activ-
ities. They also showed almost significant negative correlation
with POD activities (Table 1).

The diagrams of POD and APX activities showed a very
similar general aspect. They also had a important similarity to
the biomass diagram. POD and APX activities (Fig. 2g and h)
revealed a slight increase of 111% and 106% respectively at
5 mM Sb. Then they showed significant decrease from 10 mM
Sb, compared to the control. However, the decrease at 30 mM
of Sb (i.e. 3,653 mg L") was respectively only 22% and 29%
of that the control.

Both enzymes had very significant positive correlations
between them and with strain’s dry weight. They exhibited
significant to almost significant negative correlations with
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Sb concentrations, MDA, H,0,, proline contents, and SOD
activities (Table 1).

Discussion

Aspergillus tubingensis, isolated for the first time from the roots
of a steppic antimony acumulator plant Hedysarum pallidum
Desf., growing on Sb mine spoils, proves to be a real endo-
phyte, because it was also isolated from the roots of another
species, Pongamia pinnata, by Huang et al. (2010), and from
tissues of Mangrove trees by Bacal and Yu (2017).

Toxicity in vitro tests showed that A. tubingensis was toler-
ant at concentrations up to 500 mM Sb, namely 60,880 mg L
which corresponds to the maximum level of Sb determined in
the mining region (Benhamdi et al. 2014). Such a resistance
level does not appear to be an exceptional character of this
strain since Qayyum et al. (2016) already demonstrated its re-
sistance to heavy metals.

The toxic effect of Sb on A. tubingensis was highlighted by
the significant decrease of its biomass according to Sb concen-
trations increase. It was also evidenced by the very significant
negative correlation of its biomass with Sb concentrations. The
biomass decrease can be explained by the physiological mech-
anisms modification of tested strain in response to Sb toxicity.
In fact, according to Chakraborty et al. (2012, 2014), non-lethal
metallic amounts induce a disturbance in the membrane perme-
ability of the fungal cell and consequently a significant loss of
essential nutrients for fungal growth. However, A. tubingensis
still preserved a significant biomass (61% of the control) at
30 mM Sb, namely 3,653 mg L' Sb. Such a result shows an
important resistance of this strain to Sb toxicity.

The significant increase in biomass at 5 mM Sb compared
to the control (0 mM Sb), instead of its decrease, shows that
the strain’s growth was stimulated by the presence of Sb. The
concentration of 5 mM, ie 609 mg L™, is relatively high since
the normal levels of Sb in soils are inferior to 8 mg kg™’
(Clemente 2013). It is also much higher than the maximum
Sb content (183 mg kg ') determined in the roots of
H. pallidum from which A. tubingensis was isolated
(Benhamdi et al. 2014). Such a result suggests that the adap-
tation of this fungal strain to excessive Sb levels in the natural
environment has resulted in this element becoming necessary
for its development at a relatively high threshold concentra-
tion. Beyond this threshold, Sb becomes toxic for the strain by
reducing its growth, but its toxicity remains low since the
strain still had an important biomass.

The toxicity of antimony in the medium induced the for-
mation of reactive oxygen species (ROS) such as hydrogen
peroxide (H,O,). This was evidenced by the very significant
positive correlation of Sb concentrations with H,O, contents.
However, it was only from 30 mM Sb that the production of
H,0, became important by being significantly higher than the

control. Indeed, H,O, contents produced at the lowest con-
centrations (5, 10 and 20 mM Sb) were not significantly dif-
ferent from that of the control medium (0 mM Sb). As a result,
the oxidative stress generated by antimony toxicity become
significant only from 30 mM Sb, indicating an important re-
sistance of the strain to concentrations below this level, but
which are still very high.

The ROS, including H,0,, induced by Sb treatments, have
involved a lipid peroxidation (LPO) of the polyunsaturated
fatty acids, of which the final product is malondialdehyde
(MDA). Such a result is highlighted by the very significant
positive correlation of H,O, contents with MDA.

MDA is a reliable indicator of free radical formation. It is
used as a biomarker of toxicity in a variety of living organisms
(Tsikas 2017). It indicates membrane damage leading to a
disruption of the metabolic function and a reduction of
cellular integrity, thus a decrease in growth. Such an effect,
in the case of A. tubingensis, is highlighted by the significant
negative correlations of the strain dry weight with its H,O,
and MDA contents and with the media Sb concentrations.
These results are in accordance with the work of Mukherjee
et al. (2010) which showed that lipid peroxidation increased
steadily with the increase of arsenate amounts in Aspergillus
niger. Similarly, Chakraborty et al. (2014) indicated that the
peroxidation of Aspergillus foetidus cell membrane induced
by cadmium, caused damages in cell wall.

The same results were observed by Benhamdi et al. (2014),
they illustrated that MDA increased with soil Sb concentra-
tions in the roots of H. pallidum Desf. from which
A. tubingensis was isolated. This finding indicates a close
relationship between the host plant and its endophyte.

The low MDA contents at 5 mM Sb would have caused
insignificant membrane damage at this concentration, which
explain the important biomass obtained at 5 mM than at 10, 20
and 30 mM Sb. However, contrary to H,O, contents, MDA
contents determined at the concentrations of 5, 10 and 20 mM
Sb, were significantly higher than that of the control. This
could be explained by the fact that other ROS than H,O, were
involved in the production of MDA.

The very significant and positive correlations of proline
contents of A. tubingensis with Sb treatments, strain’s H,O,
and MDA contents indicate that the intracellular proline in-
crease with Sb concentrations of the medium, H,O, and MDA
contents. Such an increase shows that the production of pro-
line was triggered by the presence of the ROS generated by
the metalloid toxicity. It suggests that proline is involved in
H,0; removal and in preventing the lipid peroxidation.
Furthermore, the negative correlation of proline with fungal
growth suggests that this reduction, due to Sb toxicity, would
be the inducing factor of proline production. Therefore,
A. tubingensis produces intracellular proline to struggle the
metalloid toxicity, reduce its deleterious effects on the metab-
olism, and prevent the reduction of the fungus growth. This
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indicates an important adaptation of the fungal strain to the
excessive contents of Sb. This adaptation seems more impor-
tant at 5 mM Sb since the strain’s proline contents are higher
than at 0 and 10 mM Sb. Indeed, according to Raj and Mohan
(2016), high levels of intracellular proline are specific charac-
teristics of hypertolerant heavy metal populations. They sug-
gest that intracellular proline have a functional role in high
resistance to metals. The obtained results are corroborated
by the works of Chakraborty et al. (2012, 2014): when study-
ing the behavior of Aspergillus foetidus according to Pb (II)
and Cd toxicity, they found out that intracellular proline in-
creased in a gradual and significant way with that of the two
elements in the medium.

Very significant positive correlations of proline with CAT
and SOD suggest that proline production is related to the
induction of these enzymatic activities. Indeed, according to
the works of Zouari et al. (2016), on date palm (Phoenix
dactylifera L. cv Deglet Nour), proline intervenes in allevi-
ation of cadmium stress by promoting CAT activity. Not
only could this be the case for A. tubingensis for CAT but
also for SOD.

The significant increase in CAT activity with Sb treatments
and H,0, contents and their very significant positive correla-
tions show that CAT activity is triggered by H,O, contents,
which are induiced by Sb toxicity. It suggests that CAT is
involved in H,O, removal. In fact, catalases are known to be
implied in one of the mechanisms that protect cells against
cellular components damages caused by H,O, and reactive
oxygen species (ROS) (Teng et al. 2018). Moreover, accord-
ing to these authors, catalase activity is directly regulated by
H,0, concentrations in the medium. So, the H,O, formed by
Sb toxicity would be eliminated by CAT, produced by
A. tubingensis, that neutralizes or reduces its toxic effects.
Such a result indicates an important adaptation of the fungal
strain to the presence of excess Sb in the medium. This adap-
tation seems more accentuated at 5 mM Sb since CAT activity
is higher than at 0 and 10 mM Sb. As it was for MDA, the
CAT activity of the plant H. pallidum, had increased signifi-
cantly with the increase of antimony pollution in soil
(Benhamdi et al. 2014). Such an increase could therefore be
related to the presence of A. tubingensis in H. pallidum roots.

Superoxide dismutase (SOD) is another antioxidant en-
zyme that protects cells against oxidative stress. Thus, the
increase of SOD activity in A. tubingensis with increased Sb
treatments, which are correlated significantly and positively,
prove that the metalloid induced SOD activity of the strain.

Indeed, according to Demidchik (2015), SOD reacts with
superoxide radicals (0,") to produce H,O, and O,. The pro-
duction of H,O, by SOD makes it possible to reduce the
amount of O,” produced by the stress and thus to prevent
the formation of hydroxyl radicals (OH ) in the Haber-Weiss
reaction. These hydroxyl radicals are the most reactive species
causing LPO, consequently, MDA production. Therefore, the
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very significant positive correlations of SOD with H,O, and
MDA suggest that SOD is involved in HO, and MDA pro-
duction, so, in LPO prevention.

The H,0,, which is also an oxidant, would be eliminated
by intracellular proline and CAT. This, therefore, explains the
very significant positive correlations found between SOD,
CAT activities, HO, and proline contents.

Benhamdi et al. (2014) also highlighted an increase in SOD
activity of H. pallidum according to Sb contamination in soils.
In addition, it was more important in H. pallidum roots than in
its aerial parts. This suggests that A. fubingensis could play a
role in increasing SOD activity of its host.

POD and APX belong to a group of oxidoreductases found
in fungi which mediate electron transfer from hydrogen per-
oxide (H,0,) and organic peroxide to various electron accep-
tors (Choi et al. 2014). Consequently, the similarity of POD
and APX activities graphs and their very significant positive
correlation could be explained by the fact that they intervene
in the same type of reaction.

Significant decrease of both POD and APX activities with
increased Sb concentration and the very significant and nega-
tive correlations of these enzymes with Sb treatments high-
light a relative inhibition of POD and APX activities by Sb
toxicity. Such inhibition could be linked to the excessive H,O,
production, hence explaining the negative correlations of both
enzymes activities with the strain’s H>O, contents. Indeed,
according to Demidchik (2015), peroxidases could be
inactivated by their substrate, hydrogen peroxide. Similarly,
Feng et al. (2016) noted a reduction in APX and POD activ-
ities of paddy rice roots exposed to antimony and selenium.
The low correlation between both enzymes activities and
H,0, contents may be explained by the fact that other ROS,
such as hydroxyl radicals, would be involved in the inactiva-
tion of A. tubingensis’s peroxidases.

The very significant and negative correlations between
MDA contents and both enzymes suggest that they are not
involved in the LPO prevention.

Since peroxidases monitore a large variety of fundamental
biological processes (Demidchik 2015), their inactivation in-
evitably leads to reduce the growth of A. tubingensis. This
would explain the very significant positive correlations be-
tween both enzyme activities and the strain’s dry weight.

Despite their decreases, the activities of the POD and the
APX are still relatively important since, at a high concentra-
tion of Sb (30 mM ie 3,652.8 mg L"), they correspond to
78% and 71% of those recorded for the control, respectively.
Therefore, this attests to an important adaptation of the strain
to excessive levels of antimony. Such an adaptation also ap-
pears in the exceeding of both enzyme activities at 5 mM Sb
compared to those of the control and the other Sb treatments.

The plant, H. pallidum, from which A. tubingensis was
isolated, exhibited, on the contrary, an increase in the activities
of both enzymes according to Sb increase in soil (Benhamdi
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et al. 2014). This could be explained by the fact that peroxi-
dases of H. pallidum differ from those of A. tubingensis.

Conclusion

The fungal endophyte Aspergillus tubingensis isolated, for the
first time, from the roots of an antimony acumulator plant,
Hedysarum pallidum Desf., showed a high resistance to anti-
mony by growing up to 500 mM Sb in broth media.

This strain showed an important adaptation to Sb toxicity
by the establishment of antioxidant biomolecules defense sys-
tems allowing the endophyte to fight the toxicity of the medi-
um. It appears that proline, CAT and SOD interact to eliminate
H,0, and avoid lipid peroxidation, while POD and APX are
not involved in such a mechanism.

Similarity in some antioxidant responses of A. tubingensis
to Sb toxicity with those of the host plant suggests that the
fungal strain would participate in the protection of H. pallidum
in trapping at least part of the ROS.

These results indicate that A. tubingensis developed indige-
nous mechanisms to tolerate high Sb doses. Although this strain
was originated from terrestrial environment, its resistance to Sb
was demonstrated in a liquid medium. This suggests that this
strain could be a potential agent for bioremediation of both soil
and aquatic environments contaminated by antimony.
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Résumé : L’objectif de ce travail est de mettre en évidence une mycoflore endophyte
résistante dans les racines de deux espeéces métallophyles Hedysarum pallidum Desft. et
Lygeum spartum L. poussant sur des sols contaminés par I’antimoine (Sb) et I’arsenic (As)
dans la région du Djebel Hamimat (Algérie). Le but est également d’étudier la tolérance des
mycoendophytes vis-a-vis de la toxicité de Sb et d’As et d'évaluer le niveau du stress
oxydatif ainsi que de déterminer les systetmes de défense antioxydants d’Aspergillus
tubingensis et Fusarium oxyporum induits par la toxicité des métalloides.

Notre travail met en évidence la présence de mycoendophytes associé¢s aux racines de deux
especes végétales étudiées pour la premiere fois en Algérie : H. pallidum, et L. spartum.
Ces dernieres présentent des fréquences de colonisation de 64,58% et 96,87%
respectivement. Parmi les mycoendophytes isolés, Aspergillus tubingensis a résisté jusqu’a
500 mM de Sb et Fusarium oxysporum a toléré 30 mM d’As.

Les tests de toxicité in vitro sur A. tubingensis et F. oxysporum, ont révélé que ceux-ci
accumulaient dans leurs biomasses des quantités importantes de Sb et faibles en As. Quant
aux indicateurs du niveau de stress oxydant et aux réponses antioxydantes des deux especes
endophytes, les résultats montrent que le MDA, le H>O; et le contenu intracellulaire en
proline augmentent de maniere significative avec I’augmentation des doses de Sb et d’As
dans le milieu de culture. Il apparait que les réponses antioxydantes varient
quantitativement et qualitativement d’une espéce fongique a ’autre, et d’un métalloide a
I’autre. Ces résultats suggerent que les souches endophytes isolées pourraient étre des
agents potentiels pour la bioremédiation des sols et des environnements aquatiques
contaminés par l'antimoine et 1’arsenic.

Mots clés : Mycoendophytes, Hedysarum pallidum Desf., Lygeum spartum. L, antimoine,
arsenic, résistance, bioaccumulation, stress oxydatif, bioremédiation
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