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Résumé 

L’objectif de ce travail consiste à mettre en évidence in vitro l’impact de la salinité sur le 

mycoendophyte Aspergillus tubingensis qui présentait une résistance aux fortes concentrations 

aux sels de métaux lourds, et d’évaluer la stimulation du système de défense antioxydant pour 

neutraliser les radicaux libres induits par la présence des doses élevée en chlorure de sodium 

(NaCl). Aspergillus tubingensis a montré une tolérance à l’excès de NaCl dans le milieu traduit 

par la bonne croissance même en doses élevées, notant une concentration minimale inhibitrice 

(CMI) à 20% de NaCl sur milieu YPD. L’hypersalinité a provoqué une augmentation 

significative de la teneur intracellulaire du peroxyde d'hydrogène (H2O2) avec sa teneur 

maximale 49.55mM. g-1 ce qui a induit une réponse antioxydante traduite par des activités 

catalasiques importantes avec un maximum de 10.58µmol.min-1.µg-1prot. Ces résultats révèlent 

que la souche peut s’adapter à des concentrations élevées de NaCl, ce qui motive les 

biotechnologues à son utilisation comme bioremédiateur efficace pour développer une nouvelle 

stratégie de lutte contre la salinité des sols. 

Mots-clés : mycoendophyte, Aspergillus tubingensis, salinité, NaCl, stress oxydatif, 

antioxydants, bioremédiation. 

 

 

 



Abstract 

 
 

The aim of this study is to highlight in vitro the salinity impact on the mycoendophyte 

Aspergillus tubingensis which showed resistance to high concentrations of salt heavy metals, 

and to evaluate the stimulation of the antioxidant defence system to neutralize free radicals 

induced by the presence of high doses of sodium chloride (NaCl). Aspergillus tubingensis 

showed a tolerance to excess of NaCl in the culture medium reflected by the important growth 

even in high doses, noting a minimum inhibitory concentration (MIC) at 20% NaCl on YPD 

medium. Hypersalinity caused a significant increase in the intracellular content of hydrogen 

peroxide (H2O2) with a maximum content 49.55mM.g-1 which induced an antioxidant 

response translated by important catalase activities with a maximum of 10.58µmol.min-1.µg-1 

prot. These results reveal that the strain can adapt to high concentrations of NaCl, motivating 

biotechnologists to use it as an effective bioremediator to develop a new strategy for soil 

salinity control. 

Keywords : mycoendophyte, Aspergillus tubingensis, salinity, NaCl, oxidative stress, 

antioxidants, bioremediation.  

 

 



 
 

الذي    Aspergillus tubingensisالهدف من هذا العمل هو تسليط الضوء مخبريا على تأثير الملوحة على الفطر الداخلي  

تقييم تحفيز نظام الدفاع المضاد للأكسدة لتحييد الجذور الحرة   أظهر مقاومة للتركيزات العالية من أملاح المعادن الثقيلة، و

((ROS  كلوريد الصوديوم الناتجة عن وجود جرعات عالية منNaCl أظهر .Aspergillus tubingensis   تحمل زيادة

المثبط    NaClجرعات   التركيز  العالية، مع ملاحظة  الجرعات  الجيد حتى في  النمو  الذي ينعكس على  الغذائي  الوسط  في 

( عند  MICالأدنى   )20  ٪ NaClوسط تسبب   YPDفي  الملوحة  .  كبيرفي  فرط  الخلوي     ارتفاع  الداخلي  المحتوى  في 

الذي تسبب في تحفيز استجابة مضادات  49.55mM. g-1 ( مع حد أقصى للمحتوى قدر ب2O2Hلبيروكسيد الهيدروجين )

تكشف هذه النتائج    .prot1-.µg1-10.58µmol.min( المقدر ب  CATالأقصى لنشاط الكاتالاز ) بالحد للأكسدة المترجمة

، مما يحفز علماء التكنولوجيا الحيوية على استخدامها كوسيط  NaClأن السلالة يمكن أن تتكيف مع التركيزات العالية من  

 حيوي فعال لتطوير استراتيجية جديدة لمكافحة ملوحة التربة. 

المفتاحية   مضادات   التأكسدي،  الإجهاد  ،NaCl  الملوحة،  ،Aspergillus tubingensis  ، الداخلية  الفطريات  : الكلمات 

  .الحيوية المعالجة الأكسدة،
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La salinité affecte la plupart des terres, y compris l’Algérie (Hamdy, 1999). Après la 

sécheresse, la salinité des sols est le deuxième facteur responsable de la réduction de la 

croissance des cultures dans des zones arides et semi-arides. Une étude globale a révélé que 

de 1.5milliard d’hectares cultivés 6% de ces sols sont devenus salins (Munns et al., 1999). 

Bien que la salinisation des sols soit essentiellement un phénomène naturel, la main de 

l'homme y reste l’exploitation et recours au développement des terres. Les activités minières 

et les industries lourdes telles que l’industrie pétrolière et l’industrie chimique ont contribué 

sérieusement à l'aggravation de la salinité du sol, la salinité est l’un des stress abiotiques, dû à 

la présence de sels hautement solubles dans le sol (Djilali et Daoud, 2000). 

Les effets du stress salin peuvent aboutir à une détérioration des sols de manière 

irréparable, provoquant dans certains cas leur désertion et la réduction des surfaces cultivables 

de nombreuses régions (Mange et al., 2009). Cette salinisation progressive aboutit à la 

formation de tannes des étendues sur salées où ne subsistent que certaines cultures plus ou 

moins tolérantes à la salinité, allant jusqu’à la disparition de nombreuses formes de vie et 

l’apparition de divers problèmes environnementaux (Gupta et Abrol,1990). 

En effet, des concentrations élevées en sel sont potentiellement inhibitrices de la 

croissance de nombreuses formes de vie notamment les microorganismes, cette salinité induit 

une surproduction d’espèces réactives oxygénées (ROS), considérée comme le principal 

mécanisme à l’origine de la cytotoxicité (Maugin et al., 1996). En réponse aux ROS nuisibles, 

les microorganismes ont développé de multiples mécanismes de défenses par la synthèse des 

composés antioxydants enzymatiques tels que la catalase (Soufane et al., 2018) et non 

enzymatiques, pour piéger ces ROS (Meghnous et al., 2019). 

Pour pallier ce problème environnemental, des méthodes physiques et chimiques ont été 

mises au point pour la restauration des sols affectés. Néanmoins, l’application de ces 

méthodes est onéreuse, inefficace et laisse en général les sols stériles. La bioremédiation est 

une alternative écologique la plus rentable et durable pour la désintoxication et l’élimination 

de nombreux polluants environnementaux, y compris les produits résultant des activités 

minières (Manga et al. ,2009 ; Agarry et Ogunleye, 2012). 
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Plusieurs stratégies de bioremédiation sont envisageables afin de limiter les effets 

délétères du NaCl sur le sol entre autres l’utilisation des mycoendophytes d’où l’appellation 

<< la mycoremédiation >>. 

Au cours des dernières années, les champignons endophytes ont reçu une attention 

considérable et sont considérés comme étant une source riche de nouveaux métabolites 

secondaires biologiquement actifs (Zhang et al., 2006). 

Aspergillus tubingensis est considéré parmi les champignons noirs endophytes que l’on 

peut isolés du sol ou des résidus de cultures agricoles, possédant une grande activité 

antioxydante et pouvant être utile dans plusieurs applications industrielles comme substitut 

d’antioxydant. Cette souche ne produit aucune mycotoxine en raison de l’absence de gène 

apparentés grâce au séquençage de son génome (Lopez De Leon et al., 2019). 

L’objectif de ce présent travail est d’étudier l’impact des concentrations graduelles de 

NaCl sur la croissance de l’endophyte Aspergillus tubingensis et sa réponse antioxydante au 

stress généré par la présence de NaCl dans le milieu.  

Ce mémoire est scindé en deux parties ; 

La première partie est consacrée à la description des données bibliographiques relatives 

aux concepts clés de ce travail. 

La deuxième partie, est une description des protocoles expérimentaux utilisés pour 

répondre à l’objectif ciblé et à la discussion des résultats obtenus. 

Nous terminerons notre travail par une conclusion générale et des perspectives. 
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1. Pollutions et contraintes environnementales  

Le sol est défini comme un corps naturel dynamique présent à la surface de la terre, 

composé de solides minéraux et organiques, de gaz, de liquides et d'organismes vivants qui 

occupent des parties de la surface de la terre capables de supporter la croissance des 

plantes et qui ont des propriétés résultant des effets intégrés du climat et des organismes 

vivants agissant sur le matériau parental (Brady et al., 2008). 

Le sol est un milieu vivant qui contient une flore, une faune et une microflore 

particulièrement riche, interagissant entre elles et avec les constituants du sol. Ainsi, la 

composition d’un sol dépend de nombreux facteurs abiotiques et biotiques (Baize et Jabiol, 

2011). 

Il est désormais largement reconnu que les sols sont essentiels au maintien de la 

qualité de l'environnement à l'échelle locale, régionale et mondiale. En raison de son effet 

majeur sur tous les écosystèmes, la contamination des sols entraîne des perturbations dans 

l'ensemble de l'écosystème de la planète. Il est donc évident de dire que la pollution des 

sols peut provoquer des perturbations dans l'ensemble de l'écosystème terrestre (Nagar et 

al., 2021). 

2. Sources des polluants du sol  

2.1. Sources anthropiques 

Principalement les émissions des usines productrices d’énergie qui comportent les 

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP). Les usines productrices d’énergie 

nucléaire émettent de la radioactivité, les émissions des véhicules et des avions comportent 

des oxydes de carbone, d’azote et de sulfure, quelques métaux lourds et des micropolluants 

organiques, les déchets et les boues d’épurations, et les déchets d’origine industrielle 

(Mirsal, 2008). 

2.2. Sources naturelles et géogéniques 

Le sol peut être contaminé par des polluants naturels comme certains matériaux du sol 

agissant de métaux lourds, d'éléments inorganiques, de radionucléides. Par exemple les 

sources naturelles des métaux lourds comprennent les rejets volcaniques (Chen et al., 

2019) et les éléments des roches mères qui sont les principales sources de métaux lourds 
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dans le sol (Zhang et Wang, 2020), les catastrophes naturelles telles que les incendies de 

forêt et les éruptions volcaniques provoquent une pollution des sols avec la libération 

d'éléments toxiques dans l'environnement (Nagar et al., 2021). 

2.3. Principaux polluants des sols 

Il existe une grande variété de composés susceptibles de contaminer les sols, allant de 

simples ions inorganiques à des molécules organiques complexes :  

• Composés inorganiques : principalement les métaux lourds comme le plomb, le 

mercure, le cadmium, le chrome ou le nickel et les anions de polarité négative comme les 

chlorures, les phosphates, les nitrates, les nitrites, les cyanures, et les sulfates, etc.  

• Composés organiques : selon la Santé publique France (2019), ces composés sont 

principalement introduits par l’homme notamment les hydrocarbures détectés dans 40% 

des sites diagnostiqués dans la base de données BASOL (hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (HAP), solvants halogénés comme le trichloréthylène par exemple, 

composés organiques volatiles (COV), etc.). 

 

3. Salinité des sols  

3.1. Généralités sur la salinité  

La salinité est définie par Faye et al. (2021) étant un enrichissement des sols pars les 

sels solubles et acquiert le caractère salé et par conséquent l’accumulation anormale de sels 

dans le profil du sol peut affecter ses capacités agronomiques en provoquant un stress. 

La salinisation des terres est considérée comme un problème mondial. Selon la FAO et 

les estimations les plus récentes, la salinisation affecte plus de 400 millions d’hectares, 

dans l’ensemble il n’y a qu’un milliard et demi d’hectares cultivables sur la terre (Legros, 

2009). 

3.2. Origines de salinisation des sols  

La salinisation des sols se divise en primaire et secondaire : 

3.2.1 Salinisation primaire  

Selon Montoroi (2017) la salinisation primaire comporte les facteurs naturels qui 

génèrent des sels solubles dans les terres, à partir de l’altération et dissolution des 

minéraux contenus dans les sols et les roches, sources géothermales, érosion éolienne, 
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nécrose des êtres vivants, qui seront transporté par les pluies, les rivières, les eaux 

souterraines, les eaux de mer, les vents et les accumulent dans les sols (climats secs, 

sécheresses temporaires, proximité de la mer dans les zones côtières et deltaïques, présence 

d’une nappe salée peu profonde, dépôts éoliens (embruns, aérosols), zones endoréiques 

(Sebkhas, Chotts)). 

3.2.2 Salinisation secondaire  

La salinisation secondaire est produite par l'activité humaine, associée aux activités 

agricoles et notamment à l'irrigation. Une des conséquences de cette dernière est la perte 

du rendement des sols car la forte concentration de sel dans les sols empêche la bonne 

production, de sorte que les sols arables affectés par le NaCl perdent progressivement leur 

fertilité (Ghamnia, 2014). 

3.3. Norme de la salinité des sols  

 Il est impératif de comprendre la différence entre un sol normal et un sol salin. 

- Sol normal : avec un pourcentage de sodium échangeable (ESP) inférieur à15.0, un 

pH compris entre 6.5 et 8.5, une conductivité électrique (CE) inférieure à 4.0 dS m-1 et une 

proportion égale d'anions et de cations (Srivastava, 2019).  

- Sol salin : avec une conductivité électrique (EC) supérieure à 4 dS. m-1, un pH 

inférieur à 8, et un pourcentage de sodium échangeable Pourcentage (ESP) inférieur 15 

(Mindari, 2015), un rapport d'adsorption du sodium (SAR) inférieur à 13.0 (à 25 C) 

(Srivastava, 2019). 

D’après Maillard (2001), selon la conductivité de l’extrait de sol saturé 6 types de sols 

ont été distingués :  
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Tableau 1 : Types des sols salés (Maillard, 2001)

 

3.4. Notion de stress 

Le mot stress a été décrit par Detruit et al. (1994) comme un désordre observé chez un 

organisme, ou encore un écart significatif vis-à-vis des conditions de vie optimales par 

suite à ses conséquences fonctionnelles ou structurelles à la fois au niveau moléculaire 

cellulaire individuel. Alors que Barouki (1999) a défini le stress au niveau cellulaire étant 

un changement critique et chronique des paramètres ordinaires de l'environnement 

cellulaire. 

3.5. Types de stress 

Le stress peut provenir de deux sources distinctes, à savoir : 

3.5.1. Stress biotique 

Le stress biotique représente l'ensemble des paramètres physico-chimiques ou 

biologiques, qui résultent de l'existence de l'activité des organismes vivants. Ainsi, les 

facteurs biologiques caractérisant toutes les influences que les organismes exercent les uns 

sur les autres et sur leur environnement (Benabderahmane, 2021). 

3.5.2. Stress abiotique 

Les stress abiotiques sont causés par des facteurs environnementaux tels que la 

sécheresse, les UV, le niveau élevé ou bas de sel (Robert-Seilaniantz, 2010).  
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4. Salinité et stress oxydatif  

4.1. Stress oxydatif  

En terme écologique le stress oxydatif est induit par une variété de stresses abiotiques 

tel que la sécheresse, le sel, les températures extrêmes… (Baltruschat et al., 2008), il se 

produit lorsque l'équilibre entre la production des radicaux libres et leur neutralisation est 

rompue (figure 1) (Migdal et Serres, 2011), favorisant ainsi la génération d'espèces 

réactives de l'oxygène (ROS) (Bosoi et Rose, 2012). 

Les ROS peuvent avoir des effets néfastes sur les cellules en oxydant les lipides, les 

protéines, l'ADN et les glucides, entraînant des maladies et la mort (Toledano et al., 2004). 

Les radicaux libres (l’anion superoxyde (O2
−

), le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le 

radical hydroxyle (OH
−

) sont des sous produits normaux des cellules qui respirent et sont 

également produits par un large éventail de produits chimiques environnementaux 

différents. Il est donc essentiel pour les organismes aérobies de moduler les niveaux et les 

activités des ROS afin de se protéger contre la toxicité (Navarrete et al., 2009).   

 

Figure 1 : Equilibre entre les ROS et le système antioxydant (Migdal et Serres, 2011) 
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4.2. Stress salin  

Défini comme une concentration excessive en sel. Le terme stress salin s’applique 

surtout à un excès des ions, en particulier Na+ et Cl- (Hoppkins, 2003). Le plus souvent, le 

stress salin est causé par de fortes concentrations de Na+ et de Cl- dans la solution du sol. 

L’irrigation et la remontée des nappes phréatiques sont aussi des causes de la salinité 

(Kouadria, 2018). 

Le stress salin peut entraîner des changements importants dans la structure des 

communautés microbiennes du sol, les processus métaboliques et les microenvironnements 

qui les entourent (Wang et al., 2021) 

5. Impact de la salinisation sur le sol  

La salinité à une grande influence sur les propriétés physiques du sol, elle cause la 

floculation qui est un processus liant les particules fines de sol en agrégats. Le calcium et 

le magnésium empêchent le sol de s'agglomérer, tandis qu'une teneur élevée en sodium 

provoque la dispersion du sol (Ait El Mokhtar, 2020). 

La salinité transforme le sol en un matériau dur semblable à du ciment, ce qui entraîne 

une faible perméabilité avec une conductivité hydraulique (CH) réduite et le 

développement d'une croûte de surface (Abu-Sharar et al., 1987).  

De plus, l’augmentation de la salinité de sol affecte négativement l'activité 

microbienne (Mavi et al., 2012), et provoque aussi l’augmentation de la concentration de 

cadmium, de métal, de chlorure soluble, de sulfate et de bicarbonate, ce qui affecte 

négativement la composition du sol, tandis que la concentration des ions magnésium et 

calcium diminue dans le sol (Srivastava et al., 2019). 

5.1. Impact du stress salin sur les champignons 

La croissance fongique est affectée par de nombreux facteurs environnementaux tels 

que la salinité (Deacon, 2005). D’ailleurs selon Abdel-Azeem et al. (2016) les 

champignons du genre Aspergillus sont parmiles meilleures espèces tolérantes au sel. 

Le champignon Aspergillus niger est l'un des champignons les plus répandus car il a la 

capacité de former un grand nombre de spores. De plus, certaines de ses espèces ont un 
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stade sexuel et des corps pierreux qui sont plus résistants aux changements 

environnementaux inappropriés (Waheed et al., 2019).  

La salinité affecte négativement la croissance du mycélium en réduisant la 

disponibilité des hydrates de carbone pour la croissance des hyphes et du mycélium 

(Asghari et al., 2008) et cause aussi une diminution de germination des spores fongiques 

dans le sol (Hameed et al., 2014).  

Les champignons ont une répartition très vaste dans divers environnements, en raison 

de leur sécrétion de plusieurs enzymes qui leur permettent d'exploiter différentes sources 

de nourriture et de supporter diverses conditions environnementales (Waheed et al., 2019). 

5.2. Conséquences des ROS générés par l’hypersalinité 

Les espèces réactives de l'oxygène (ROS) sont des molécules chimiquement réactives 

contenant de l'oxygène telles que le peroxyde d'hydrogène (H2O2), le radical hydroxyle 

(OH
−

), l'ion superoxyde (O2
−

) (Bosoi et Rose, 2012). 

Elles sont formées en tant que sous-produit naturel du métabolisme normal de 

l'oxygène. Cependant, les niveaux de ROS peuvent augmenter en présence de métaux 

redox-actifs (Fe, Mg) ou même de métaux redox-inactifs (Cd, Pb) (Khouja, 2011), et aussi 

en présence du sel. 

En plus, dans le cas d’un stress oxydatif le H2O2peutégalement être convertis en 

radicaux hydroxyle par la réaction de Fenton provoquant une peroxydation lipidique, une 

protéolyse et des dommages de l'ADN. Ces radicaux interagissent avec les acides gras 

polyinsaturés et induisent une peroxydation membranaire lipidique (Ben-Yahmed, 2013). 

Le peroxyde d’hydrogène peut également être métabolisé directement par le glutathion 

peroxydase et par la catalase (CAT) pour donner de H2O et O2 réduisant ainsi les niveaux 

de peroxyde d'hydrogène intracellulaire (Gratao et al., 2005). 

Pour se protéger des effets toxiques de l’oxygène, l’organisme a développé des 

systèmes de défense antioxydants composés d’enzymes (ex. Catalase), de vitamines (A, C, 

E), d’oligoéléments (ex. le sélénium), de protéines (ex. la ferritine). En situation 
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physiologique, ces systèmes antioxydants ont la capacité de réguler parfaitement la 

production des ROS (Pincemail et al., 2002). 

6. Biotechnologie  

6.1. Généralités  

Le terme « biotechnologie » remonte à 1919, lorsqu'il a été créé pour la première fois 

par l'ingénieur hongrois Karl Erkey (Bud, 1989). À cette époque, la biotechnologie 

incluant l'utilisation d'organismes vivants pour la production de nouveaux produits à partir 

de matières premières d'origine biologique. D'où le nom consistant en une combinaison des 

mots grecs : bios– vie ; techno technique ; et logos - étude. Dès lors, le concept de la 

biotechnologie a été corrigé à plusieurs reprises (Kennedy et al., 1992), mais la définition 

la plus largement acceptée a été donnée par OCDE en 1981 par Bull et al. (1982) comme 

étant : « L’application de principes scientifiques et techniques au traitement des 

matériaux par des agents biologiques ». 

6.2. Biotechnologie en couleur  

La société mondiale est confrontée à des défis croissants dans les soins de santé, 

l'énergie et la production alimentaire. Avec l’augmentation régulière des besoins en soin et 

en énergie, le monde a donc réagi en développant différentes solutions pour relever ces 

défis grâce au développement et aux avancées de la biotechnologie et à ce jour (Abdin, 

2007). 

Les biotechnologies sont nombreuses. Elles sont de plus en plus courantes de les 

définir par cinq couleurs : 

Les biotechnologies blanches consistent en l’emploi de systèmes biologiques 

(bactéries) pour la fabrication, la transformation ou la dégradation de molécules grâce à des 

procédés enzymatiques ou de fermentation dans un but industriel. Les biotechnologies 

jaunes concernent l’environnement (biodépollution, bioremédiation, phytoremédiation…). 

Les biotechnologies rouges concernent la santé humaine (biomédecine) et animale, la 

production de médicaments issus d’organismes vivants ou de leurs composants cellulaires. 

Les biotechnologies bleues concernent la vie marine dont la valorisation des matières 



Synthèse bibliographique 

11 

 

premières (agarose, alginates, chitine, chitosane, ...). Les biotechnologies vertes concernent 

la valorisation des productions agricoles (Besri, 2009). 

6.3. Potentialités biotechnologiques des mycoendophytes isolées à partir des 

environnements salins  

La biotechnologie fongique est un participant de l'industrie mondiale en raison de son 

potentiel étourdissant. Les champignons jouent un rôle important dans la résolution des 

grands défis mondiaux. L'utilisation de procédés et de produits fongiques peut renforcer le 

développement durable à partir d’une utilisation plus efficace des ressources naturelles 

(Leera et al., 2019). 

Les champignons ont été exploités pour produire une gamme de produits de valeur, 

dont certains se sont avérés inestimables pour l’humanité. Depuis les temps anciens, les 

champignons ont été utilisés pour la transformation simple des aliments (Dhingra et al., 

2001). 

Au cours des dernières décennies, l’utilisation de souches fongiques à des fins 

biotechnologiques a été largement étudiée pour la production ultérieure de produits de 

valeur ou dans la résolution des problèmes d’ordre environnemental (Dhingra et al., 2001). 

Les champignons sont utilisés dans de nombreux procédés industriels de fermentation, 

grâce à leur équipement enzymatique qui les rend très importants pour l’homme qui 

valorise ces organismes dans des domaines très variés : biodépollution, recyclage (matières 

plastiques, colorants industriels, pesticides, toxines, métaux lourds, hydrocarbures…), 

production industrielle. 

Cette dernière renferme : biocatalyse de polymères, blanchiment non polluant de la 

pâte à papier, production de biocarburants, produits alimentaires comme les arômes, une 

source de nourriture dans la préparation du pain et de jus fermentés (Saccharomyces 

crevisiae) (Leera et al., 2019), métabolites primaires ou secondaires et médicaments 

(Zhang et al., 2015).  

Ils possèdent aussi des activités antimicrobiennes, ils sont utilisés comme des 

biofertilisants. Des exemples courants de champignons sont Penicillium sp., Mucor sp., 

Rhizopus sp., Fusarium sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp. et Trichoderma sp.  
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Les champignons sont les micro-organismes les plus fréquemment isolés en tant 

qu’endophytes, ils peuvent croitre de façon intra et/ou intercellulaire dans les tissus 

internes des plantes, sous l'assise des cellules épidermiques (Figure2) (Yates et al., 1997 

Strobel et al., 1999; Moon et al., 2002). 

Leurs présences dans les tissus internes de la plante d'une manière asymptomatique 

laissent supposer que leurs relations avec l’hôte étaient d’ordre symbiotique mais leur 

biodiversité suggère qu’ils peuvent être également des saprophytes (Meenatchi et al., 

2016). 

 

Figure2 : Illustrations microscopiques de quelques champignons endophytes 

A : colonisation de Piriformospora indica des racines de l'orge B : Fusarium moliniforme 

endophyte infectant des cellules radiculaires du Maïs. C : Hyphe de l'endophyte Neotyphodiumlolii dans la 

feuille de ray-grass. D : Conidie de Neotyphodium sp.Isolé à partir de fétuque.(Yates et al., 1997 Strobel et 

al., 1999; Moon et al., 2002). 

Des études de Brandrett (2006) indiquent que les champignons endophytes contribuent 

de manière significative à l'adaptation des plantes face à des conditions de stress 

environnementaux à savoir le stress salin). 

Le champignon endophyte de l'orge Piriformospora indica élimine les effets du stress 

salin chez sa plante hôte par l’augmentation de l'activité métabolique dans les feuilles, 

l’induction de changements dans la composition des acides gras dans les feuilles, la 

régulation positive de l'activité des enzymes antioxydantes (Baltruschat et al., 2008), 
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l’augmentation de la biomasse (Waller et al., 2005) et l’induction de la biosynthèse de 

l'éthylène dans les racines d'orge (Cao et al., 2006).  

Les résultats de Begheri et al. (2013) ont révélé aussi des effets significatifs de 

Piriformospora indica sur les activités des enzymes antioxydantes en présence de plusieurs 

concentrations de NaCl chez Aryza sativa (riz). L’activité de la catalase des pousses et des 

racines inoculées avec Piriformospora indica a augmenté avec l’augmentation de NaCl 

jusqu’à 200mM. 

Le champignon endophyte du concombre Paecilomyces formosus LHL10 améliore la 

croissance et la tolérance de sa plante hôte à la salinité par l'accumulation de la proline et 

des antioxydants (Khan et al., 2012). 

De la même manière, les champignons endophytes Phoma glomerata LWL2 et 

Penicillium sp. LWL3 augmentent également la biomasse et améliorent l'assimilation des 

éléments nutritifs essentiels du concombre dans des conditions du stress salin (Waqas et 

al., 2012). Il a été signalé aussi que le champignon endophyte du concombre Exophiala sp. 

LHL08 contribue dans la tolérance de la salinité par l’augmentation de la teneur en acide 

salicylique (Khan et al., 2011). 

Les plantes d’haricot Mungo associés à Aspergillus awamori, présentent une faible 

accumulation des biomarqueurs du stress et de Cl, Na, K, Ca, alors que leurs 

concentrations étaient plus élevées dans sa plante hôte. Cette association agit contre le 

stress salin par une réduction significative de la peroxydation lipidique, une diminution 

significative de l’Ascorbate peroxyde et une augmentation de l'activité de la catalase (Riad 

etal., 2021). 

En plus, le champignon endophyte Penicillium minioluteum LHL09 et Penicillium 

funiculosum LHL06 isolés à partir de la Glycine max. L. (soja) améliorent la croissance de 

leurs plante hôte en régulant la biosynthèse des hormones et des flavonoïdes (Khan et al., 

2011). 

L’association symbiotique plante hôte-endophyte agit contre le stress salin par la 

régulation de l’activité du glutathion, la catalase, la peroxydase, le polyphénol oxydase et 
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l’acide abscissique, la modification de l'acide jasmonique, et l’augmentation de la teneur en 

acide salicylique (Waqas et al., 2012).  

6.4. Mycoremédiation 

Toute substance introduite dans l’environnement en quantité anormale est considérée 

comme un polluant. Un excès des polluants engendrant des effets délétères sur la faune et 

la flore conduisant à la pollution des écosystèmes. 

D’après les travaux de Bourceret et al. (2016) le sol est soumis en permanence à des 

perturbations qui vont impacter la structure de ses communautés microbiennes et donc leur 

évolution dans le temps. La richesse et la diversité des espèces bactériennes et fongiques 

dans des sols historiquement pollués ont été augmentées en fonctions du temps, suggérant 

une adaptation des populations microbiennes à cette pollution au cours des décennies 

écoulées.  

 La mycoremédiation est une forme de technologie d’élimination biologique ; les 

avantages principaux des champignons par rapport aux bactéries sont leur capacité à se 

propager dans les sols grâce à leur mycélium et à produire des enzymes extracellulaires par 

exemple des oxydases à large spécificité de substrats qui permettent un meilleur contact 

avec les contaminants organiques du sol (Young et Cerniglia, 1995).  

Pour réussir la mycoremédiation, il est essentiel de maximiser les conditions de 

croissance du champignon afin de produire suffisamment les enzymes ciblées (Johnsen et 

al., 2005). 

L’utilisation des champignons comme agents de bioremédiation « mycoremédiation » 

est désormais bien établie dans tous les écosystèmes et l'un des domaines les plus 

complexes de l'ingénierie de dépollution, dans ce domaine il existe deux techniques 

principales : la biostimulation qui consiste à stimuler l’activité des microorganismes 

autochtones et la bioaugmentation par l’introduire des microorganismes allochtones 

sélectionnés (Mougin et al., 1996 ; Goltapeh et al., 2013). 

Parmi les méthodes de réhabilitation des sols contaminés par les hydrocarbures 

polycycliques aromatiques (HPA), la bioremédiation par Fusarium solani, un champignon 
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imparfait ou Deutéromycète, capable de dégrader efficacement une large gamme d’HPA 

(Verdin et al., 2004).  

La toxicité de l’environnement induit au sein des communautés microbiennes la 

sélection de populations capables de survivre (tolérance aux pollutions), voir 

potentiellement capables de transformer les pollutions organiques (Yang et al., 2014). 

Garrido Hoyos et al. (2002) ont obtenu que la bioremédiation par Aspergillus terreus 

permet une dégradation de 65,77 % de DCO (Demande Chimique en Oxygène) des 

margines traitées en aérobiose. Par contre, Funalia troggi permet d'éliminer 70% de la 

DCO et 93 % des phénols, alors que Coriolus versicolor permet une réduction de 63 % de 

la DCO et 90 % des phénols. 

Les résultats de Laib et al. (2022) montrent que l’extrait du champignon endophyte 

d’Aspergillus niger isolé à partir des feuilles du ricin commun Ricinus communis L. 

constitue une source de métabolites secondaires volatiles et non-volatiles à activité 

insecticide et peut être utilisé comme agent de lutte biologique contre un bon nombre 

d’insectes ravageurs et pathogènes comme le criquet migrateur Locusta migratoria L. 

(Oedipodinae, Acrididae). 

6.5. Rôle d’Aspergillus tubingensis en tant que bioremédiateur 

Aspergillus tubingensis est une espèce intéressante qui peut produire diverses enzymes 

spécialisées à haute valeur économique, agronomique et médicale. 

Le champignon Aspergillus tubingensis est utilisé pour la biodégradation du plastique. 

Il décompose le plastique non biodégradable en quelques semaines, en sécrétant des 

enzymes qui séparent les molécules individuelles. Cette espèce fongique, a été découverte 

sur des échantillons de sol recueillis sur un lieu d’enfouissement d’ordures au Pakistan 

(Chongwang, 2017). 

Dans les travaux de Meghnous et al. (2019) Aspergillus tubingensis a montré qu’il 

accumule et tolère de manière significative des doses importantes de Sb dans sa biomasse 

et que cet endophyte a présenté une réponse antioxydante importante, ces auteurs ont 

suggéré qu’Aspergillus tubingensis pourrait être un agent potentiel de la bioremédiation 

pour les sols contaminés par les sels de métaux lourds. 



Synthèse bibliographique 

16 

 

Les résultats obtenus par Ponniah et al. (2021) ont conclu aussi que A. tubingensis est 

classée parmi les plus éminentes espèces fongiques autochtones tolérantes et absorbantes 

de métaux provenant de la décharge d'une mine de bauxite. Cette souche avait le potentiel 

d'absorber une concentration élevée de Cr (VI). Le métal adsorbé était séquestré dans le 

mycélium du champignon sous une forme précipitée, ce qui a été confirmé par des 

analyses au microscope électronique à balayage (MEB) et aux rayons X à dispersion 

d'énergie (EDX). 

L'influence d'Aspergillus tubingensis a été étudiée sur l'établissement de la végétation 

sur des résidus de bauxite et ses effets sur la colonisation fongique mycorhizienne à 

arbuscules (AMF) indigène.  

Un bermudagrass (Cynodondactylon) tolérant aux alcalis et adapté aux conditions 

locales a été cultivé dans des résidus de bauxite avec différents amendements avec et sans 

A. tubingensis.  

Les amendements de résidus de bauxite ont eu un effet positif sur la croissance du 

bermudagrass, en particulier lorsqu'ils étaient amendés avec du gypse et de la boue. Les 

traitements amendés avec du gypse et de la boue et inoculés avec A. tubingensis 

présentaient une biomasse aérienne et une absorption des nutriments maximales, et une 

accumulation réduite des métaux. La colonisation par les AMF indigènes a également 

augmenté grâce à l'inoculation par A. tubingensis. 

Les résultats de cette étude suggèrent que A. tubingensis a le potentiel d'améliorer 

l'établissement de la végétation et la neutralisation des résidus de bauxite, en particulier 

lorsqu'il est amendé avec du gypse et des boues. (Giridhar et Sudhakara, 2011). 

7. Techniques de la mycoremédiation 

Les champignons impliquent plusieurs stratégies pour la remédiation des sites 

contaminés, généralement on a trois principales stratégies : 

7.1. Biodégradation  
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Les microorganismes trouvent des sources de carbone et d'énergie dans les polluants 

qui leur permettent de se développer, il s’agit de la conversion des polluants en 

métabolites, biomasse et dioxyde de carbone (Mougin et al., 1996). 

7.2. Bioabsorption  

Une procédure basée sur l'absorption des ions métalliques/ contaminants/ 

xénobiotiques » par biomasse vivante ou sèche (Hakeem et al., 2020).  

7.3. Bioconversion  

La conversion des polluants industriels/agro-industriels en d'autres formes bénéfiques 

par des enzymes généralement lignolytiques (Hakeem et al., 2020). 

8. Défenses antioxydantes  

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes afin d’assurer un stade 

non cytotoxique tout en contrôlant leur niveau d’espèces réactives de l’oxygène (Figure 

03) (Buchanan, 2000). 

La nature des systèmes antioxydants varie selon les tissus et les types cellulaires, aussi 

selon le milieu extracellulaire ou intracellulaire (Boubali, 2017) 
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Figure 3: Mécanisme de détoxification cellulaire (Buchanan, 2000). 

Les antioxydants sont des molécules chimiques capable d’entrer en compétition avec 

d’autres substrats oxydables, interagir avec les radicaux libres, en piégeant directement les 

ROS générés afin de diminuer les stress oxydants dans l’organisme vivant et d’en maîtriser 

les effets délétères. 

Selon le mode d’action, les antioxydants sont classés en deux catégories : 

enzymatiques et non enzymatiques (Desmier, 2016 ; Soufane et al., 2018) 

8.1. Antioxydants enzymatiques  

8.1.1. Superoxyde dismutase "SOD"  

Les SOD EC 1.15.1.1 sont les premières enzymes entrant dans la cascade des ROS. 

Ce sont des métallo-enzymes qui jouent un rôle important dans la défense antioxydante. Ils 

ont la capacité d’éliminer l’anion superoxyde produit en le dismutant en H2O2 et O2 (voire 

la réaction) (Hocine et Gorine, 2017 ; Saida, 2017). 
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Les SOD sont classées en trois isozymes en fonction de l'ion métallique qu'elles fixent: 

Mn-SOD (localisée dans les mitochondries), Fe-SOD (localisée dans les chloroplastes), et 

Cu/Zn-SOD (localisée dans le cytosol, les peroxysomes et les chloroplastes) (Desmier, 

2016). 

8.1.2. CatalaseCAT 

La catalase EC 1.11.1.6 est un enzyme tétramère contenant quatre groupes de 

porphyrine à hème (fer) qui lui permettent de réagir avec le peroxyde d’hydrogène, une 

molécule de catalase peut convertir des millions de molécules de peroxyde d’hydrogène en 

eau et en oxygène chaque seconde. Son pH optimal varie entre 6.8 et 7.5 et sa température 

de 45°C (Gaetani et al., 1996). 

Cette enzyme se trouve principalement dans les peroxysomes, commune presque dans 

tous les organismes vivants exposés à l’oxygène (Switala et Loewen, 2002). La catalase 

joue un rôle primordial dans la protection de la cellule contre les dommages oxydatifs par 

des ROS et possède l’un des nombres les plus élevés de turnover de toutes les enzymes 

(Putnam et al., 2000). 

Au niveau cellulaire la catalase peut convertir rapidement le peroxyde d’hydrogène, un 

sous-produit nocif de nombreux processus métaboliques en d’autres substances moins 

dangereuses afin d’éviter d’endommager les cellules et les tissus (Aébi H, 1984). 

8.1.3. Peroxydase "POD" 

Les peroxydases EC 1.11.1.7 est une hémoprotéine contenant habituellement de la 

ferriprotoporphyrine IX en tant que groupement prosthétique. Les POD oxydent plusieurs 

substrats en présence de peroxyde d'hydrogène (Penel et al., 1991 ; Vianello et al., 1997), 

tels que les composés phénoliques et les précurseurs de lignine (voire équation) 

(Halušková et al., 2009).  

H2O2 +RH2 -----------> 2H2O + R 
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La POD intervient dans plusieurs processus physiologiques : la lignification et la 

synthèse de la paroi cellulaire, le catabolisme des auxines et la défense contre le stress 

environnemental (Halušková et al., 2009). La détoxification des sels des métaux se fait 

aussi par deux enzymes ; la glutathion S-transférase (GST) et la phytochélatine synthase 

(PCS) (Benhamdi, 2014). 

8.1.4. Glutathion peroxydases GPX 

La glutathion peroxydase EC 1.11.1.9 est une autre enzyme de défense constitue la 

principale voie de dégradation des hydroperoxydes (Dobashi et al., 2001).  

H2O2 + GSH → H2O + GSSG 

C’est une enzyme à sélénium constituée de quatre sous unités identiques chacune 

contient un seul résidu séléno-cystéine (Se-Cys) identique, ce qui est essentiel pour 

l'activité enzymatique (Krim, 2014).  

Elle se retrouve dans les liquides extracellulaires ainsi que dans les cellules, au sein du 

cytosol et des mitochondries (Bouguerne, 2012).  

8.2. Antioxydants non enzymatiques  

Contrairement aux antioxydants enzymatiques, la plupart de ces composants ne sont 

pas synthétisés par l’organisme et doivent être apportés par l’alimentation. 

8.2.1. Proline 

La proline est un acide aminé protéinogène, considérée comme un antioxydant non 

enzymatique accumulée en réponse au phénomène couramment observé pour agir contre 

les ROS formés lors d’un stress environnemental (Chakraborty et al., 2014 ; Rejeb et al., 

2012).  

La proline est synthétisée à partir de l'acide glutamique comme substrat, via un 

intermédiaire pyroline 5-carboxylate (P5C).  Selon Benyahmed (2013), le dosage de la 

proline est considéré comme le critère de sélection pour la tolérance au stress. Elle agit 

comme un pénétrant pour retenir de l'eau dans le cytoplasme et prévenir le séchage 

membranaire et la dénaturation des protéines  
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8.2.2. Vitamine E et Vitamine C 

Les vitamines E (α-tocophérol) et C (acide ascorbique) sont également considérées 

comme des antioxydants efficaces dans les cellules pour lutter contre le stress oxydatifs 

(Evans, 2000). 

La vitamine E (Tocophérols) est un antioxydant membranaire liposoluble, elle agit 

directement sur une variété de ROS, et plus particulièrement dans l’inhibition de la 

peroxydation lipidique (Gill et Tuteja, 2010). Également, elle peut augmenter l'activité de 

la SOD et de la CAT (Margaritis et al., 2003). 

La vitamine C (acide ascorbique) est un cofacteur essentiel à de nombreuses réactions 

enzymatiques, un antioxydant hydrosoluble existe sous sa forme anionique (AH-) à pH 

physiologique, présente dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire. 

Elle limite la peroxydation des lipides et renforce les défenses naturelles de 

l’organisme par le piégeage de l’O2
-° et l’OH° et la réduction de radicale α-tocophérol pour 

obtenir une très bonne efficacité de la vitamine E (Garait, 2006). Elle n'est pas synthétisée 

par les organismes (Boudebouda et al., 2013). 

8.2.3. GlutathionGSH 

GSH (γ-L-glutamyl-L-cystéinyl-glycine : GSH) est une molécule considérée comme 

un antioxydant non enzymatique important dont ses fonctions principales sont liées à leur 

rôle dans la régulation redox dans les cellules (Pocsi et al., 2004). 

Elle se trouve dans la plupart des organismes eucaryotes et procaryotes, c’est un 

simple composé soufré tripeptide composé de trois acides aminés et du principal thiol non 

protéique (Noctor et al., 2011). 
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1. Objectif 

Le présent travail a pour objectif de mettre en évidence les mécanismes de tolérance 

antioxydants d’Aspergillus tubingensis à des conditions du stress abiotique. 

La souche Aspergillus tubingensis a été testée in vitro en présence du stress salin à 

différentes concentrations (0%, 5%, 10%, 15%, 20%) de NaCl, afin d’étudier l’effet des 

doses croissantes en NaCl sur la croissance, et les biomarqueurs antioxydants 

enzymatiques (catalase) et non enzymatiques (teneur en peroxyde d’hydrogène H2O2) 

d’Aspergillus tubingensis. 

2. Description du matériel biologique  

Cette étude porte sur l’endophyte fongique Aspergillus tubingensis, cette souche teste 

provient de la collection du laboratoire de Biologie et Environnement de l’Université des 

frères Mentouri Constantine1. Elle a été isolée à partir des racines d’une plante steppique 

hyperaccumulatrice de sels de métaux lourds, Hedysarum pallidum Desf. qui pousse sur 

des déblais miniers de la région Ain Babouche de la Willaya d’Oum Elbouaghi (Meghnous 

et al., 2019). 

Cette plante Hedysarum pallidum constitue un habitat pour un groupe diversifié de 

mycoendophytes à savoir, Aspergillus tubingensis. Des travaux antérieurs ont suggéré que 

cette souche est impliquée dans la tolérance de l’hôte végétal à tout stress environnemental 

(Khan et al., 2017). 

Aspergillus tubingensis est un Aspergillus noir appartenant à la section Aspergillus 

nigri et ressemble morphologiquement à Aspergillus niger. Il a été découvert pour la 

première fois par Raoul Mosseray en 1934. 

Selon Mirhendi et al. (2016) les deux souches possédaient des caractéristiques 

microscopiques très similaires, telles que des conidies globulaires brunes foncées et 

épineuses, des vésicules sphériques et des hyphes légèrement pigmentées près de l'apex. 

L’identification des Aspergillus en général se fait par la description macroscopique qui 

est déterminée après encensement des souches pures sur le milieu d’isolement et 

microscopique sous microscope optique. 

https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/w/index.php?title=Raoul_Mosseray&action=edit&redlink=1&_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fr&_x_tr_hl=fr&_x_tr_pto=sc
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Macroscopiquement, sur milieu YPD à pH 6.4 et, à 30°C. Aspergillus tubingensis, 

présente une croissance estimée en diamètre en moyenne 45mm après 7 jours 

(envahissement totale de la boite). Les mycéliums ont un aspect de velours ou de feutre 

blanc au départ, devenant poudreux avec l’apparition des conidiocystes noirs, des tiges 

fines portant de petites vésicules sphériques blanches qui se transforment en spores 

pigmentées noires portant de nombreuses conidies sur des phialides et des métules. Le 

revers est blanc crème à jaune pâle.  

 

 

 

 

Selon la description de Ce Xu et al. (2020), la morphologie microscopique, 

d’Aspergillus tubingensis montre de grandes têtes conidiennes noires, globulaires, qui 

deviennent rayonnantes, ayant tendance à se diviser en plusieurs colonnes libres devenant 

sombres vers la vésicule. Les têtes conidiennes sont bisériées (disposés en deux cycles ou 

verticilles), avec les phialides disposées sur des métules brunes, souvent septées. Les 

conidies sont sphériques, brun, et échinulées, la paroi est rugueuse de 3-5 µm de diamètre, 

des sclérotes blanchâtres à roses allant de 0.5 à 0.8 mm de diamètre sont souvent produits  

 

Photographie 1 : Aspect macroscopique d’Aspergillus tubingensis cultivée sur milieu YPD 
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Ce champignon endophyte a été identifié par Meghnous et al. (2019) comme étant 

Aspergillus tubingensis, par comparaison des séquences du gène Calmodulin (CaM) avec 

les espèces apparentées du GenBank. 

Selon plusieurs auteurs, la technique basée sur l’identification par la calmoduline a un 

haut degré de spécificité pour identifier les espèces d’Aspergillus au niveau de l’espèce au 

sein des Aspergillus noirs (Perron et al., 2004 ; Mulé et al., 2006). 

3. Position systématique  

Selon :(https://www.clinicalmicrobiologyandinfection.com/article/S1198-

743X(16)30140-9/fulltext#tbl1) 

Règne : Fungi 

Embranchement : Ascomycota 

Sous-embranchement : Deuteromycotina 

Classe : Eurotiomycètes 

Ordre : Eurotiales 

Famille : Trichocomaceae 

Genre : Aspergillus 

Espèce : Aspergillus tubingensis 

 

 

 

Photographie 2 : Aspect microscopique d’Aspergillus tubingensis 

 

https://www.clinicalmicrobiologyandinfection.com/article/S1198-743X(16)30140-9/fulltext#tbl1
https://www.clinicalmicrobiologyandinfection.com/article/S1198-743X(16)30140-9/fulltext#tbl1
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4. Réactivation d’endophyte fongique  

La réactivation de la souche a été réalisée par repiquage du mycélium fongique 

préalablement conservé dans du bouillon Sabouraud à 20% de glycérol, dans des boites de 

pétries contenant le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) puis incubé à 30 °C pendant 96h. 

Les cultures obtenues servant d’inoculum pour les tests de tolérance. 

5. Test de tolérance 

Afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) qui est définit par 

Khan et al. (2018), comme la plus faible concentration d’un élément chimique, qui inhibe 

la croissance visible des isolats. 

La détermination de la CMI a été réalisée selon la méthode décrite par Shin et al. 

(2012), qui consiste à cultiver Aspergillus tubingensis sur les deux types du milieu YPD 

supplémentés par différentes concentrations en NaCl allant de 5% jusqu’à 20% qui seront 

stérilisés par autoclavage à 120 °C pendant 20minute avec une pression de 1 bar. 

5.1. Milieu gélosé YPD 

Ce test permet aussi de voir l’effet des concentrations croissantes en NaCl sur la 

croissance fongique. 

La gélose YPD a été supplémentée avec des doses croissantes de NaCl à savoir, 5%, 

10 %, 15% et 20%, et un témoin a été préparé (0% NaCl), puis ensemencée par un disque 

mycélien de 0.5 cm de diamètre de la souche fongique. Les boites de Pétri ont subi une 

incubation à 30 °C pendant 7 jours, trois répétitions ont été effectuées pour chaque 

concentration. 

L’effet de la salinité est déterminé par la mesure journalière du diamètre de la 

croissance mycélienne de la colonie fongique par comparaison au témoin respectif non 

additionné de NaCl. 

5.2. Bouillon YPD 

Ce test permet d’évaluer l’effet du NaCl sur la croissance et sur les biomarqueurs de 

toxicité. La tolérance à la salinité a été étudiée sur bouillon YPD tamponné (tampon citrate 
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50mM à pH 6.4) afin de vérifier les variations du pH, et non tamponné, ces milieux ont été 

additionnés de NaCl à des concentrations de 0% (témoin), 5 %, 10 %, 15 % et 20%. 

Pour la préparation des échantillons, quatre disques (0.5 cm de φ) mycéliens 

d’Aspergillus tubingensis sont ensemencés dans des flacons contenant 50mL du bouillon 

YPD tamponné (tampon citrate 50mM à pH 6.4 ; 20 g peptone, 20g glucose et 10g extrait 

de levure) et bouillon YPD non tamponné additionnés séparément de doses de NaCl : 0%, 

5%, 10%, 15% et 20%. Les flacons ont subi ensuite une incubation dans un incubateur 

rotatif à 175rpm pendant 96 H à 30°C.  

Après la durée d’incubation, une filtration est réalisée sur papier Whatman N°1, les 

biomasses obtenues sont lavées avec de l'eau distillée stérile afin d’éliminer les résidus du 

milieu de culture (Mukherjee et al., 2010). L’effet de la salinité est estimé par la mesure du 

poids du mycélium par comparaison au témoin non additionné de NaCl (0% NaCl). 

Ces biomasses obtenues servent pour la mesure de la teneur en peroxyde d’hydrogène 

H2O2, le dosage de la catalase, et la mesure des protéines totales. 

6. Impact du stress oxydatif sur l’activité antioxydante  

6.1. Mesure de la teneur intracellulaire en H2O2  

 La teneur en peroxyde d’hydrogène est déterminée selon la méthode de Velikova 

(2000). La biomasse est homogénéisée dans un bain de glace avec 5mL de TCA 0.1% 

(w:v). L'homogénat est centrifugé à 10000×g pendant 20 min. 1mL du surnageant est 

ajouté à 0.5mL de tampon phosphate 10mM (pH 7) et 1mL du KI 1M. L'absorbance est lue 

à 390 nm. Le taux de H2O2 est déterminé à partir d’une courbe d’étalonnage. 

6.2. Dosage des activités enzymatiques antioxydantes 

6.2.1. Préparation de l’extrait enzymatique  

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 l’azote 

liquide. Les protéines sont ensuite extraites à 4° C avec 3mL de phosphate de potassium 

50mM à froid (pH 7) contenant 0.1% de triton X-100 (v/v) et 1% de polyvinylpyrrolidone 
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(PVP) (w/v). L'homogénat est centrifugé à 4 °C pendant 15 min à 14000×g et le surnageant 

est utilisé pour les dosages de la catalase et les protéines totales. 

6.2.2. Dosage de la Catalase (CAT)  

Le dosage de la catalase est réalisé selon la méthode de Chance et Maehly (1955). La 

décomposition du peroxyde d’hydrogène est déterminée par la diminution de l’absorbance 

à 240 nm (ε=39.4. mM−1.cm−1).  

Le mélange réactionnel est préparé par addition de 0.1mL d'extrait enzymatique et 

2.9mL de peroxyde d'hydrogène à 50mM dans du tampon phosphate 50mM à pH 7. La 

lecture est effectuée à 240nm directement après l’addition de l’extrait enzymatique, chaque 

minute, durant 3 min au maximum. L'activité spécifique de la CAT correspond à la 

quantité du H2O2 consommée par mg de protéine (Kassa-Laouar et al., 2020). 

6.2.3. Dosage des protéines totales 

Le dosage des protéines totales est réalisé selon la méthode de Lowry et al (1951), en 

utilisant le sérum albumine bovine (BSA) comme standard. 
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1. Impact du stress salin sur la croissance  

L’effet de l’augmentation des doses de NaCl sur la souche Aspergillus tubingensis a été 

déterminé par la mesure des diamètres des colonies dans la gélose YPD supplémentée avec de 

différentes concentrations en NaCl et l’estimation du poids des biomasses fongiques cultivées 

dans les bouillons YPD avec et sans addition du tampon citrate de sodium. 

1.1. Sur milieu YPD gélosé  

En se référant au témoin (0% de NaCl), une mesure journalière des diamètres des 

colonies fongiques (3 mesures par colonie) a été effectuée, (photographie 3) sur un laps de 

temps de 0 à 6 jours (144h), la moyenne des 3 mesures/jour à été calculée avec la soustraction 

du diamètre du disque mycélien servant d’inoculum qui est égale à 5mm. 

 

 

D’après la figure 4, la suivie journalière de la croissance indique qu’à 24h, 48h, et 72h il 

n’y avait pas de croissance, au-delà de 96h, la croissance d’A. tubingensis était 

significativement importante à 0% et 5%, moyennement à 10% et infime à 15% de NaCl 

après 144h par rapport au témoin. 

Photographie 3 : Mesure de diamètre de la croissance journalière des cultures d’Aspergillus tubingensis 
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La photographie 4, présente l’effet du NaCl sur la croissance d’A. tubingensis cultivé sur 

la gélose YPD à différentes concentrations, les résultats obtenus montrent l’effet inhibiteur 

des doses croissantes sur le développement fongique qui se manifeste par une diminution 

significative des diamètres mycéliens avec l’augmentation des doses de NaCl dans le milieu. 

Cet endophyte a révélé sa capacité de tolérer jusqu’à 15% de NaCl dans la gélose YPD. 

 

 

 

Il est à remarquer que l’augmentation du stress NaCl engendre une diminution 

progressive de la propagation mycélienne et la capacité de formation des spores notée à 5%, 

10% et 15% NaCl par référence au témoin (photographie 4). Et au-delà de 15% de NaCl la 

concentration minimale inhibitrice a été déterminée. 
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Photographie 4 : Croissance mycélienne de la souche A. tubingensisaprès 144h. 

 

Figure 4:Courbe de croissance d’A. tubingensis cultivée dans un gradient de NaCl. 
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1.2. Sur milieu YPD bouillon tamponné et non tamponné  

Les biomasses obtenues à partir des cultures submergées sur bouillon MNT et MT ont 

montré que l’augmentation des concentrations de NaCl avait un effet remarquable sur A. 

tubingensis qui se traduit par la diminution progressive de la biomasse fongique après 96h 

d’incubation (photographies 5 et 6). 

 

1.2.1. Estimation du poids total 

La figure 2, ressort qu’A. tubingensis a montré une diminution graduelle de sa croissance 

mycélienne avec l'augmentation du stress salin dans le bouillon YPD allant de 0% jusqu’à 

20%.  

En comparant ces résultats avec la biomasse du milieu témoin (qui représente 100% de 

croissance en l’absence du NaCl dans le milieu), l’endophyte fongique révèle une très bonne 
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tolérance à 5% de NaCl, il a gardé 68.8% (photographie5 B) (figure 5) de sa croissance dans 

le MNT et 97% dans le MT (photographie 6 B’) (figure 5).  

À 10% de NaCl en MNT, la souche a montré une bonne tolérance à la salinité de 65.4% 

par rapport au témoin, en contraste du MT où la croissance était faible avec un taux de 

réduction atteignant 71.4%.  

La croissance a été moyennement inhibée à 15% de NaCl pour le MNT et fortement 

inhibée pour MT avec une réduction de 59.8% et 94.1% respectivement par rapport au 

témoin, aucune croissance n’a été observée à 20% de NaCl où la concentration minimale 

inhibitrice a été notée. 

 

 

 

 

 

1.2.2. Impact du stress salin sur la variation du pH du milieu résiduel  

Le pH initial du bouillon YPD NT/T a été ajusté à 6.4 après autoclavage.  

Le pH du milieu résiduel a été mesuré pour chaque échantillon et les valeurs ont été 

rapportées dans le tableau 2. 
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Figure 5:Variations du poids total par rapport aux concentrations de NaCl 
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Tableau 2 : variations du pH des milieux résiduels en fonction des concentrations en NaCl. 

 Valeurs du pH du milieu résiduel 

  

Bouillon YPD avec différentes concentrations en NaCl 

 0% 5% 10% 15% 20% 

pH initial M (NT/T) 6.4 6.4 6.4 6.4 6.4 

pH final  MNT 4.65 7.56 5.12 4.97 // 

pH final MT 5.86 5.74 5.13 5.19 // 

 

D’après le tableau 2, des variations des pH des milieux résiduels en fonction de la 

concentration en NaCl ont été constatées par rapport au pH initial. 

Pour les témoins, le pH du milieu a diminué de 6.4 à 4.65 et 5.86 en MNT et MT 

respectivement. Avec l’augmentation de la dose de NaCl, le pH du milieu résiduel NT/T reste 

toujours dans les alentours de 5, sauf pour la concentration 5% de NaCl où le pH du MNT 

augmente par rapport au pH initial et tend à être légèrement alcalin. 

2. Impact du NaCl sur le stress oxydatif 

L’effet du NaCl a été évalué sur plusieurs marqueurs du stress oxydatif : la quantité 

intracellulaire du peroxyde d’hydrogène (H2O2), activité de la catalase (CAT) et la quantité de 

protéines totales. 

Selon Nxele et al. (2017) et Meghnous (2020) la réponse au stress est intimement liée à 

l’accumulation des espèces réactives de l’oxygène (ROS) tel que le peroxyde d'hydrogène 

(H2O2) qui induisant un stress oxydatif intracellulaire. Grâce à une réaction catalysée par la 

catalase (CAT) le H2O2 sera réduit en oxygène et eau Ahmedizadeh et al. (2011). 

2.1. Impact du NaCl sur la teneur intracellulaire en H2O2  

La teneur en H2O2 intracellulaire d’A. tubingensis en fonction des concentrations de NaCl 

dans le milieu de culture YPD (T et NT), pour une durée de 96 h, sont représentés dans la 

figure 6. 
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Dans le MNT le contenu en H2O2augmente progressivement avec l’accroissement du 

stress salin, comparativement au témoin (figure 6 (a)). 

15% de NaCl a provoqué une génération importante du H2O2 par A. tubingensis, 

atteignant 226.77%. L’augmentation est de 144% et 156% à 5% et 10% respective au témoin. 

 Tandis que la synthèse de ce prooxydant dans le MT augmente progressivement avec 

l’augmentation de NaCl dans le milieu (figure 6 (b)), elle est légèrement significative à 5%, 

moyennement significative à 10% et hautement significative à 15% de NaCl de 135%, 495% 

et 24775% respectivement par rapport au témoin.  

Les concentrations en H2O2 libérées présentent une relation proportionnelle avec les 

doses de NaCl et inversement proportionnelle avec le poids de la biomasse fongique. 

 

Figure 6 : Teneur intracellulaire en H2O2 chez A.tubingensis en MNT et MT 
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2.2. Impact du NaCl sur l’activité de la catalase 

Il ressort de la figure 7, que l’activité de la CAT dans le MNT augmente progressivement 

avec l’augmentation des concentrations en NaCl ; à 15 % de NaCl la CAT atteint son activité 

maximale de 4.21µmol. min-1. µg-1prot avec un taux d’accroissement de 507.23% par rapport 

au témoin, à 5% et 10% de NaCl l’activité de la CAT est supérieure à celle du témoin de 

357% et 232% respectivement. La CAT est corrélée avec les doses de NaCl et la teneur en 

H2O2.  

Dans l’ensemble, comme montré dans la figure 7, dans le MT et à 5% de NaCl, l’activité 

spécifique de la CAT d’A. tubingensis atteint son niveau le plus élevé avec un taux 

d’augmentation atteignant 213% par rapport au témoin. 

Au-delà de 5% NaCl une diminution de l’activité de la CAT a été enregistrée ; le taux de 

diminution par référence au témoin était de 37% à 15% de NaCl, alors qu’à 10% l’activité de 

la CAT enregistre sa valeur minimale 0.04 µmol. min-1.µg-1prot, avec un taux de réduction de  

99.2% par rapport au témoin. 

L'activité de la CAT est directement proportionnelle avec les concentrations en  NaCl 

ainsi que le H2O2 à 0 et 5% de NaCl. 
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Figure 7 : Activité de la catalase en fonction de la concentration de NaCl dans le MNT et 

MT. 
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2.3. Impact du NaCl sur la teneur des protéines totales   

Les résultats du dosage des protéines totales en présence de NaCl dans le milieu de 

culture après réaction avec le Folin-Ciocalteu à l’abri de la lumière pour durée de 45min sont 

enregistrés sur la figure 8. 

Les résultats montrent que les biomasses issues de la culture dans un MNT additionnées 

avec 5% NaCl, renferment la teneur en protéines la plus importante avec un pourcentage de 

114.5% par rapport à celle du témoin. Les quantités de protéines à 10% et 15% ont présenté 

une diminution avec un taux de réduction de15.3% et 13.3% respectivement que celle du 

témoin. 

Cependant, les concentrations en protéines du MT additionné de NaCl sont nettement 

plus élevées à 10% et 15%, atteignant les concentrations maximales à 10% de 134.12µg. mL-1 

et 125.72 µg. mL-1 respectivement par rapport au témoin, or, l’apport de 5% de NaCl dans le 

milieu de culture provoque une baisse de la teneur en protéines totales par rapport aux autres 

concentrations de NaCl, néanmoins le taux de protéines se rapproche de celui du témoin. 

La concentration des protéines en MNT est directement proportionnelle avec le pH du 

milieu résiduel. 
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Figure 8:Teneur en protéines totales en fonction de concentration en NaCl dans le MNT 
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Discussion  

Selon Porcel et al. (2011), la salinité des sols affecte négativement les organismes vivants 

non seulement les plantes mais également les microorganismes associés notamment les 

champignons endophytes. 

En effet, une investigation était établie sur l’hypothèse qu’Aspergillus tubingensis, 

champignons endophytes résistant aux concentrations élevées de métaux lourds pourrait 

tolérer des doses élevées en NaCl en raison de son adaptation préalable aux conditions de 

stress. Plusieurs études, notamment celle de Ayangbenro et Babalola (2017) affirment que la 

tolérance des souches isolées des milieux extrêmes varie en fonction de leur origine et des 

conditions environnementales dans lesquelles elles se développent.  

De plus, d’après Das et al. (2022) les champignons halophiles nécessitent plus de 2% de 

sel pour leur croissance et ils sont divisés en halophiles légers (2-5%), halophiles modérés (5-

20%), et halophiles extrêmes (20-30%). Dans la présente étude, A.tubingensis a révélé une 

tolérance jusqu’à 15% NaCl ce qui permet de le qualifier étant un mycoendophyte 

halotolérant, rappelant que cette souche provient des racines d’une plante hyperaccumulatrice 

de sels de métaux. 

L’effet des concentrations croissantes de NaCl sur la croissance fongique est traduit par la 

diminution progressive du développement fongique sur les deux types du milieu YPD la 

gélose et le bouillon. Cette diminution peut être expliquée par la modification des mécanismes 

physiologiques des souches tests en réponse à la salinité du milieu, ce qui conduit à des 

dommages dans les membranes cellulaires (Meghnous et al., 2019 ; Jiménez-Gómez et al., 

2020 ; Raid et al., 2021). 

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Fadhela (2017) sur la croissance des 

endophytes isolés des racines de palmiers dattiers dont Aspergillus terreus et Fusarium 

oxysporum qui ont résisté jusqu’à 75g/L de NaCl additionné au milieu PDA. 

Quant aux variations des pH des milieux résiduels non tamponné et tamponné ont montré 

des diminutions par rapport au pH initial qui a été ajusté à 6.4. Cette diminution du pH par 

rapport au témoin dans les milieux résiduels NT/T peut être due à la production des acides 

organiques par A. tubingensis à l’état de stress, cette hypothèse est confirmée par Fomina et 
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al. (2005) que le champignon libère des concentrations notables d’acides acétiques, citrique et 

oxalique pendant sa croissance ce qui va de solubiliser des différents minéraux. 

L’augmentation observée à 5 % de NaCl peut être suggérer à la solubilisation des 

protéines du milieu en acides aminés basiques, d’ailleurs Fomina et al. (2005) et Chakraborty 

et al. (2014) dans leurs travaux suggèrent que l'acide oxalique est un agent chélateur capable 

de mobiliser efficacement les métaux à des pH neutres et même basiques. 

Le pH se révèle quasi-constant pour les autres concentrations en NaCl autres que 5% 

dans le MNT cela peut être dû à des mécanismes intrinsèques développés par A. tubingensis 

pour se défendre afin de maintenir le pH du milieu constant et dans son intervalle optimal de 

croissance. Par ailleurs, la stabilité du pH durant la période de la croissance dans le MT 

s'explique par l'ajout du tampon citrate de sodium, selon Jain et al. (2020) l’objectif principal 

de l’addition d’un tampon est de contrôler son pH. 

Les stress environnementaux tels que l'exposition aux métaux lourds favorisent la 

formation d'espèces réactives d’oxygène (ROS), telles que les radicaux hydroxyles (OH•), les 

radicaux superoxydes (O2
•) et le peroxyde d'hydrogène (H2O2), 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 l'ADN (Lazarova et al., 

2014). Les mécanismes de défense qui neutralisent l'impact des ROS, notamment les systèmes 

antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, existent dans toutes les cellules aérobies.  

La présence de NaCl dans le milieu de culture a induit l’accumulation d'espèces réactives 

de l'oxygène (ROS), comme le peroxyde d'hydrogène (H2O2), qui pourraient provoquer un 

stress oxydatif intracellulaire (Lei et al., 2017 ; Meghnous et al., 2019). Ces ROS peuvent 

entraîner une oxydation non spécifique des protéines et des lipides membranaires ou 

endommager l'ADN (Lazarova et al., 2014).  

D’après la littérature scientifique le H2O2 est un sous-produit inévitable de tous les 

organismes vivants aérobiques pour produire de l’énergie, et qui devient un indicateur de 

stress -voir prooxydant- quand sa teneur se révèle plus élevée par rapport à celle du témoin.  
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L’augmentation très significative des teneurs intracellulaires du H2O2 d’A.tubingensis 

dans les milieux NT/T en fonction des concentrations graduelles de NaCl, peut s’expliquer 

par la forte pression oxydative (Ben-Yahmed, 2013) dû à l’augmentation des concentrations 

en NaCl dans les milieux, les résultats de ce travail sont identiques à ceux de Chakraborty et 

al. (2014) sur stress induit par le cadmium sur A. foetidus et de Meghnous et al. (2019) sur 

stress induit par l’antimoine sur la même espèce.  

Les dommages oxydatifs augmentent par des niveaux accrus de H2O2 à la sécheresse et à 

la salinité se manifestant par une mort cellulaire étendue associée à une biomasse réduite 

(Nxeleet al., 2017). De ce fait, des antioxydants enzymatiques vont se produire pour 

détoxifier, neutraliser le stress et dégrader ces prooxydants afin de remettre les cellules à leurs 

états d’équilibre.  

L’activité catalasique se manifeste par une augmentation progressive avec les 

concentrations en NaCl et par conséquent les teneurs en H2O2 produits par A.tubingensis en 

MNT. Cette augmentation peut être induite par le H2O2 généré par le stress de NaCl, ces 

résultats sont similaires a ceux obtenus par Kassa-Laouar et al. (2020) sur des activités de la 

CAT en présence de Sb chez S. marcescens. 

Selon Hameed et al. (2014) le peroxyde d'hydrogène produit est à son tour piégé par la 

CAT, cette dernière a été définie par Porcelet al. (2011) étant un système qui réagit avec les 

formes actives de l'oxygène et les maintiennent à un faible niveau.  

La CAT catalyse la réaction de détoxification d’H2O2 générés sous des conditions de 

stress en l’utilisant comme substrat afin de le transformer en eau (H2O) et en oxygène (O2) 

(Belli et al., 2010). Elle protège les lipides, les protéines et les acides nucléiques cellulaires 

des dommages causés par H2O2 et d'autres ROS (Kassa-Laouar et al., 2020). Cependant, 

l’inhibition de la CAT à de fortes concentrations de NaCl peut être justifiée par une 

surproduction de peroxyde d’hydrogène. 

Selon Atliet al. (2006) la diminution de l’activité de CAT peut être liée à la liaison directe 

du polluant aux groupes -SH de la molécule enzymatique, d’autres auteurs ont suggéré que 

l’inhibition de la CAT peut être une conséquence d’un effet direct du polluant sur les 

composés de poids moléculaire élevé comme la CAT.  
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De même, Belli et al. (2010) ont expliqué la diminution de la CAT par l’augmentation de 

l’activité des superoxydes dismutases qui augmentent leur concentration dans la cellule par 

production de l’anion superoxyde en excès. Ils ont expliqué également l’altération de 

l’activité enzymatique par la liaison des cations du polluant aux enzymes, ces cations peuvent 

inhiber aussi que stimuler la fonction catalytique de l’enzyme. 

Les ROS et plus spécifiquement le H2O2 est très létal et cause des dommages importants 

aux protéines par leurs oxydations (Das et Roychoudhury, 2014). De ce fait, des diminutions 

des teneurs en protéines totales ont été constatées par rapport aux teneurs des témoins, ceci 

peut être élucidé par rapport à la répression de la synthèse protéique due à la forte salinité et 

aux variations du pH entrainant une modification de la forme de la protéine, elle peut être 

réversible si les variations de pH ne sont pas trop importantes ce qui explique les 

augmentations des teneurs en protéines totales. 

Ces résultats sont en accord avec Dasgupt aet al. (2010) qui ont rapporté 

expérimentalement que chez Ceriops la protéine totale de la feuille a diminué sous des 

concentrations plus élevées de traitement salin.  

Selon Badawy et al. (2021) le stress de la salinité provoque une répression dans la 

synthèse des protéines, ce qui est probablement une raison majeure de la baisse de la teneur en 

protéines brutes. Tandis que Parida et al. (2002) ont expliqué la diminution en raison de 

l'activité accrue de la protéase. La dégradation des protéines induite par le stress peut être 

essentielle, car elle fournit des acides aminés (cela confirme l’hypothèse de l’augmentation 

brusque du pH à 5 % de NaCl) pour la synthèse de nouvelles protéines adaptées à la 

croissance ou à la survie dans des conditions modifiées (Dasgupta et al., 2010).  

Mansour (2000) a signalé que la biosynthèse des protéines diminuait dans des conditions 

de stress salin, alors que les cellules synthétisent de préférence certaines protéines spécifiques 

du stress (Dasgupta et al., 2010).  
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La recherche sur la réponse antioxydante chez les mycoendophytes exposées à la salinité 

n'a pas été aussi étendue que dans le cas de l’exposition des plantes supérieures aux métaux 

lourds, mais une quantité importante de données a été recueillie au cours de ces dernières 

années. Le rôle des enzymes antioxydantes qui détoxifient les ROS notamment le 

H2O2pourl’atténuation du stress induit par la salinité a été prouvé. 

De ce fait, la souche Aspergillus tubingensis a présenté une résistance jusqu’à 15% de 

NaCl dans le milieu de culture en produisant une biomasse importante à cette même 

concentration, une concentration qui pourrait être létale pour certaines souches. 

Les analyses in vitro de l’activité antioxydante d’Aspergillus tubingensis ont mis en 

évidence que les niveaux élevés en NaCl dans le milieu de culture, induisent chez ce 

mycoendophyte une libération importante de H2O2, engendrant des dommages oxydatifs aux 

biomolécules, ce qui va stimuler par conséquent une production d’enzymes antioxydantes, 

telles que la CAT pour neutraliser et détoxifier les ROS générés par la pollution de NaCl et 

rendre l’équilibre cellulaire.  

Un tel résultat met en relief qu’A. tubingensis isolé d’une zone minière s’adapte aux 

conditions de stress, ce qui permet l'utilisation de ce champignon dans la bioremédiation des 

sols salins, qui est une avancée prometteuse pour son rôle potentiel en tant que 

microorganisme modèle approprié pour l'élimination du NaCl, qui peut être utilisé seul, en 

tant qu’une solution sporale, ou en symbiose avec les plantes afin de pallier les effets 

délétères du stress salin.  

Le présent travail, ouvre de nouvelles perspectives de recherches comme, l'étude des 

interactions intracellulaires et intercellulaires moléculaires lors du stress salin, ainsi que la 

manière dont les mycoendophytes peuvent s'adapter à ce stress devrait être une priorité à 

l'avenir.  

Si l'on identifie un seul gène candidat responsable de l'atténuation chez les 

mycoendophytes, il sera plus utile pour les recherches futures et pour procéder à une 

manipulation transgénique qui permet d’attribuer cette propriété aux autres organismes 

comme les plantes.  
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Cela ne pourra être atteint sauf si nous disposons de connaissances suffisantes sur 

l'analyse génomique et métabolique des mycoendophytes cultivées dans des conditions de 

stress salin. Il pourra être également utilisé Aspergillus tubingensis comme une ressource 

biologique pour fournir des molécules bioactives d’importance pharmacologique et 

industrielle. 
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Annexe1 : Les milieux de cultures  

 

1-Milieu d’activation de la souche : PDA (Potato Dextrose Agar) 

-Pomme de terre…………………………………………..200g 

-Glucose…………………………………………..……….15g 

-Agar………………………………………………………20g 

-L’eau distillée……………………………………………1000ml 

pH =6 

 

2- Milieu YPD gélosé (tolérance à la salinité) 

-Extrait de levure…………………………………………..10g 

-Peptone……………………………………………………20g 

-Glucose……………………………………………………20g 

-Agar……………………………………………………….20g 

pH=6.4 

 

3-Milieu de fermentation :   YPD tamponné 

-Extrait de levure…………………………………………..10g 

-Peptone……………………………………………………20g 

-Glucose……………………………………………………20g 

-Tampon phosphate de potassium50Mm………………….500ml 

-pH= 6.4 
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Annexe 2: Dosages enzymatiques 

 

1-Teneur en H2 O2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Courbe d’étalonnage du peroxyde d’hydrogène (Meghnous, 2020)  

 
2-Dosage des protéines totales 

• Réactifs 

 Solution A : Na2CO3 à 2% dans le NaOH (0,1N) ;  

Solution B : CuSO4, 5H2O à 1% dans l’eau distillée ;  

Solution C : Tartrate double de sodium et de potassium à 2% dans l’eau distillée ;  

Solution M : 1 ml de solution C + 1 ml de solution B + 20 ml de solution A ; Réactif de 

Folin-Ciocalteu dilué au 1/10éme. 

• Protocol 

A 1 ml de l’échantillon dilué, 2 ml de la solution M est ajouté. Le mélange est laissé 

reposer 10 à 15 min à température ambiante, ensuite 2 ml du réactif de Folin est ajouté. 

Après agitation vigoureuse, l’échantillon est incubé à température ambiante à l’obscurité 

pendant 45 min. L’absorbance est lue à 750nm. 

 

 

 

 

 

 

 

Courbe d’étalonnage de BSA (Meghnous, 2020) 
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Annexe 3 : Appareillages 

 

 

 
 

 

  
Appareil 1 : Autoclave 

 
Appareil 2 : Bain–marie (memmert) 

 
 

Appareil 3 : Balance de précision Appareil 4 : Centrifugeuse (Sigma) 

 



Annexes 

 

 

 

  
Appareil 5 : Etuve (Memmert) 

 
Appareil 6 : Hotte à flux laminaire 

(FlowFastV) 

 

 
Appareil 7 : Incubateur rotatif 

(NewBrunswick Scientific) 

Appareil 8 : Microscope optique (Leica) 
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Appareil 9 : pH mètre (pHM210 

MeterLab) 

Appareil 10 : pH mètre (Mahito 

MODEL 903) 

 

 

 
Appareil 11 : Plaque chauffante agitatrice 

(Ficher Scientific) 
Appareil 12 : Spectrophotomètre 

(JENWAY 6315 (OHAUS Explorer)) 
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Résumé : L’objectif de ce travail consiste à mettre en évidence in vitro l’impact de la salinité sur le 

mycoendophyte Aspergillus tubingensis qui présentait une résistance aux fortes concentrations aux sels 

de métaux lourds, et d’évaluer la stimulation du système de défense antioxydant pour neutraliser les 

radicaux libres induits par la présence des doses élevée de NaCl. Aspergillus tubingensis a montré une 

tolérance à l’excès de NaCl dans le milieu traduite par la bonne croissance même en doses élevées, notant 

une concentration minimale inhibitrice (CMI) à 20% de NaCl sur milieu YPD. L’hypersalinité a 

provoqué une augmentation significative de la teneur intracellulaire du peroxyde d'hydrogène (H2O2) 

avec sa teneur maximale 49.55mM. g-1 ce qui a induit une réponse antioxydante traduite par des activités 

catalasiques importantes avec un maximum de 10.58µmol. min-1 .µg-1prot. Ces résultats révèlent que la 

souche peut s’adapter à des concentrations élevées de NaCl, ce qui motive les biotechnologues à son 

utilisation comme bioremédiateur efficace pour développer une nouvelle stratégie de lutte contre la 

salinité des sols. 
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