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Introduction

Les métaux lourds sont des éléments largement distribués dans les écosystemes. lls
proviennent de nombreuses sources comme les déchets urbains, les engrais, les pesticides et
les déchets industriels des usines (Soni et Amarnath, 2020). Les métaux lourds sont des
molécules non biodégradables, ils peuvent persister dans I’environnement pendant de longues
périodes. Leur accumulation peut se répercuter sur la santé des étres humains, des animaux et
des végétaux. A 1’échelle microscopique. Les métaux lourds ont aussi des effets néfastes sur

les populations bactériennes (Huynh, 2009).

Le cadmium est considéré comme l'un des métaux lourds les plus dangereux dans le sol.
Il a été suggéré que c’est 1'élément le plus mobile dans les sols cultivés. En effet, sa présence
dans le sol endommage la communauté bactérienne, il provoque divers effets nuisibles, tels
que I’allongement de la phase de latence, I’inhibition des activités enzymatiques, ’altération
de la structure de I’ADN et la réduction de la biodiversité microbienne. En outre, le cadmium
affecte négativement les protéines transporteurs, les enzymes de la chaine respiratoire, ainsi
que les molécules biologique a I’intérieur de la cellule, et tout cela se répercutent sur la

croissance bactérienne (Yakoubi, 2019).

Ces dernieres années, le développement des techniques efficaces pour la
décontamination des sites pollués est devenu indispensable. La technique la plus utilisée est la
bioremédiation, elle permet d’exploiter les capacités accumulatrices des organismes
rhizosphériques et/ou endophytiques pour extraire les métaux des sites contaminés, ce qui
contribue a la fertilité du sol et aide au développement des plantes (Huynh, 2009 ; Yakoubi,
2019).

Les endophytes bactériens sont des microorganismes qui colonisent les tissus internes
d’une plante sans lui causer de dommages apparents. Ils forment des relations symbiotiques
trés diverses, ils apportent les nutriments et la protection a la plante héte contre les différents
stress. Les bactéries endophytes peuvent interagir avec les métaux de différentes maniéres
pour atténuer leur toxicité et aider les plantes a les accumuler sans augmenter la phytotoxicite,

ce qui permet I’amélioration de la bioremeédiation (Kassa-Laour, 2020).

L’exposition des bactéries a des fortes concentrations de métaux lourds peut entrainer
une production excessive d’especes réactives de I’oxygene (ERO). Cela induit la production
des enzymes antioxydantes telles que la superoxyde distumase (SOD), la catalase (CAT), la
glutathion peroxydase (GPX) et la peroxydase, ainsi que des composés non enzymatiques
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comme la proline, la vitamine C et le glutathion (GSH), permettant ainsi une adaptation des

bactéries aux conditions stressantes.

Le présent travail vise a étudier la réponse antioxydante d’une bactérie endophyte,
Serratia marcescens, suite a un stress induit par la présence du cadmium. Pour cela, la
croissance bactérienne, la teneur en H2O2 et en MDA ainsi I’activité de la catalase ont été

mesurée a des concentrations graduelles en Cd additionnées dans le milieu de culture.

Ce mémoire est subdivisé en trois parties. La premiére est une synthese bibliographique
qui contienne des informations sur les bactéries endophytes, notamment la souche Serratia
marcescens, les métaux lourds, le stress oxydatif et aussi la résistance des bactéries aux
métaux. La deuxiéme partie comprend les protocoles expérimentaux utilisés pour attendre les
objectifs visés. La troisieme partie est consacrée a la présentation des résultats obtenus et leur
discussion avec d’autres travaux similaires. Le mémoire se termine par une conclusion et des

perspectives.
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1 Bactéries endophytes

1.1 Définition

Un endophyte est un organisme qui vit a I’intérieur d’une plante. Ces microorganismes
peuvent coloniser les tissus internes des végétaux sans causer de dommages apparents chez
I’hote (Lemsara et Aouarib, 2016). Cette définition inclut 1’ensemble des interactions
symbiotiques impliquant une plante et des microorganismes comme: le paratisme, le

commensalisme, le mutualisme (Santara, 2004) (Figure 1).

En général, les microorganismes endophytes peuvent provenir : du sol (rhizosphére), de
la surface de feuilles (phylloplane), des racines, des organes végétatifs, des semences ou des
grains (Santara, 2004).

1.2 Intérét des bactéries endophytes

Les endophytes ont la capacit¢ d’améliorer le développement et la résistance de leur
plante hote (Morgane, 2019). L’effet positif de ces bactéries est dii a divers mécanismes :
I’apport en éléments essentiels (P, N...) (Louaar et Maatoug, 2016), et la production des
phytohormones (les auxines, les cytokines...) qui stimulent la croissance des plantes. L’acide
indole-3-acétique (IAA) est un membre de la classe des auxines augmentant 1’efficacité de la

colonisation (Pablo et Leonard, 2015).

1.2.1 Protection des plantes hotes contre les stress

Les bactéries endophytes protégent la plante contre les différents types de stress tels que :

Stress biotique : est déclenché par I’action néfaste d’un autre organisme vivant
(champignons, insecte, bactérie, adventices...). Les endophytes utilisent des moyens de
défenses contre ces organismes, par la production des métabolites secondaires permettent
également de lutter contre une agression microbienne ou insecte ravageur. Donc les endophytes

assurent la protection de sa hote (Morgane, 2019).

Stress abiotique : comme les inondations, la salinité et la presence de métaux lourds. Par
exemple, il a été montré qu’une bactérie du genre Serratia améliore la croissance et la tolérance
de Lupinus luteus (une plantes herbacées) sur un substrat contaminé par I’arsenic, le plomb et le

cuivre (Louaar et Maatoug, 2016).
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Figure 1 : Représentation schématique des différentes interactions plante-endophyte

bactériennes et leurs applications (El Aafi et al., 2012).

2 Serratia marcescens
2.1 Définition

Les especes du genre Serratia sont des bactéries anaérobies facultatives (Grimont et
Grimont, 1992), elles peuvent se développer en présence d'oxygéne (aérobie) ou en Il'absence
d'oxygene (anaérobie) (Slonczewski et John, 2009). Serratia marcescens est une bactérie a
Gram négatif en forme de batonnet court qui mesurent 0,9 a 2 um de longueur et 0,5 a 0,8 pm
de diameétre (Van et al., 2007). Les bactéries a Gram négatif ont une fine paroi cellulaire
constituée d'une seule couche de peptidoglycane entourée d'une membrane externe sert
également de moyen pour réguler I'absorption des nutriments et Il'exclusion des toxines
(Slonczewski et John, 2009).

Serratia marcescens possede un flagelle péritriche qui lui permet de nager et de se
déplacer en faisceau en forme d’hélice (avec différenciation) (Grimont et Grimont, 1992). Cette
espece est bien connue pour une pigmentation rouge qu'elle produit a température ambiante
appelée prodigiosine (Schlegel, 1992), et qui possede des propriétés antibiotiques,

immunosuppressives, proapoptotiques et anticancereuses puissantes (Van et al., 2007).
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2.2 Serratia bactérie endophytes

Les Serratia associées aux plantes comprennent a la fois des endophytes et des especes
libres dans la rhizosphére. De nombreuses especes de Serratia ont la capacité de favoriser la
croissance des plantes (PGP), et sont des agents de lutte biologique contre les pathogénes
fongiques du sol qui infectent diverses cultures (Muller et Berg, 2008).

Serratia marcescens a été décrite comme un important endophyte du riz (Gyaneshwar et
al., 2001), et elle a été également isolée de fleurs de courges d’été (Selvakumar et al., 2008), de
tissus sains de cactus comestibles (Li et al., 2011), et d’une plante médicinale Centella asiatica
(Nongkhlaw et Joshua, 2014). De nombreuses études ont montré le potentiel de S. marcescens
qui induit la croissance des plantes en stimulant la production de phytohormones et la
solubilisation du phosphate, ainsi que I’amélioration de I’approvisionnement en azote dans les

associations non symbiotiques (Kaidem et al., 2016).

2.3 Pathologie

Serratia marcescens est un pathogene opportuniste responsable  d'infections
nosocomiales: infections des voies urinaires et du cristallin oculaire. Il a également été lié a
I'endocardite, a l'ostéomyélite, a la septicémie, aux infections des plaies et des voies
respiratoires (Dasantila, 2008).

Les facteurs de virulence potentiels impliqués dans sa pathogénicité sont les protéases, la
nucléase, la lécithinase et I'némolysine. Une sérine protéase de 56 kDa été démontré qu'elle
favorise la kératite en clivant les IgG, les IgA et le lysozyme (Hume et al., 1999). Cependant, le
facteur pathogene le mieux étudié est I'némolysine ShlA, provoque I’hémolyse des érythrocytes
humains et animaux, et la libération des médiateurs inflammatoires, tels que I'histamine et les

leucotrienes des leucocytes (Dasantila, 2008).
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3  Stress oxydatif

Le stress oxydatif se definit comme étant un déséquilibre de la balance entre les
prooxydant et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit & des dégats cellulaires

irréversibles (Pincemail et al., 1999).

Lorsque la concentration des especes réactives oxygénées augmente et la réponse
antioxydante n'est plus suffisante pour la contenir: il résulte une perte d'homéostasie redox et
conduisant, ainsi a I’apparition d’un déséquilibre avec une production de grandes quantités de
ERO, entrainant un stress oxydatif (Sies, 1997) (Figure 2).

Niveau
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SOD

Peroxyde d'hydrogene
ee— T

Oxygene singulet

Figure 2 : Schéma de la balance entre les ERO et les antioxydants (Sies, 1997).

3.1 Radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un
¢lectron célibataire (ou non apparié€), et jouent un role comme accepteur d’électron en arrachant
des électrons a d’autres molécules. Ces électrons libres sont exprimés par I’ajout du symbole °

ou ¢ dans la formule chimique des radicaux libres (Gilgun-Sherki et al., 2001) (Figure 3).
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Figure 3 : Formation des radicaux libres (Knopik et Dahmani, 2018).

Les especes réactives de Il'oxygene sont produites d'une maniéere accrue lorsque la
régulation du métabolisme de I'oxygéne est perturbée (stress oxydant). Elles deviennent
agressives lorsqu’elles sont formées en grandes quantités. Cette production radicalaire est
dommageable s’elle est prolongée ou incontrélée, dépassant les capacités de neutralisation et

donne lieu au stress oxydant (Favier, 2003).

3.2 Sources biologiques des radicaux libres

3.2.1 Source endogene

Dans I’organisme, il y a de nombreuses sources d’ERO dont I’importance varie selon les
tissus. La réaction chimique de Fenton produit des ERO dans la cellule. Les sources des ERO

sont enzymatiques et non enzymatiques (Droge, 2001).
3.2.2 Source exogene

Les ERO peuvent étre générés par des agents physiques tels que le rayonnement
(rayonnement ionisé X, gamma ou ultraviolet), qui sont capables de produire des anions

superoxydes ou I’oxygeéne (Ghazi, 2011).

Des toxiques tels que le monoxyde d’azote (NO°) et le dioxyde d’azote (NO°2) présents
dans notre environnement (goudron, polluants industriels...etc.), et participent a la genése de

radicaux libres (Pincemail et al., 1998).
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3.3 Origine des espéces oxydantes

3.3.1 Radical superoxyde

L’anion superoxyde (02°) est formé par la réduction monoélectronique de 1’oxygéne.
Dans la cellule, le superoxyde est produit majoritairement au niveau de la chaine respiratoire,
chez les bactéries et peut étre a la fois oxydant 02" /H202 et réducteur O/O2™ (Bonnot,
2009). O, +e =>0,"

3.3.2 Peroxyde d'hydrogene

Le peroxyde d’hydrogene (H202) est un produit plus stable que le superoxyde, c'est
pourquoi, il se diffuse facilement a l'intérieur et a I'extérieur des cellules. C’est un oxydant trés

puissant, capable d'accepter deux électrons supplémentaires (Goudable et Favier, 1997).
3.3.3 Radical hydroxyle

Le radical hydroxyle OHe est le plus dangereux dans 1’organisme, il est formé lors de la

réaction de I'anion superoxyde avec I'hydrogene peroxyde (Halliwell et al., 1984) :
02" + H:02 »OH’ + 'OH + O2

Le radical hydroxyle est le plus réactive et le plus puissant. Il est proposé que ce radical
est principalement dérivé de la décomposition du peroxyde d’hydrogéne par la réaction de

Fenton catalysée par le fer (Sollin, 2021) :
Fe*?+ H,0, => Fe™ + "OH + "OH (Reaction de Haber-Weiss)
3.4 Cibles des radicaux libres

Les ERO peuvent réagir avec la plupart des biomolécules présentant des doubles liaisons

comme les acides gras insatures, les proteines et I’ADN (Kassa-Laouar, 2020) (Figure 4).
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Figure 4 : Différentes cibles des Especes Réactives de I'Oxygene (Laib et Medbouh,
2016).

3.4.1 Acide désoxyribonucléique (ADN)

L’ADN est tres sensible a l'attaque par les radicaux de l'oxygeéne, et les classes
principales de dommages oxydatifs sont regroupés en quatre grandes catégories : les coupures
simples des doubles brins, la modification de bases, la formation de sites abasiques et les
pontages ADN-protéines (Favier, 2003) (Figure 5).

L’ADN est une cible principale d’ERO par exemple : la guanine peut étre associ¢ a OH
pour former 8-hydroxy-2’-désoxyguano-cytosine (8-OH-dG) qui s’apparier avec 1’adénine au
lieu la cytosine, entrainant des mutations au sein de ’ADN et conduisant a des altérations du

message genétique impliqué dans le déclanchement le vieillissement (Haleng et al., 2007).
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Figure 5 : Lésions de ’ADN formées par ’attaque radicalaire du patrimoine génétique

des cellules (Favier, 2003).
3.4.2 Protéines

Les acides aminés ont des sensibilités difféerentes a I'ERO. Les plus réactifs sont
I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque radicalaire d’un
acide aminé provoque 1’oxydation de certains résidus conduisant ainsi a 1’apparition de
groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et
inter-chaines (Haleng et al., 2007). Les protéines oxydées perdent leurs propriétés biologiques,

et sont beaucoup plus sensibles a I’action des protéases (Stadtman et Levine, 2000) (Figure 6).

HO' H202Z HO® ONOOH HO® HO'

bbbl 1

CH2 VH HZ i H3
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i" -@:)j- 1
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Figure 6 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines apreés attaque radicalaire (Favier, 2003).
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3.4.3 Lipides

Les acides gras polyinsatures (AGPI) sont les composants les plus facilement oxydés par
les ERO a cause de la présence d’hydrogéne bis-allylique (Halliwell et Gutteridge, 1986). Le
radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) : c’est la phase d’initiation. Le radical
lipidique qui réagit avec une molécule d’oxygeéne pour former un radical peroxyle (ROO®),
suffisamment réactifs pour arracher un H* & un AGPI voisin, propageant ainsi la réaction. Il en
résulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la mort cellulaire
(Haleng et al., 2007).

4 Antioxydants

Un antioxydant est une substance chimique qui réduit le stress oxydant chez organisme
vivant. Selon leur mode d’action, les antioxydants se répartissent en deux catégories :

enzymatiques et non enzymatiques (Desmier, 2016 ; Soufane et al., 2018) (Figure 7).
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Figure7 : Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) par les

systemes de défenses antioxydantes (Hamma et al., 2015).

4.1  Antioxydants enzymatiques

Les principales enzymes antioxydants : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT), la glutathion peroxydase (GPX), la glutathion réductase (GR) et la glutathion S-
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transférase (GST) (Matés, 1999). Ils sont a 1’avant-garde dans la lutte contre les attaques

oxydatives (Tableaul).

Tableau 1 : Enzymes antioxydantes majeures impliquées dans la détoxification des ERO
(Righa et Bousseboua, 2015).

Enzyme | Code enzymatique Réaction

SOD EC:1.15.1.1 02 +0;" +2H" —» H0:+0;

CAT EC:11116 2H202 —» 2H0 + O

GPX EC:1.6.4.2 2GSH+ R-OOH—>—» R-OH GSSG+ +2H,0
GST EC:1111.12 RX+GSH HX+R-S- GSH

GR EC:28.1.18 GSSG+NDPH +H NADP* + 2GSH

4.1.1 Superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) est la premiére enzyme antioxydant de défense contre le
stress oxydatif. Ce sont des métalloprotéines qui ont la capacité d’éliminer 1’anion superoxyde
et catalyse la dismutation ’0O2°" en H202 et O, (Herrero et al., 2008) (Tableau 1).

Trois isoformes de SOD ont été distinguées : la SOD contenant du cuivre et du zinc (Cu/
Zn SOD), la SOD contenant le manganese (Mn/SOD) et la SOD contenant du fer (Fe /SOD)
(Wuerges et al., 2004).

4.1.2 Catalase

La catalase (CAT) est 1'une des enzymes antioxydant les plus efficaces. C’est une
enzyme tétramérique, dont chaque sous unité contient dans son site actif un ion Fe** et une
molécule NADPH. Elle abaisse le taux du peroxyde d'hydrogéne (H202) en libérant de
I'oxygéne et de I'eau (Goudable et Favier, 1997) (Tableau 1).

La CAT est une hémoproteine contenant quatre groupes héme. Elle possede une activité
peroxydase et aussi capable d’utiliser une molécule d’° H>O> comme substrat donneur

d’¢électrons et autre molécule d” H2O2 comme oxydant ou accepteur d’électrons (Murray et al.,
2013).

12



Synthése bibliographique

4.1.3 Laglutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPX) est une grande famille d’isoenzymes (Righa et
Bousseboua, 2015). Son rdle est 1’élimination des peroxydes lipidiques résultant de I’action du

stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés (Haleng et al., 2007) (Tableau 1).

C’est une molécule tétramérique, dont chaque unité contient des atomes de sélénium. Elle
assure la réduction du H2O> en eau, des hydroperoxydes organiques (ROOH) et en alcools
(ROH) (Khelaf et al., 2016).

4.2  Antioxydants non enzymatiques

Parmi les systémes antioxydants non enzymatiques, certains sont solubles dans 1’eau ce
qui leur permet d’agir dans la fraction soluble de la cellule, comme la vitamine C, glutathion et
I’acide urique (Hamma et al., 2015). Ils sont capables de piéger les ERO en captant leur

électron libre et en les réduisant ainsi en molécules plus stables (Bouhidel et al., 2016).

5 Meétaux lourds
51 Définition

Les métaux lourds sont des groupes d’éléments inorganiques de masse volumique
supérieure a 5 Kg/dm®. Ce sont des éléments métalliques ayant une densité relativement élevée
et qui sont toxiques méme a de faibles concentrations. Ils sont présents dans 1’eau, le sol et 1’air

sous différentes formes chimiques (Huynh, 2009 ; Benhamdi, 2014).

Le terme élément trace métallique (ETM) est aussi utilisé pour décrire les métaux lourds,
car ils se retrouvent souvent en tres faible quantit¢ dans I’environnement. Parmi les ¢léments
recensés dans la classification périodique de Mendeleiev, 53 sont considérés comme des

métaux lourds (Benkhaoua, et al., 2017) (Figure 8).
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Figure 8 : Classification périodique des éléments (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).
5.2  Origine des métaux lourds

Les métaux lourds sont présents dans tous les compartiments de I’environnement, mais en
général en quantités trés faibles. Leur présence dans les sols peut étre naturelle ou

anthropogénique (Figure 9).

Apports atmosphériques
Pratiques agricoles - Activité miniére et
- engrais métallurgique
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Figure 9 : Origine des métaux lourds dans le sol (Korfi, 2019).
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5.2.1 Origine naturelle

Les métaux lourds sont présents de facon naturelle dans les roches, ils sont libérés lors
de I’altération de celles-ci pour constituer le fond géochimique. Ce dernier est défini comme la
teneur naturelle en éléments traces dans un sol en absence de tout processus d’apport ou
d’exportation vers ou hors d’un site considéré (Kassa-Laouar, 2020 ; Maatoug et Louaar,
2016).

5.2.2 Origine anthropique

Les principaux types de pollutions anthropiques responsables de 1’augmentation des flux
de métaux, sont la pollution atmosphérique (rejets urbains et industriels), la pollution liée aux

activités agricoles et la pollution industrielle (Singh et al., 2003).

5.3 Différents types des métaux lourds

5.3.1 Meétaux essentiels

Ce sont des éléments indispensables, a 1’état de trace, pour de nombreux processus
cellulaires. lls se trouvent en proportion trés faible dans les tissus biologiques (Loué, 1993), et
ils deviennent toxiques lorsque leur concentration dépassent un certain seuil (Cuivre (Cu), Fer
(Fe), Nickel (Ni) et Zinc (Zn)) (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

5.3.2 Meétaux non essentiels

Comme le Cadmium (Cd), le Mercure (Hg) et le Plomb (Pb)..., sont des polluants avec
des effets toxiques pour les organismes vivants méme a faibles concentrations ; ils n’ont aucun

réle biologique connu (Korfi, 2019).

54 Toxicité des métaux lourds

Les métaux lourds toxiques ont des effets néfastes sur les microorganismes méme a faible
concentration. Ils provoquent I’inhibition de I’activité enzymatique en se fixantsur les atomes
d’oxygene, d’azote, de soufre et surtout sur les résidus de cystéine, inhibant ainsi I’activité de
nombreuses enzymes par le blocage des groupes fonctionnels des molécules biologiques
importantes. De plus, le déplacement ou le remplacement d’ions essentiels dans les
biomolécules, ainsi que le changement de conformation et la dénaturation ou 1’inactivation des

enzymes et la rupture de tout type de membrane cellulaire (Bellion, 2006).
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5.5  Biodisponibilitée des metaux lourds

Les métaux lourds peuvent exister sous forme d’ion libre ou sous forme liée a des
particules de sol. lls sont des éléments cationiques qui peuvent réagir dans le sol avec des
particules organiques ou minérales chargées négativement (Huynh, 2009) (Figure 10). Plusieurs

facteurs du sol sont responsables de la biodisponibilité des métaux lourds parmi lesquels :

La capacité d’échange de cation (CEC), le pH, le potentiel redox (Eh), la teneur en
phosphate disponible, la teneur en matiére organique et les activités biologiques (Huynh, 2009)
(Figure 11).
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Figurel0 : Schéma illustrant la mobilité des métaux lourds (Huynh, 2009).

5.5.1 Facteurs abiotiques

5.5.1.1 pH

Le pH influence la solubilité, la spéciation du métal et sa toxicité. Les métaux lourds
sont plus solubles et plus mobiles & pH acide, car ils se trouvent sous forme d'ions libres
(Hahne et Kroontje, 1973).

5.5.1.2 Potentiel redox

Le potentiel redox (Eh) permet de caractériser les échanges d’électrons entre les espéces
chimiques. Ainsi, les faibles valeurs d’Eh favorisent la dissolution des hydroxydes et aménent
une augmentation de la concentration des métaux associés avec des composants. De plus, la
modification du degré d’oxydation des ligands ou des éléments se liant avec le métal influence

indirectement la solubilité des métaux lourds (Huynh, 2009).
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5.5.1.3 Teneur en argile

Les argiles jouent un role tres important dans la disponibilité des métaux lourds. De plus,
il a été montré que les métaux peuvent étre absorbés et immobilisés par les minéraux argileux
grace a leurs chargés négative, ou étre complexés par la matiére organique du sol en formant un

complexe organométallique (Huynh, 2009 ; Louaar et Maatoug, 2016).

5.5.1.4 Matiére organique

Les acides humiques présentent de nombreux groupements fonctionnels tels que des
carboxyles et hydroxyle. Ces groupements peuvent interagir avec les métaux lourds pour
former des complexes ou des chélates qui sont souvent tres stables (Campbell et al., 2000 ;
Welp et Brtimmer, 1997).

5.5.2 Facteurs biotiques

L’activité biologique est le seul facteur biotique caractéristique du sol (Kassa-Laouar,
2020). Par exemple on retrouve de nombreuses populations bactériennes et fongiques dont les

activités metaboliques influencent la mobilité des métaux lourds (Huynh, 2009).
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Figure 11 : Localisation (spéciation) des éléments en traces métallique dans le sol

(Kassa-Laouar, 2020).

17



Synthése bibliographique

5.6 Cadmium

Le cadmium est un élément chimique de symbole Cd et de numéro atomique 48. C’est un
métal blanc argenté avec des teintes de bleu. Il appartient a la famille des métaux de transition
(Zorrig, 2011). Le Cd n’existe pas a 1’état natif. Dans la crolte terrestre, on le retrouve
principalement dans les minerais de zinc, de plomb et de cuivre. C’est un composé hautement

toxique, soluble dans I'eau et peut étre facilement absorbé par les plantes.

5.6.1 Origine du cadmium

5.6.1.1 Origine naturelle

Le cadmium est présent de facon naturelle dans la crolte terrestre. L’altération et
1I’érosion des roches vont libérer une quantité importante du cadmium qui sera transportée par
les eaux. De plus, les sources naturelles conséquentes de libération du cadmium dans

I’atmosphere sont 1’activité volcanique et les feux de foréts (Pierre-clément, 2011).

5.6.1.2 Origine anthropologique

Les sources anthropologiques sont les activités industrielles parce que le cadmium est
utilisé pour de nombreux usages industriels, ruissellement urbain ainsi que les activités
agricoles, et la contamination par les tuyaux d'adduction galvanisés ou les soudures et les

brasages des tuyauteries et chauffe-eau (cadmiage) (Pierre-Clément, 2011).

5.7 Résistance des bactéries aux métaux lourds

Les bactéries ont développé des systémes de résistance pour faire face aux stress générés
par les métaux toxiques. Ces systémes sont basés sur des genes chromosomiques, plasmidiques
et/ou sur des transposons, et ils conferent des résistances aux especes métalliques (Louaar et
Maatoug, 2016).

Les principaux mécanismes de détoxication des métaux chez les bactéries sont :

5.7.1 Exclusion du métal toxique par la perméabilité

C’est un systéme non spécifique qui empéche l'entrée du metal par une modification du
systéeme de transport membranaires ou par un arrét de la production de la porine responsable de

la perméabilite membranaire (Boukarboua, et al., 2021).

18



Synthése bibliographique

5.7.2 Transport actif par des systemes d’expulsion

C’est le mecanisme le plus utilisé chez les bactéries. Il s'agit des protéines membranaires
tres specifique qui exporte les métaux toxiques du cytoplasme a I'extracellulaire (Boukarboua
et al., 2021).

5.7.3 Séquestration

L'accumulation intracellulaire du métal s'effectue notamment dans le cytoplasme par des
métallothionéines. Ce sont des petites protéines riches en cystéine qui se lient aux meétaux
lourds. Elles emprisonnent le métal a I’intérieure de la cellule et le rend moins toxique (Silver
et Phung, 1996).

6 Cadmium et stress oxydatif

Les ions métalliques peuvent étre toxiques en activant les formes réduites de I’oxygene
pour aboutir a la formation d’especes radicalaires qui réagissent avec les molécules essentielles
de I’architecture cellulaire (les protéines, les lipides et I’ADN), engendrant ainsi des dégats
cellulaires, des dysfonctionnements enzymatiques ou la peroxydation lipidiques (Yakoubi,
2019).

En présence de cadmium, il se crée un déséquilibre entre la génération des ERO et la
production des antioxydants. De ce fait, il induit la production des ERO. Ce métal généré
indirectement un stress oxydant suite a sa capacité a déplacé des éléments métalliques tels que
le Fe** et Cu®*des métalloprotéines, ce qui permet d’augmenter la concentration de ces

oligoéléments dans la cellule (Yakoubi, 2019).

7  Stress généré par les métaux lourds chez les bactéries

L'exposition des bactéries a certains métaux lourds conduit a l'apparition d'un stress
oxydatif, caractérisé par la production excessive d'especes réactives de I'oxygene (ERO). Car,
ces éléments toxiques produisent des anions superoxydes (Oz7), du peroxyde d'hydrogéne
(H20) et des radicaux hydroxyles (OH), qui perturbent I'homéostasie redox cellulaire (Kassa-
Laouar, 2020). Les éléments métalliques affectent la croissance, la morphologie et le
métabolisme de S. marcescens par des altérations de la structure de la membrane cellulaire et
celles des protéines et des acides nucléiques. Ces altérations ménent a modifier la densité, la

taille, la structure de la communauté et I’activité enzymatique des bactéries. Serratia
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marcescens utilise principalement la fermentation comme moyen de récupération d'énergie et

possede des enzymes (superoxyde dismutase, catalase ou peroxydes) qui la protegent des
espéces réactives de I'oxygeéne (Slonczewski et John, 2009; Etesami, 2018).
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1 Objectif

L’objectif de ce travail est porté sur I’étude de la réponse antioxydante d’une bactérie
endophyte, Serratia marcescens, suite a un stress induit par le cadmium. Pour cela, le taux
croissance, la teneur en H202, en MDA ainsi ’activité da la catalase ont été mesurés en

présence de concentrations graduelles de ce toxique.
2  Matériel biologique

La bactérie endophyte était isolée des tissus internes des racines saines d’Hedysarum
pallidum ; une plante accumulatrice de metaux lourds et qui pousse sur des sols riche en

antimoine et en arsenic dans la région de Djbel hamimet & Oum EI Bouaghi.

Des tests de toxicité sur un milieu solide et liquide ont révélé que la bactérie ainsi
isolée a pu tolérer la présence de 450 mM d’antimoine dans son milieu de culture.
L’identification phénotypique (en utilisant des tests biochimiques) et génotypique (en
utilisant le séquengage et la comparaison du géne d’ARNr 16S avec les données de GenBank)
ont permis son identification. En effet, cet endophyte est affilié a 1’espéce Serratia

marcescens avec une similitude de 99 %.
3 Etude du stress oxydatif de la bactérie endophyte Serratia marcescens

Afin de connaitre I'étendue de la résistance de Serratia marcescens a ce métal et leur
capacité antioxydante, la teneur en MDA, en H20: ainsi I’activité de la catalase ont été

mesurées.

3.1 Préparation de la biomasse bactérienne

La biomasse a €té produite dans 50 mL de bouillon Luria-Bertani (LB) modifié (Annexe
1), en utilisant 1mL d’une préculture de 24 h contenant environ 4 x 10° UFC. Le milieu est
supplémenté de différentes concentrations en cadmium, a savoir (0 ; 0,125 ; 0,25 ; 0,5 et
0,75). Chaque concentration est réalisée en 3 répétitions. Les cultures sont incubées dans un
incubateur rotatif (New Brunswick Scientific) a 150 rpm, pendant 24 h a 30 °C. La
récupération des biomasses est effectuée par une centrifugation a 8000 g pendant 15 mina 4

°C, et lavée avec 1’eau désionisée stérile.
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3.2 Estimation de la croissance

La croissance bactérienne a été estimée en mesurant l'absorbance a 650 nm (Perkin
Elmer UV/VIS, Spectrometer, Lambda 25) pour chaque concentration en cadmium. La
croissance en présence de cadmium est ensuite exprimée en pourcentage par rapport au
témoin négatif. La valeur de I’absorbance mesurée du milieu de culture sans métal est prise

comme 100% de reférence pour normaliser les données.

3.3 Détermination du H2O; intracellulaire

Les niveaux d’H20 sont déterminés selon la méthode de Sergiev et al. (1997). La
biomasse est homogénéisée dans un bain de glace avec 5 mL de TCA 0,1 %. Aprés
centrifugation a 12000g pendant 15 min, 0,5 mL du surnageant sont ajoutés a 10 mL de
tampon phosphate 0,5 mM (pH 7) et 1 mL du KI 1 M. L'absorbance est lue a 390 nm, et le

taux d’H20; est déterminé a partir d’une courbe d’étalonnage (Annexe 2, Figure 1).
3.4 Préparation de I’extrait enzymatique

Les biomasses récupérées sont lavées avec de I'eau désionisée stérile, puis suspendues
dans une solution d’extraction glacée contenant le phosphate 50 mM (pH 7), 0,1% de triton X-
100 et 1% de PVP. Apres centrifugation a 10000g a 4 °C pendant 15 min, le surnageant
représente ’extrait enzymatique, il est utilisé pour déterminer le niveau de la peroxydation

lipidique, I’activité de la catalase et le taux des protéines.

3.5 Détermination du malonyldialdehyde (MDA)

La teneur en MDA est dosée selon la méthode de Dhindsa et al. (1981) et Kosugi et
Kikugawa (1985). Une aliquote de 0,5 mL de I'extrait est ajoutée & 1 mL de 20 % TCA et 0,5
% TBA. Le mélange est incubé a 95 °C pendant 30 minutes. La réaction est arrétée en placant
les tubes dans un bain de glace. Apres centrifugation pendant 10 minutes a 10000 g,
I'absorbance du surnageant est lue a 532 nm et a 600 nm. La valeur de I'absorbance non
spécifique a 600 nm est soustraite de la valeur de 532 nm. La quantité du complexe MDA-
TBA (pigment rouge) est calculée en utilisant I'absorbance ajustée et le coefficient

d'extinction 155 mM™* cm .
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4 Dosage de la catalase

Le dosage de l'activité enzymatique de la catalase (CAT) a été realiseé par la méthode de
Chance et Maehly (1955). Le mélange réactionnel est constitue de 0,ImL d'extrait
enzymatique et 2,9 mL d’une solution d'H202 (50 mM) préparée dans un tampon phosphate
(50 mM a pH 7). La diminution de la concentration de peroxyde d'hydrogéne (H20) est

mesurée chaque minute a 240 nm pendant les trois premiéres minutes.

5 Dosage des protéines

Le taux des protéines est déterminé selon la méthode de Lowry et al. (1951) en utilisant

le Sérum Bovine Albumine (BSA) comme standard (Annexe 2, Figure 2).
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Résultats et discussion

1 Objectif

Le présent travail porte sur I’étude de la réponse antiooxydant d’une souche bactérienne
endophyte, Serratia marcescens, isolée des racines d’Hedysarum pallidum, vis a vis la

toxicité générée par le cadmium.

2 Effet du cadmium sur la croissance de Serratia marcescens
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Figure 12 : Effet du cadmium sur le taux de croissance de Serratia
marcescens.

La figure 14 représente I’effet de la concentration du cadmium sur le taux de la
croissance de I’endophyte Serratia marcescens. Globalement, on note qu’il y a une
diminution du taux de croissance quand la concentration du cadmium augmente de 0 a 0,5
mM. Les pourcentages de réduction sont environ 10%, 20% et 50%, respectivement. Ce
résultat montre que le cadmium posséde un effet néfaste sur la croissance bactérienne.
Cependant a 0,5 et 0,75 mM de Cd, on constate une stabilisation de ce taux a 50%, cela peut

étre expliqué par une adaptation de la bactérie a la présence de Cd dans son milieu de culture.

La diminution du taux de croissance constaté chez Serratia marceescens en présence de
Cd est expliquée par la diminution du nombre de cellules bactériennes viables. Cela peut étre
expliqué par des modifications de I'état physiologique de la souche, car la présence de ce
toxique dans son milieu de culture peut provoquer une inhibition des enzymes de la chaine
respiratoire, une réduction des biomolécules (protéines, acides nucléiques) et/ou une altération

de l'activité de certaines enzymes des voies métaboliques (Boularbah et al., 1993 ; Igiri et al.,
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2018). Comme elle peut étre due a une possible autolyse en réponse a la toxicité de Cd
(Bahar et al., 2013).

De plus, Yakoubi (2019) a rapporté que la toxicité du Cd peut influer aux niveaux
membranaire et intercellulaire. La toxicité du Cd est envisageable sur les protéines de
transport et les enzymes de ’espace périplasmique, ainsi que sur les molécules biologique a
I’intérieur de la cellule et par conséquent, une perte importante de nutriments essentiels a la

croissance bactérienne.

Les résultats obtenus sont similaires a ceux présentés par Yilmaz (2003), qui a constaté
une réduction de la croissance de la souche Bacillus circulans, résistante aux métaux lourds,
cultivée en présence de différentes doses en cadmium. De méme, Govarthanan et al. (2015)
pour Herbaspirillum sp en présence de I’arsenic. De plus, Kassa-Laouar (2020) a rapporté une

diminution du taux de croissance de S.marcescens en présence de 1’antimoine et de I’arsenic.

3 Effet de cadmium sur la teneur en H,O2
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Figure 13 : Variation de la teneur en H20> en fonction des concentrations du cadmium

La figure 15 montre I’effet du cadmium sur la teneur en H20 dans les biomasses de S.
marcescens. On constate que 0,125 mM de cadmium n’a pas stimulé la production de H20:.
Au-dela de cette concentration, la teneur en H.O. augmente d’une fagon significative
jusqu’elle atteint 12 mM/g a 0.75 mM de Cd.
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L’augmentation de la teneur intracellulaire en H20>, est induite par la présence des
concentrations de Cd. L’H20; est un oxydant méme a des faibles concentrations. Il pourrait
causer des dommages oxydatifs. Il peut diffuser a travers les aquaporines membranaires et
conduire a la formation de radicaux libres loin de son lieu de formation pour causer des

dommages oxydatifs (Foyer et al., 1997).

La concentration intracellulaire en peroxyde d’hydrogéne n’est pas nulle, méme en
absence de toute contamination métalliqgue (0 mM Cd), car celui-ci peut étre généré en
continu par réduction séquentielle de I'oxygene moléculaire (O2) par les enzymes de la chaine

respiratoire associes a la membrane afin d’obtenir de I'énergie (Cabiscol et al., 2000).

Ces résultats sont similaires aux travaux de Behera et al. (2014) sur Bacillus cereus en
présence de Cu. Par ailleurs, les travaux de Meghnous et al. (2019) portés sur Aspergillus
tubingensis en présence de I’antimoine, ont révélé un accroissement des teneurs
intracellulaires en H>O> en présence des doses graduelles en Sb dans le milieu de culture. Le
méme résultat est rapporté par Kassa-Laouar (2020), qui a constaté que 1’augmentation de la
teneur intracellulaire en H2O; a été induite chez S. marcescens par la présence de Sb dans le

milieude culture, ceci s’explique par une réponse oxydative.

4  Effet de cadmium sur la teneur en MDA

16

14
° 12
P =
o
o
£ 10
~
s 8
3
S 6
b=
£ 4
S
3 2
c
[J]
= oo ; :

0 0,125 0,25 0,5 0,75
Concentration du cadmium en mM

Figure 14 : Variation de la teneur en MDA en fonction de la concentration du

cadmium.
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La figure ci-dessus présente 1’effet du cadmium sur la teneur en MDA. On constate
qu’il y a une augmentation progressive du MDA avec ’élévation de la concentration du
cadmium dans le milieu de culture. Elle atteint 4, 6, 9, 10 et 13 uM/mg de protéines a 0,
0,125, 0,25, 0,5 et 0,75 mM de cadmium, dans cet ordre.

L’augmentation de la concentration du MDA est justifiée par la génération des ERO tels
que : H202 et Oz.-. Lorsque le H2O> est présent dans la cellule bactérienne, il entraine la
peroxydation des acides gras polyinsaturés, pour donner un produit fini qui est le MDA. Ceci
provoque une altération des propriétés biochimiques des biomolécules notamment celles de la
membrane ; ce qui conduit a la diminution de sa fluidité, la perte de sa fonctionnalité de
transport particulierement des nutriments, la perte de la régulation de la balance osmotique et
I’inactivation des ATPases (Alberts et al., 2012), et entraine ainsi la réduction de la croissance
de la souche (William et al., 1975).

L’augmentation de la teneur en H>O2 générée par I'augmentation de la concentration du
cadmium, a entrainé la peroxydation lipidique et donc une production accrue du MDA. Ces
résultats montre qu’il y’a une corrélation entre les teneurs en H>O2 et en MDA et la

concentration de Cd.

L’accumulation du MDA en présence des ions métalliques a été rapportée chez
plusieurs microorganismes a savoir Aspergillus niger en présence d’arsenate (Mukherjee et
al., 2010), Saccharomyces cerevisiae en présence du Cd (Muthukumar et Nachiappan, 2010)

et Enterobacter cloacae en présence du Pd et Ni (Banerjee et al., 2015).

Des résultats similaires ont été observés chez Choudhary et al. (2007) pour Spirluina
platensis-S5 en présence de Cu, Pd et Zn. Ainsi, Jean-Noél et al. (2012) ont montré que la
production de MDA a été mise en évidence chez Pseudomonas fluorescens suit a leur

exposition a différents stress.
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5 Effet de cadmium sur Pactivité de la catalase
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Figure 15 : Variation de I’activité de la CAT en fonction de la concentration du cadmium.

La figure 17 présente 1’effet de la concentration graduelle en cadmium sur 1’activité de
la CAT. On remarque une augmentation progressive de 1’activité catalasique avec
I’augmentation de la concentration du cadmium dans le milieu de culture. Elle atteint son
maximum (1,7 Ul/mg) a 0,5mM de Cd. Au-dela de cette concentration, on constate une

réduction de 1’activité de la catalase.

L’accroissement de 1’activité de la catalase peut étre expliqué par I’augmentation de la
concentration de son substrat, le peroxyde d’hydrogéne, suite a I’augmentation de la
concentration des ions métalliques dans les milieux de culture, ce qui met en évidence
I'implication de cette enzyme dans la catalyse du H2Oo.

La diminution de I’activité¢ de la catalase peut étre causé soit par I’hyperproduction
d’H20: intracellulaire par la souche testée ; ce qui inactive la catalase et favorise encore
I’accumulation du H20> dans la biomasse bactérienne (Yakoubi, 2019), soit par la fixation
des cations métalliques sur la protéine enzymatique. La réduction de l'activité de la catalase,
serait probablement due a un influx massif d'ion Cd conduisant a l'inhibition de cet enzyme,
ce dernier peut étre I’un des facteurs d'accumulation d’H20> dans la cellule (Yakoubi, 2019 ;
Kassa-Laouar, 2020).

Polidoros et Scandalios en 1999 ont rapportés que l'activité de la CAT est directement
régulée par la concentration de H20, ainsi, les fortes concentrations en ce dernier pouvaient
réduire cette activité.
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Une étude réalisée par Chakraborty et al. (2014), a montré une augmentation de
I’activité de la catalase chez Aspergillus foetidus en présence du Cd. Aussi, Khalid et Jin,
(2013) ont noté la stimulation de la catalase de Burkholderia cepacia en présence du Cd. De
méme, David et al. (2016) et El-Esawi et al. (2020) ont constaté le méme résultat pour
Bacillus sp en présence d’As, Cd et Zn, et pour S. marcescens en présence de Cd,

respectivement.

Une concentration élevée en Cd a provoqueé une réduction significative de la CAT de S.
marcescens. Ce méme résultat est obtenu par Akkoyun et al. (2019) en exposant
Exiguobacterium profundum a des fortes concentrations en Hg et Pb. Aussi, Kassa-Laouar

(2020) a constaté le méme résultat pour Serratia marcescens en concentration élevée de Sh.

29



Conclusion



Conclusion

La pollution par les métaux lourds est un facteur majeur dans la dégradation de
I’environnement. A cause leur caractere biopersistant, les métaux lourds causent des
perturbations de 1’écosystéme ; ils détériorent les sols, les eaux, et s’accumulent dans les

plantes via un transfert sol-plante.

Hedysarum Pallidum est une plante accumulatrice des métaux lourds. Elle pousse sur
des sols riches en antimoine et en arsenic. Des études antérieurs ont montré qu’elle contient
dans ses racines une bactérie endophyte caractéristique, Serratia marcescens, résistante a

jusqu’a 450 mM d’antimoine dans son milieu de culture.

Ce travail est basé sur 1’étude de la réponse antioxydante de Serratia marcescens vis-a-
vis le stress oxydatif généré par le cadmium, en mesurant le taux de croissance, la teneur en
MDA, en d’H20; et I’activité de la catalase en présence de ce toxique. L’addition de
concentrations graduelles en Cd dans le milieu de culture a provoqué la formation d’ERO ;
ceci a conduit a une forte accumulation de peroxyde d'hydrogéne (H202) dans la cellule. Ce
dernier a provoqué la peroxydation lipidique des acide gras polyinsaturés, conduisant par la
suite a I’accumulation du MDA dans la biomasse bactérienne ce qui entraine la diminution de
la croissance de I’espece testée, ce qui confirme I’effet néfaste du cadmium sur
I’endophytetesté. Malgré la toxicité du milieu, Serratia marcescens est capable de tolérer
cette toxicité par son systéme antioxydant. Pour cela, S. marcescens a activé une enzyme
antioxydante la CAT. Les résultats dévoilent une augmentation significative de 1’activité de la
CAT, qui est directement régulée par la concentration d’H20.. L’activation du systeme
antioxydant pour diminuer le stress oxydatif généré par la toxicité du Cd est une preuve de
I’adaptation de S. marcescens a la toxicité de ce polluant présent dans le milieu de culture.
Avec ces données, nous pouvons considérer cette souche comme un agent efficace pour la

détoxification des solscontaminés par le cadmium.

Il est bien clair que ces résultats ouvrent un large terrain d’investigations et beaucoup

des perspectives biologiques, parmi ces perspectives :

e Dosages des biomarqueurs du stress oxydatif a des concentrations plus élevees.

e Evaluation d’autres parameétres (SOD, GST, POD...) de stress oxydant est
obligatoire pour confirmer les résultats.
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e Afin de développer la bioremédiation, on pourra faire 1’étude sur d'autres
bactéries endophytes qui ont des caractéristiques similaires a la bactérie Serratia
marcescens.

e Examiner le pouvoir de I’endophyte a contribuer a la bioprotection de la plante

hote contre certains agents pathogenes.
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Résumé

Notre travail consiste a étudier la réponse antioxydante de Serratia marcescens, une
bactérie endophyte résistant a 450mM d’antimoine, vis-a-Vvis du stress oxydatif induit par la
présence des différentes concentrations de cadmium ajouté a son milieu de culture. Pour cela,
la croissance bactérienne, la teneur en H,O, et en MDA, et méme I’activité de la CAT ont été
estimees en présence de ce toxique. Les résultats de dosage ont montré que les concentrations
graduelles en Cd ont provoqué une diminution progressive de la croissance avec
I’augmentation des doses de ce métal sans aucuneffet létal sur la croissance de S. marcescens.
De plus, la mesure des paramétres du stress oxydatif indique que la concentration
intracellulaire en H,O, et en MDA n’est pas nulle méme en absence de toute
contamination métallique. Puis, on constate une augmentation importante de la teneur en
H,0, et en MDA avec 1’augmentation de la quantité du Cd dans le milieu de culture.
L’élévation du H,O, entraine la peroxydation lipidique, et par la suite une production accrue
du MDA. L’H,0, généré par le stress métallique est détoxifié par la catalase. Cette derniere
est stimulée jusqu’a 0,75 mM en Cd. Au-dela de cette concentration, I’activité de la catalase
est réduite. Les résultats indiquent que la production des antioxydants par la bactérie
endophyte est un signe de sa résistance a la toxicité de cadmium, et soulignent le r6le
important du systeme de défense antioxydante de S. marcescens contre le stressoxydatif

induit par le Cd.

Mots clés : bactéries endophytes, cadmium, stress oxydatif, H,O,, MDA, enzyme

antioxydant, résistance.



Abstract

Our work consists in studying the antioxidant response of serratia marcescens, an
endophyte bacterium resistant to 450 mM of antimony, vis a vis the oxidative stress induced by
the presence of different concentrations of cadmium added to its culture medium. For this, the
growth bacterial, H202 and MDA content, and even CAT activity were estimated by presence of
this toxin. The assay results showed that the gradual concentrations of Cd caused a progressive
decrease in growth with increasing doses of this metal without any lethal effect on the growth
of S.marcescens. In addition, the measurement of oxidative stress parameters indicates that the
intracellular concentration of H202 and MDA is not zero even in the absence of any metallic
contamination. Then we note an important increase of the H202 and MDA with the increase of
the quantity of Cd in the culture medium. The elevation of H202 leads to lipid peroxidation, and
subsequently an increased production of MDA. The H202 generated by the metallic stress is
detoxified by the catalase. The latter is stimulated up to 0.75 mM in Cd. Beyond this
concentration, catalase activity is reduced. The results indicate that the production of antioxidant
by the endophyte bacterium is a sign of its resistance to cadmium toxicity, and emphasize the
important role of the antioxidant defense system of S. marcescens against stress oxidative
induced by Cd.

Key words : endophytic bacteria, cadmium, oxidative stress, H,O,, MDA, antioxidant

enzyme, resistance
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Résumé

Notre travail consiste a étudier la réponse antioxydante de Serratia marcescens, une bactérie
endophyte résistant a 450mM d’antimoine, vis-a-Vvis de stress oxydatif induit par la présence des différentes
concentrations de cadmium ajouté dans le milieu de culture. Pour cela, la croissance bactérienne, la teneur en
H,O, et en MDA, et méme I’activité de la CAT ont été estimées en présence de ce toxique. Les résultats de
dosage ont montré que les concentrations graduelles en Cd ont provoqué une diminution progressive de la
croissance avec I’augmentation des doses de ce métal sans aucun effet létal sur la croissance de S.
marcescens. De plus, la mesure des parameétres du stress oxydatif indique que la concentration intracellulaire
en H,0; et en MDA n’est pas nulle méme en absence de toute contamination métallique. Puis, on constate
une augmentation importante de la teneur en H,O, et en MDA avec 1’augmentation de la quantité du Cd
dans le milieu de culture. L’élévation du H,O, entraine la peroxydation lipidique, et par la suit une
production accrue du MDA. L’H,O, généré par le stress métallique est détoxifié par la catalase. Cette
derniére est stimulée jusqu’a 0,75 mM en Cd. Au-dela de cette concentration, I’activité de la catalase est
réduite. Les résultats indiquent que la production des antioxydants par la bactérie endophyte est un signe de
sa résistance a la toxicité de cadmium, et soulignent le r6le important du systeme de défense antioxydante de

S. marcescens contre le stress oxydatif induit par le Cd.
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