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Résumé

L’objectif de cette étude est de mettre en évidence in vitro la capacité de I’endophyte fongique
Aspergillus sp. a tolérer des teneurs élevées du plomb et d’évaluer le niveau du stress oxydatif
et la défense antioxydante qui jouent un rdle important dans la réponse écotoxicologique des
microorganismes dans des environnements pollués. La mise en culture d’Aspergillus sp. dans
le bouillon Sabouraud contenant différentes concentrations en Pb (0 mM, 0.25 mM, 0.5 mM,
0.75, mM, 1 mM), a permis de déterminer I’effet toxicogéne du Pb, la mesure des teneurs
intracellulaires en peroxyde d’hydrogéne et en proline ainsi que les activités antioxydantes a
savoir le superoxyde dismutase et la catalase. Les résultats obtenus montrent que 1’effet
toxique du plomb sur ce mycoendophyte s’est traduit par une diminution de sa biomasse
fongique, tout en gardant 44% de cette biomasse a la plus haute concentration (ImM Pb), ceci
confirme sa tolérance aux fortes doses du plomb. Tandis que pour les systemes de défenses
antioxydantes, les résultats révélent qu’Aspergillus sp. présente des activités enzymatiques
importantes (la superoxyde dismutase 8.8624 U/mg de prot et la catalase 9.922 mM/min/mg
de prot) a 1 mM Pb, en neutralisant le peroxyde d’hydrogéne. Les doses élevées en Pb ont
généré I’accumulation du H,O, ou son taux maximal de 6.0163 mM/g de PF a été note a 1
mM Pb, ceci a induit la stimulation de la synthése de la proline atteignant une concentration
de 9.9269 mM/g de PF en réponse au stress oxydatif, afin d’assurer la protection cellulaire
contre les dommages causés par le H,O,. Ces résultats montrent qu’Aspergillus sp. a la

capacité de réagir comme un agent de bioremédiation pour les sols pollués par le plomb.

Mots clés : Plomb, stress oxydatif, Aspergillus sp., réponse antioxydante, bioremédiation.



Abstract

The objective of this study is to highlight in vitro the ability of the fungal endophyte
Aspergillus sp. to tolerate high levels of lead and to evaluate the level of oxidative stress and
antioxidant defense which play an important role in the ecotoxicological response of
microorganisms in polluted environments. The cultivation of Aspergillus sp. in the Sabouraud
broth containing different concentrations of Pb (0 mM, 0.25 mM, 0.5 mM, 0.75, mM, 1 mM),
it was possible to determine the toxicogenic effect of Pb, the measurement of the intracellular
contents of hydrogen peroxide and proline as well as the antioxidant activities, namely
superoxide dismutase and catalase. The results obtained show that the toxic effect of lead on
this mycoendophyte resulted in a decrease in its fungal biomass, while keeping 44% of this
biomass at the highest concentration (1 mM Pb), this confirms its tolerance to high doses of
lead. While for antioxidant defense systems, the results reveal that Aspergillus sp. exhibits
important enzymatic activities (the superoxide dismutase 8.8624 U/mg of prot and the
catalase 9.922 mM/min/mg of prot) at 1 mM Pb, by neutralizing hydrogen peroxide. The high
doses in Pb generated the accumulation of H,O, where its maximum level of 6.0163 mM /g
of PF was noted at 1 mM Pb, this induced the stimulation of the synthesis of proline reaching
a concentration of 9.9269 mM /g of PF in response to oxidative stress, in order to ensure
cellular protection against damage caused by H,O,. These results show that Aspergillus sp.
has the ability to react as a bioremediation agent for lead-polluted soils.

Key words : Lead, oxidative stress, Aspergillus sp., antioxidant response, bioremediation.
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Introduction

La pollution des sols par les métaux lourds potentiellement toxiques constitue une
préoccupation majeure, en raison des dangers provoqués par ces éléments chimiques
persistants de nature non-biodégradables, en menagant 1’équilibre des écosystémes, la

biodiversité et la santé humaine (Jia et Rui, 2021).

Selon EI Hachimi et al. (2014), I’exploitation miniére est I’une des plus importantes
sources de métaux lourds dans I’environnement. Les opérations d’extraction et de broyage
minier, la concentration de minerais et 1’évacuation de residus, constituent des sources
majeures de contamination de 1’environnement. Par conséquent, des niveaux élevés de
concentrations en metaux lourds peuvent étre trouvés aux alentours des mines métalliferes en
raison de la décharge et la dispersion des déchets miniers dans les sols environnants, dans les
cultures et les cours d’eau. Ils peuvent éventuellement présenter un risque potentiel pour la
santé publique (Jung, 2001). De ce fait, la reconnaissance du danger des métaux lourds a
conduit le développement de plusieurs stratégies de bioremédiation en exploitant les capacités
métaboliques que possedent les microorganismes, pour tolérer et remédier le stress oxydatif

traduit par la génération des ERO en présence des métaux lourds (Jariyal et al., 2020).

Les endophytes offrent un potentiel de bioremédiation (Deng et Cao, 2017), qui sont
principalement les microorganismes, tels que des bactéries ou des champignons, qui vivent
dans les tissus végétaux sans provoquer de maladie apparente et forment parfois des relations
symbiotiques/mutualistes (Zhao et al., 2016). Ces endoorganismes aident la plante a mieux
s’adapter aux stress abiotiques et biotiques, en stimulant sa croissance et en réduisant les

effets du stress sur la plante (Hodkinson et al., 2019).

Dés lors, les champignons endophytes recoivent plus d'attention en raison de la facilité de
leur culture et leur forte biomasse mycélienne qui peut adsorber ou absorber fortement les

métaux des environnements pollués.

Les champignons endophytes du genre Aspergillus sont des agents efficaces du processus
de dépollution, car ils peuvent stimuler la synthése des antioxydants enzymatiques comme la
superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT), ainsi que les non enzymatiques tel que la
proline. Ces composés de défense antioxydants offrent la capacité aux champignons a

s’adapter aux stress environnementaux (Bashir et al., 2022).




Introduction

Dans les sols qui entourent les déblais d’une ancienne mine du Nord-est algérien située a
Oum el Bouaghi. Bentellis et al. (2014) ont mis en évidence des niveaux trés élevés de divers
métaux lourds principalement 1’antimoine (21.4 mM), I’arsenic (6 mM), le plomb (0.7 mM)
le cuivre (0.7 mM) et le zinc (5 mM). Ces mémes auteurs ont rapporté que plusieurs especes
végétales dont principalement Hedysarum pallidum Desf. parviennent a se développer sur de
tels substrats toxiques. Cette zone est caractérisée par sa végétation steppique a vocation
pastorale, il existe donc une possibilité réelle d’une contamination de toutes ces plantes par les
métaux lourds et d’un transfert et d’une concentration de ces derniers dans tous les maillons
de la chaine trophique (Bentellis et al., 2014).

Pour répondre a cette problématique, nous suggérons que I’adaptation des plantes située
dans un milieu fortement toxique comme celui-ci pourrait étre liée a la présence d’une flore
microbienne racinaire résistante, qui a acquis la capacité de piéger et neutraliser les espéces
réactives de I’oxygeéne générées par la toxicité des éléments métalliques, afin de protéger les

plantes hotes contre le stress oxydatif.

L’objectif du présent travail est d’étudier les mécanismes de tolérance antioxydants
d’Aspergillus a des concentrations croissantes de plomb (0.25 mM, 0.5 mM, 0.75 mM et 1
mM), ceci afin d’évaluer la capacit¢ de ce champignon endophyte a dépolluer les sols

contaminés par le Pb.
Ce travail est scindé en deux sections :

La premiére section, est une revue bibliographique qui rassemble des notions générales
relatives a la pollution de I’environnement par les métaux lourds, le degré de toxicité de ces
métaux et principalement le plomb, I’induction du stress oxydatif, ainsi que les mécanismes
de tolérance et de résistance des champignons endophytes aux métaux lourds en remediant les

sols pollués.

La deuxieme section, est consacree a la discussion des résultats, permettant d’évaluer la

thématique de la recherche.

Enfin, ce travail est cléturé par une conclusion et des perspectives.




Revue bibliographique
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1. Pollution

La pollution représente 1’un des problémes majeurs aux quels est confronté le monde, ce
phénomene entraine une influence perturbatrice sur les différents compartiments de
I’environnement (Ukaogo et al., 2020).

La pollution est définie comme étant une altération et une modification défavorable d’un
milieu environnemental (Ingrid, 2021), due a I’accumulation anormale d’¢léments ou d’agents
toxiques, susceptibles de porter atteinte a la qualité des écosystéemes aquatiques, terrestres et

la santé humaine (Cachada et al., 2018).

2. Pollution des sols par les métaux lourds

On parle de la pollution des sols par les métaux lourds, lorsque ces derniers sont présents
a une dose constituant un danger pour l'activité biologique. Cette contamination affecte la
fertilité des sols et menace la santé humaine (Bhat et al., 2019 ; Jia et Rui, 2021).

La contamination des sols agricoles par les métaux lourds tels que le plomb (Pb), le
cadmium (Cd), le zinc (Zn) et le cuivre (Cu) est une question de santé publique et de
conservation de I'environnement (Janssen et al., 2015 ; Tilwankar et al., 2018). Les métaux
lourds sont des substances non biodégradables et facilement bioaccumulables, qui peuvent
donc persister dans le sol pendant de longues durées, dont certains d’entre eux sont toxiques

pour les végétaux et les animaux y compris I’homme (Midhat et al., 2022).

3. Transfert des métaux lourds dans le sol

Le transfert des métaux lourds dans le sol s’effectue apres leur libération a partir des
différentes sources naturelles ou anthropiques, ils se dispersent a travers tous les
compartiments du milieu naturel y compris les espéces vivantes. Donc ils peuvent atteindre
les eaux de surface ou souterraines via un transfert latéral ou vertical dans les sols (figure 01),
ils peuvent étre absorbés par les plantes, ainsi que par ’homme vu son contact avec tous les

écosystémes (Zhang et al., 2018).
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Figure 01 : Principaux flux des métaux lourds dans le sol (Lopavera-pohu, 2011)

Ce transfert dépend de différents facteurs, tels que la valence des métaux lourds, leurs
interactions et associations avec les différents constituants du sol ainsi qu’aux propriétés
physico-chimiques du sol comme le pH, les carbonates, la capacité d’échange cationique et

les matiéres organiques (Antoniadis et al., 2008).

4. Les métaux lourds

Les métaux lourds sont définis comme étant tout métal ayant une masse volumique
supérieure & 5g/cm® (Ali et Khan, 2018 ; Alik et al., 2021), les métaux lourds sont des
composes inorganiques pouvant étre présents naturellement en quantité tres faibles dans les
différents compartiments de I’environnement (Das et al., 2014), ¢’est pour cette raison que les
scientifiques les appellent « éléments traces métalliques (ETM) » (Nouri et Haddioui, 2016).

Certains métaux sont nécessaires et jouent un réle important pour le métabolisme
cellulaire tel que le cuivre (Cu), le fer (Fe), le nickel (Ni) et le manganése (Mn). D’autre
comme le plomb (Pb), le cadmium (Cd) et I’arsenic (As), n’ont aucun réle bénéfique et sont
toxiques pour les organismes vivants (lgiri et al., 2018).

Les éléments du tableau périodique de Mendeleiev (tableau 01) qui forment des cations
en solution se sont des métaux lourds (Nouri et Haddioui, 2016), ces derniers possedent des
propriétés chimiques et des fonctions biologiques trés variables, ce qui différencie leur

potentiel toxicogeéne sur les organismes vivants (Raikwar et al., 2008).
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Tableau 1 : Classification périodique des éléments (Zeggai, 2020)

TaBLEAU PERIODIQUE DES ELEMENTS

I Non-métaux W Métaux pauvres ] Gaz nobles
B Métaux alcalins 1 Métalloides W Lanthanide

Métaux alcalino-terreux [l Halogénes B Actinide
B Métaux de transitions

Ces ¢léments se caractérisent par un pouvoir toxique, une capacité a s’accumuler et
persister durant de longues périodes, ainsi qu’ils sont non biodégradables (Uddin, 2017 ;
Tilwankar et al., 2018). En raison de cette derniére caractéristique, les métaux lourds
pénétrent dans le sol, ’eau et contaminent par conséquent la chaine alimentaire (Azimi et al.,
2017 ; Bhat et al., 2019) (figure 02).

; i Environnement
Sources anthropiques (v et sol) | 1

& Sources naturelles

Végetaux Animaux Homme

Figure 02 : Cycle simplifié¢ des ETM depuis les émissions jusqu'a 1I’exposition humaine (Zeggai,
2020)
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4.1. Origine des metaux lourds

Les métaux lourds sont des constituants naturels de tous les écosystémes. Ils se trouvent
dans I’atmosphére, I’hydrosphere, la lithosphére et la biosphére. Leur distribution dans
I’environnement peut étre naturelle ou anthropique (Rahman et Singh, 2019 ; Danial et al.,
2021) (figure 03).

Emissions anthropiques
(industrie, énergie_.)

Emissions
volcaniques '

Intrants agricoles

Retombées
3 kT atmosphériques l

Figure 03 : Origines naturelles et anthropiques des ETM (Zeggai, 2020)
4.1.1. Origine naturelle

Les métaux lourds sont distribués naturellement dans tous les écosystemes
principalement par les processus géologiques et les cycles biologiques, en quantités tres
faibles. Les roches-meéres sont la source principale des métaux lourds (Zhang et Wang, 2020),
lors du processus d’altération, elles les libérent pour créer le fond géochimique (Antibachi et
al., 2012).

Selon la nature de la roche, sa localisation et son age que la concentration naturelle de
ces métaux dans le sol peut se différencier (Aboubakar et al., 2021). Ils sont introduits aux
écosystémes via les activités volcaniques, les altérations de la crolte terrestre, ou par les

incendies des foréts (Meer et al., 2020).
4.1.2. Origine anthropique

La source majeure de la contamination par les métaux lourds est d’origine anthropique
(Li et al., 2019), ou certains écosystemes atteignent des niveaux de concentrations allant au-

dela des teneurs du fond naturel. Cette anomalie est due aux divers types d’activité
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anthropique tels que: les activités agricoles, industrielles, pétrochimiques, miniéres et

métallurgiques, ainsi que le transport et I’incinération des déchets (Tarekegn et al., 2020).

Les métaux provenant d’apports anthropiques sont présents sous des formes chimiques
assez réactives (Chu et al., 2022), qui entrainent de ce fait des risques considérables par
rapport aux métaux d’origine naturelle qui sont le plus souvent immobilisés sous des formes

relativement inertes (Jiang et al., 2019).

Ces sources provoquent I'accumulation des métaux dans les sols, ce qui va provoquer
par la suite une menace pour la sécurité alimentaire et la santé publique, aussi des effets
néfastes sur les écosystemes aquatiques et terrestres. Le facteur de la solubilité de ces métaux
détermine leur mobilité, leur biodisponibilité ainsi que leur toxicité, dont ces deux derniers
dépendent de leur spéciation (Ali et Khan, 2018).

4.2. Types des métaux lourds

Les métaux rencontrés dans I’environnement peuvent étre classés selon leur caractére

essentiel ou toxique (Theron, 2012) (tableau 02).

4.2.1. Métaux essentiels

Les métaux essentiels sont des oligo-éléments indispensables a 1’état de trace pour de
nombreux processus cellulaires. Ils se trouvent en proportions trés faibles dans les tissus
biologiques (Prashanth et al., 2015), dont certains peuvent devenir toxiques lorsque la
concentration dépasse un certain seuil, c’est le cas du Mn, du Ni, du Zn et du Fe (Rahman et
Singh, 2019).

Par exemple le Zn est un oligo-élément qui intervient dans de nombreuses réactions
enzymatiques telles que les déshydrogénases, les protéinases et les peptidases, aussi le Mn qui
joue un réle important dans le systeme immunitaire et pour un métabolisme alimentaire

efficace ainsi il aide a la coagulation du sang (Alzahrani et al., 2016).

4.2.2. Métaux non essentiels (toxiques)

Les métaux non essentiels sont des éléments toxiques pour les organismes vivants,
dont 1’exposition excessive a eux peut entrainer des nuisances et des effets nuisibles méme a
de faibles concentrations (Cobbina et al., 2015 ; Bhat et al., 2019).
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Ces micropolluants n’ont aucun réle bénéfique connu pour la cellule, donc ils ne
possedent pas des fonctions métaboliques, ils sont considérés comme des polluants de
I’environnement (Ali et Khan, 2018). C’est le cas du Pb, du Hg et du Cd, qui sont considérés
comme des métaux lourds tres dangereux et qui peuvent contaminer les milieux naturels et

atteindre I’homme a travers la chaine alimentaire (Aboubakar et al., 2021).

Tableau 02 : Principaux éléments métalliques essentiels et non-essentiels (Djebrouni et Bouafia,
2020)
Eléments essentiels Oligo-éléments Eléments « essentiels » en Eléments

majeurs essentiels ultra trace non-
essentiels

Calcium, Phosphore, Fer, lode, Cuivre Lithium, Fluor, Aluminium, | Cadmium,
Potassium, Soufre, Manganese, Zinc, Etain, Plomb, (Cadmium)* Mercure

Magnésium, Chlore, | Cobalt, Molybdene, | *essentiel si déficit de Zinc
Sodium Sélénium, Chrome,

Nickel, Vanadium,

Silicone, Arsenic

4.3. Toxicité des métaux lourds

En général, la toxicité des métaux lourds pour les systemes biologiques est due a la
réactivité chimique de ces métaux avec toutes les particules organiques ou minérales
porteuses d’une charge inversée par rapport au métal concerné dans le sol (Caporale et
Violante, 2015).

Les organes cibles de la toxicité sont habituellement les organes qui accumulent les
concentrations les plus élevées du métal, cela dépend souvent de la voie d’exposition et la
spéciation du métal (Palaniappan et Karthikeyan, 2008). Chaque meétal posséde des
caractéristiques uniques et des propriétés physico-chimiques qui lui conférent des pouvoirs
toxicologiques spécifiques (Singh et Kalamdhad, 2011).

Les métaux lourds ont un impact sur la population microbienne de diverses facons, dont
les effets néfastes de ces éléments toxiques sur les microorganismes se résument en une
diminution de la biomasse et la diversité microbienne, et par conséquent sur leurs activités

cellulaires, métaboliques et enzymatiques (Singh et Kalamdhad, 2011).
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Les meétaux lourds affectent plusieurs processus morphologiques, physiologiques et
biochimiques chez les plantes. Les effets visibles de la toxicité varient selon les espéces, mais
les symptomes les plus communs sont les taches chlorotiques ou brunes sur les feuilles, les
racines brunes et abimées et la diminution significative des rendements de récolte. D’autres
effets moins visibles, tels que I’inhibition racinaire et la réduction de la photosynthése (Singh
et Kalamdhad, 2011).

4.4. Plomb

Le plomb est I'un des métaux lourds les plus abondants dans tous les compartiments de
I'environnement, et le moins soluble dans le sol (Nowicka, 2022). C’est un métal caractérise
par son pouvoir hautement toxique méme en faibles quantités, et aucun réle bénéfique pour

les organismes vivants n’a été rapporté (Verma et Dwivedi, 2013) (figure 04).

Figure 04 : Plomb (Zeggai, 2020)

La nomination du plomb provient du terme latin « Plombum », le plomb est un élément
de symbole (Pb), qui fait partie du tableau périodique des éléments de Mendeleiev (Assi et al.,
2016). 1l se caractérise par une couleur grise, malléable, sans goQt ni odeur caractéristique et
qui posséde différentes propriétés physico-chimiques (Zhang et al., 2015) (tableau 03). Il
s’accumule dans I’environnement, et il est non biodégradable (Krzywy et al., 2010).
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Tableau 03 : Propriétés physico-chimiques du Plomb (Zeggai, 2020)

Symbole Pb

Numéro atomique 82

Masse atomique 207,2 g/mol

Masse volumique 11,34 g/lcm>a 20 °C
Isotope 4

Température de fusion 327 °C
Température d’ébullition 1755 °C

Le plomb existe sous deux formes, qui sont la forme organique et inorganique. Le plomb
prend une forme inorganique lorsqu’il s’associe a certains composés pour former des sels de
plomb, parmi les sels les plus fréquemment rencontrés, on retrouve ceux du chlorure, du
chromate, du nitrate, de 1I’oxyde, du phosphate et du sulfate. Tandis-que le plomb organique, il
se présente le plus souvent sous forme de plomb tétra-méthyle et de plomb tétra-éthyle, qui
sont deux additifs utilisés pour augmenter I’indice d’octane dans 1’essence (De francisco et al,
2003 ; Asrari, 2014).

4.4.1. Source du plomb

Les sources du plomb dans I'environnement peuvent étre naturelles ou anthropiques
(Rahman et Singh, 2019 ; Hernandez et al., 2020) (figure 05).

Le plomb est un élément naturel présent dans la crolte terrestre et dans tous les
compartiments de la biosphere (Elhamalawy, 2018). Dans 1’atmospheére, les émissions du
plomb proviennent de poussiéres volcaniques véhiculées par le vent (Patterson et Settle,
1987). Certains processus naturels, comme la dégradation du sol, I’érosion de la roche-mére et
les feux de forét, contribuent de facon significative a la libération du plomb. Mais
généralement, ces processus ne conduisent que rarement a des concentrations élevées du

plomb dans I'environnement (Kumar et Parasad, 2018).

Les émissions du plomb sont généralement anthropiques, ils proviennent des
industries métallurgiques, du transport routier, des activités minieres, des déchets industriels

et de leurs incinérations (Nowicka, 2022).
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Figure 05 : Diverses sources de la pollution par le plomb dans I'environnement (Jaishankar et al.,
2014)

4.4.2. Toxicité du plomb

Le plomb est un élément chimique toxique, il posséde un effet cumulatif pour
I'nomme, la faune et la flore (Elhamalawy, 2018).

En raison de son caractére toxicogéne, I’organisation mondiale de la sant¢ « OMS »

précise que la concentration du plomb dans I’ecau potable ne doit pas dépasser les 10 pg/l
(Deshommes et al., 2016).

Ce métal est un élément qui s’accumule dans les os et les tissus mous, et une
exposition a des taux élevés en plomb peut notamment causer des maladies rénales, des
maladies du sang, sur le systéme nerveux et des problémes de reproduction. Tandis qu’une

exposition chronique au plomb peut provoquer des problémes cardiovasculaires pour 1’étre

humain, il s’avére aussi cancérogene (Assi et al., 2016).

Chez les végeétaux, le plomb diminue la croissance des racines méme s’il est présent en
faibles concentrations, il affecte la germination des graines, les membranes cellulaires et
certains systemes enzymatiques perturbant le flux des électrons dans les chaines de transfert,

et par conséquent ces plantes deviennent épaisses, courtes et tres enflées (Zulfigar et al.,
2019).
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5. Meétaux lourds et stress oxydatif

5.1. Stress oxydatif

Le terme stress oxydatif ou bien stress oxydant fait référence a un déséquilibre de la
balance oxydants/antioxydants (figure 06), c’est-a-dire un dysfonctionnement dans les
systemes de défense antioxydants pour piéger 1’excés des espéces réactives de 1’oxygéne
[ERO] produites lors d’un stress oxydatif (Sies, 2020).

Lorsque le potentiel antioxydant de I’organisme dépasse le taux de production des ERO
I’organisme peut survivre, alors que si les quantités des ERO générées depassent les capacités
antioxydantes de ’organisme, le stress oxydatif aura lieu et la toxicité des ERO s’exprime
envers de nombreux processus biologiques (Surai et al., 2019).

Niveau

physiologique
Stress oxydatif d'ERO Manque d'ERO

Vitamine E

APX [ GR / S GKiathion

Radicﬂrxdrox le Catalase - ‘A‘scotbm
Anion superoxyde POX/ PRX. Caroténoides

Peroxyde d'hdro gene
Oxygene singulet

Figure 06 : Schématisation de la balance entre les ERO et les antioxydants (Bertrand, 2008)

5.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possedent un
ou plusieurs électrons non appariés dans leurs orbitaux externes (Jamdade et Bodare, 2023).
Ces électrons libres sont exprimés par I’ajout du symbole ¢ dans la formule chimique des
radicaux libres. Par exemple, le radical de I’anion superoxyde est noté O,", et le radical
hydroxyle OHe (figure 07). Ces molécules sont instables et capables de réagir rapidement
avec d’autres composants, essayant de capturer 1’¢lectron nécessaire pour acquérir leur
stabilité (Vidya et al., 2022).
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Figure 07 : Structures électroniques des espéces réactives communes de I'oxygene (Vidya et al.,
2022)

Une caractéristique importante des réactions induites par les radicaux libres est qu'ils ont
tendance a se produire en réaction en chaine (Pala et Tabakgioglu, 2007), et cette derniére
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable autour de lui, et la molécule attaquée
devient elle-méme un radical libre (Vidya et al., 2022).

Les radicaux libres existent majoritairement sous deux grandes classes d’espéces
réactives, les espéces réactives de I’azote « ERA », ainsi que les especes réactives de
I'oxygéne « ERO », qui sont les plus répondus (Jamdade et Bodare, 2023).

5.2.1. Espeéces Réactives de ’Oxygéne [ERO]

L’appellation espéces réactives de 1’oxygene (ERO) fait référence aux radicaux libres
issus de 1’oxygéne moléculaire ou certains électrons se trouvent dans un état énergétique
excité. Les ERO incluent les radicaux libres comme le radical de 1’anion superoxyde (O;") et
le radical hydroxyle (OHe) ainsi que des dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est
legére comme le peroxyde d’hydrogene (H,0,) (Vidya et al., 2022 ; Jamdade et Bodare,
2023).

> Anion superoxyde (O;7): peut se former a partir du transfert d’un électron au

dioxygéne.

0, +¢ —— Oz.-
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» Radical hydroxyle (OHe) : peut se former également de trois manieres différentes,
soit par la dégradation du H,O, seul, ou lorsque ce dernier est lié au fer ferreux, ainsi
que la réaction du H,O, avec le radical superoxyde qui aboutit a la formation du
radical OHse.

Fe** + H,0,—— Fe** + OH + OH"

Fet'/Cu®

0, +H,0,———— > 0, +OH + OH*

> Peroxyde d’hydrogéne (H,O,) : la formation du peroxyde d’hydrogene (H,O;) se

fait par la dismutation spontanée ou enzymatique du radical superoxyde.

202'- +2H —— 0, + H,0,

Les niveaux des ERO dans les systemes biologiques dépendent non seulement de la
productivité mais aussi de la présence et de l'activité des défenses antioxydantes cellulaires
(Surai et al., 2019), a des niveaux trop élevés, les ERO peuvent endommager les cellules
vivantes en oxydant les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Jamdade et Bodare,
2023).

5.3. Sources des ERO

Les especes réactives de 1’oxygéne peuvent se former au cours de nombreux processus
tant endogénes qu'exogénes (Jamdade et Bodare, 2023).

Les principales sources des ERO intracellulaires sont : la chaine respiratoire
mitochondriale qui génére beaucoup plus 1’0, elle est considérée comme une source majeure,
ainsi que le réticulum endoplasmique, les cellules phagocytaires, les peroxysomes, les
microsomes dans la membrane cellulaire, certaines enzymes comme les peroxydases et
oxydases en plus des chloroplastes chez les plantes (Jamdade et Bodare, 2023).

Les sources exogenes peuvent étre représentées par des facteurs environnementaux tels
que la fumée du tabac, la pollution environnementale, les produits chimiques, les
rayonnements, ainsi que les contaminations par les métaux lourds ou certaines carences

nutritionnelles (Jamdade et Bodare, 2023).
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5.4. Induction du stress oxydatif par les métaux lourds
La conséquence commune de I’empoisonnement des organismes vivants dans les
conditions extrémes, notamment, les métaux lourds est la production des ERO qui sont les

principaux indicateurs du stress oxydatif (Wu et al., 2016) (figure 08).

Les métaux de transition, ou meétaux a potentiel redox actifs (tel que le Cu et le Fe),
participent a la production des radicaux hydroxyles. Les métaux qui n’appartiennent pas aux
métaux de transition (comme le Cd, Pb, Ni...) causent un déséquilibre métabolique, perturbant
le potentiel antioxydant de la cellule et par conséquent augmentant la charge des ERO
(Emamverdian et al., 2015).
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Figure 08 : Attaque des métaux lourds sur une cellule et 1’équilibre entre la production des ERO et la
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défense ultérieure présentée par les antioxydants (Bhat et al., 2019)

5.5. Conséquences du stress oxydatif
5.5.1. Oxydation de ’ADN

Les acides nucléiques sont trés sensibles aux radicaux libres. Les altérations
oxydatives causées par les ERO sont considérées comme la source majeure des dommages
spontanés sur I’ADN. Ces dégats affectent les bases nucléotidiques, en éliminant un
nucléotide, aussi provoquent des ruptures dans 1’un ou I’autre des brins d’ADN (Das et
Roychoudhyry, 2014).

Les ERO provoquent des erreurs de réplication et ils peuvent arréter la transcription.
Ces modifications aboutissent a des mutations génétiques affectant les genes suppresseurs des

tumeurs (Juan et al., 2021).
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5.5.2. Peroxydation des protéines

Les acides aminés peuvent étre oxydés par 1’action des ERO, dont les acides aminés
soufrés (cysteine et méthionine) et aromatiques (tyrosine, tryptophane) sont les plus sensibles.
Ces radicaux sont a ’origine d’une dégradation irréversible des protéines, par la formation
des groupements carbonyles sur la chaine latérale de certains acides aminés. Les dommages
protéiques causés par les radicaux libres impliquent plusieurs réactions chimiques comme la
fragmentation des chaines de polypeptides et les changements de conformation des protéines
(Vidya et al., 2022).

Dans le cas d’enzymes, les modifications au niveau du site actif peuvent conduire a

leur inactivation (Juan et al., 2021).

5.5.3. Peroxydation des lipides
Les premiéres cibles des ERO sont les lipides, principalement ceux présents dans les
membranes cellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) sont trés

sensibles a I'oxydation en raison de leur degré élevé d’insaturation (Das et Roychoudhyry,
2014).

La peroxydation des lipides provoque un changement de la fluidité, de la perméabilité
des membranes, ainsi qu’elle implique la destruction des lipides membranaires, et des troubles
métaboliques. Par conséquent, la peroxydation lipidique fournit une variété de produits, dont
certains peuvent réagir avec les protéines et I'ADN. Parmi les produits formés on cite,
I'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) (Juan et al., 2021).
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1. Généralités sur la bioremédiation

Depuis les dernieres decennies, la terre devient de plus en plus contaminée par des
polluants toxiques, parmi eux les métaux lourds (Alkorta et al., 2004). Pour pallier aux
problémes de contamination, de nouvelles techniques biologiques prometteuses ont été
utilisées afin de préserver et dépolluer I’environnement notamment les propriétés du sol, dont
la bioremédiation est 1’une des principales approches biologiques récemment développées
(Kour et al., 2021).

La bioremédiation est I’ensemble de processus consistant a exploiter les diverses
capacités métaboliques naturelles que possédent de nombreux microorganismes (bactéries,
champignons) pour décomposer et dégrader des polluants environnementaux toxiques en
composeés inertes, aboutissant a un environnement sain biologiquement (figure 09) (Jariyal et
al., 2020). Ces microorganismes peuvent étres autochtones ou bien allochtones par rapport a

la zone polluée (Rivelli et al., 2012).

Bioremédiation

Figure 09 : Facteurs responsables a la bioremédiation (Jariyal et al., 2020)

Cependant, le processus de bioremédiation est influencé par plusieurs facteurs tels que le
type du microorganisme, le type du sol, le pH, la température, I’humidité, la capacité de

rétention d’oxygene et d’eau (Karimi et al., 2021).
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2. Mycoremédiation

La mycoremédiation est un concept scientifique qui désigne 1’ensemble des techniques
utilisant des champignons dans le but d’épurer un environnement des polluants et d’éléments
chimiques indésirables (figure 10) (Hamba et Tamiru, 2016). Cette technologie
environnementale fait partie des techniques de bioremédiation, ou les especes fongiques
sécretent divers métabolites notamment les enzymes pour diminuer le taux de contaminants

organiques dans le sol (Mani et Kumar, 2013).

hydrocarbures
aromatl.ques Metaux
Colorants polycycliques lourds

)
N\ S
Antibiotiques‘ Pesticides

Mycoremeédiation

Détergents

Cyanotoxines

Figure 10 : Mycoremédiation (Akhtar et Mannan, 2020)

3. Techniques de la mycoremédiation

Les champignons utilisent différentes stratégies dans le but de remédier a la pollution de
I’environnement, en appliquant souvent trois principales méthodes qui sont: la
biodégradation, la bioabsorption et la bioconvertion (Yadav et al., 2021).

3.1. Biodégradation

Le processus de la biodégradation sert a une dépollution environnementale réalisée par
des espéces fongiques qui ont la faculté de dégrader les substances organiques toxiques
génerées des sources naturelles ou des activités anthropiques en forme plus simple comme
H,0, CO,, NOs (Yadav et al., 2021).

Cette dégradation est effectuée lors de la sécrétion de certains enzymes extracellulaires
par les champignons responsables a ce processus, tels que les peroxydases, les ligninases, les

cellulases, les pectinases, les xylanases et les oxydases (Kulshreshthe et al., 2014).
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3.2. Bioabsorption

La bioabsorption est un mécanisme important et efficace pour 1’élimination des
contaminants provenant d’un environnement pollué¢, par des champignons qui vont absorber
ces contaminants tels que les ions métalliques, et les xénobiotiques a I’aide de leurs biomasses
vivantes ou mortes (Thakur, 2018).

La bioabsorption impliqgue une combinaison de deux processus qui sont: la
bioaccumulation des polluants qui seront transportés dans la cellule puis séparés en
composants intracellulaires, et la liaison de ces déchets a la biomasse sans le besoin d’une
énergie métabolique (Barh et al., 2019).

3.3. Bioconvertion

La bioconvertion est un procédé de recyclage des déchets industriels et agroindustriels,
ces polluants ont la capacité a se convertir en substances utiles a hautes propriétés
organoleptiques sous ’action de certaines especes fongiques dans le cadre de résoudre le
probleme de gestion des déchets (Yadav et al., 2021).

Les champignons jouent un réle important dans la bioconversion des déchets car ils
possedent des propriétés et des mécanismes enzymatiques pour convertir des complexes
organiques en formes plus simples, puis les utiliser comme substrat pour leur culture (Dhiman
et al., 2022).

4. Champignons endophytes : généralité, définition, diversité et
classification

Le terme « endophyte » est issu du grec : « endo » ou « endon » signifiant a l'intérieur, et
« phytes » ou « phyton » désignant « plante ». Les champignons endophytes sont définis
comme étant des microorganismes, vivant, colonisant et envahissant les tissus sains des
plantes internes, distinctes des épiphytes qui vivent sur la surface des plantes. Cette
colonisation dure pendant toute ou une partie de leur cycle de vie (De Carvalho et al., 2020 ;
Daulagala, 2021).

Les endophytes fongiques sont hétérotrophes et extrémement ubiquitaires (Paiva et al.,
2022), au sens large ce sont des champignons qui se reproduisent au sein de la plante hote
(dans le milieu intracellulaire ou intercellulaire) en tirant leur énergie a partir d’elle sans

I’endommager (Reis et al., 2022) (figure 11).
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Figure 11 : Modes de croissance des champignons endophytes dans les tissus des plantes hotes
(Kumar et al., 2021)

Plusieurs études mettent en évidence I’importance des champignons endophytes en raison
de leur large diversité et les bénéfices apportés a la plante I'h6te. Toutes les especes végétales
semblent avoir une association avec les endophytes dans les écosystémes naturels, cette

association est le plus souvent mutualiste (Baron et Rigobelo, 2022).

Les variations géographiques et les conditions climatiques sont des facteurs qui
contribuent le plus souvent a la diversité des champignons endophytes. Dans ce contexte les
endophytes semblent étre plus divers dans les zones tropicales que dans les zones tempérées
ou froides du monde (Baron et Rigobelo, 2022).

L'age de la plante héte influe aussi sur la diversité des champignons endophytes, il
apparait que les plantes agées hébergent plus d’endophytes dans leurs tissus que les plantes
jeunes (Grabka et al., 2022). Ces champignons endophytes forment un groupe trés diversifié
polyphylétique, dont les especes appartiennent principalement au phylum Ascomycota, aussi
il existe certains taxons des Basidiomycota, Glomeromycota et Zygomycota (Ogbe et al.,
2020).

Sur la base de leur colonisation des tissus, leur diversité, les bénéfices qu’offrent pour les
plantes hotes et leur mode de transmission spécifique, les endophytes fongiques, peuvent étre
classés en deux groupes majeurs : les Clavicipitaceaes (C-endophytes) et les Non-
Clavicipitaceaes (NC-endophytes) (Baron et Rigobelo, 2022) (figure 12).
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Figure 12 : Champignons endophytes : classification et localisation dans la plante (De Carvalho et al.,
2020)

Les champignons appartenant au groupe des Clavicipitaceaes infectent certaines plantes,
en restant endophytes tout au long du cycle de vie de 1’hGte. La croissance de ces
champignons se manifeste généralement dans les méristemes de la plante 1’hote et au niveau
des rhizomes, ils sont souvent transmis verticalement, tandis qu’ils ont le pouvoir de
prolonger la survie de leurs hotes par de nombreux processus métaboliques (Blaszczyk et al.,
2021).

Les champignons du groupe Non-Clavicipitaceae ne restent pas endophytes tout au long
du cycle de vie de I’hote, leur transmission s’effectue principalement par un axe horizontal, ce
groupe d’endophyte inclus les Ascomycota, en site donc les Aspergillus. La majorité des
plantes sur terre hébergent ce type de champignons. Ces derniers conferent a leurs hotes des
bénéfices potentiels incluant la tolérance a la sécheresse, I'antagonisme envers les organismes
phytopathogénes, la protection des hotes contre les herbivores, et autres types de stress (Naik,
2019).

Cependant il existe une autre classification des champignons endophytes, dont les deux

groupes majeurs se subdivisent en quatre classes (Baron et Rigobelo, 2022) (tableau 04).
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Tableau 04 : Classification des endophytes fongiques (Belazouz, 2020)

Clavicipitaceaes Non-clavicipitaceae
Critéres Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Gamme d’hotes Etroit Vaste Vaste Vaste
Tissus colonisé | Tiges, racines et | Tiges, racines et Tiges Racines
rhizomes rhizomes
Colonisation Extensive Extensive Limitée Extensive
des plantes
Transmission V/H V/H H H
Bénéfice NAH NAH/AH NAH NAH
physique

-Non adapté a I’habitat (NAH) : des avantages tels que la tolérance a la sécheresse et 1’accélération de
la croissance sont courants chez les endophytes, quel que soit leur habitat d’origine.

-Adapté a I’habitat (AH) : les avantages résultent de pressions de sélection spécifiques a [’habitat telles
que le pH, la température et la salinité.

-V : verticale /-H : horizontale

5. Nature de I’interaction plante/champignon endophyte

Les plantes généralement créent des interactions avec les champignons endophytes, allant
de mutualistes ou symbiotiques a antagonistes ou légerement pathogenes (Kumar et al.,
2021).

Les bénéfices apportés par les champignons endophytes mutualistes a leurs plantes hétes
peuvent avoir différents aspects, les endophytes fongiques sont connus par leur capacité de
produire toute une gamme d’hormones dans le but d’améliorer la croissance de leurs plantes
hotes, en stimulant le systeme de défense des plantes hotes contre les divers agents
pathogénes, de plus, les champignons endophytes ont le pouvoir de produire différents
composés bioactifs en augmentant la résistance de 1’hdte vis-a-vis le stress biotique et

abiotique (Yan et al., 2019 ; Adeleke et al., 2022).
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6. Roble des champignons endophytes

Selon les études de Meghnous (2020), les endophytes fongiques peuvent fournir plusieurs
bénéfices aux plantes, on cite la production des métabolites secondaires pour agir contre les
agents pathogenes, la protection contre les insectes ravageurs, ainsi que ces endophytes
stimulent la croissance végétale en améliorant par exemple la photosynthése, aussi qu’ils
peuvent augmenter la tolérance de 1’hdte aux stress abiotiques tels que la sécheresse, les

métaux lourds, les températures élevées et la salinité.

6.1. Résistance/tolérance des endophytes aux metaux lourds

La présence des ions métalliques et méme ceux qui sont essentiels en fortes teneurs dans
les milieux naturels, entraine une pollution de ces milieux, ceci va influencer négativement
sur tous les organismes vivants y compris les champignons qui font partie de la flore
microbienne du milieu, dont les espéces fongiques révelent une trés grande tolérance vis-a-vis

les métaux lourds, en citant parmi eux les Aspergillus (Priya et al., 2022).

Pour que cette flore microbienne survive dans un milieu toxique, elle doit développer
plusieurs mécanismes et processus cellulaires pour faire face a ce type de stress métallique.
Cette capacité revient principalement a leurs propriétés biochimiques, structurales
intrinseéques, ainsi que de leur adaptabilité physiologique et/ou génétique. C’est ce qu’on
appelle les mécanismes de résistance et de tolérance et qui sont exploités en bioremédiation
(Priya et al., 2022).

7. Mécanismes de tolérance des endophytes fongiques aux métaux lourds

7.1. Immobilisation du métal

Les champignons ont le pouvoir d’agir comme des récepteurs d’ions toxiques par

absorption, accumulation ou en le précipitant sur les hyphes (Kumar et Dwivedi, 2021).

7.1.1. Biosorption du métal

Les champignons sont connus d’étre efficaces pour éliminer les métaux toxiques par la
biosorption, en raison de leur paroi constituee d’une série de polymeres glucidiques comme la
chitine, le chitosane et les glycanes, portant des groupements anioniques qui seront fixés avec

les cations métalliques résultant de 1’association entre les deux (Kumar et Dwivedi, 2021).




Chapitre 2 Bioremédiation par les champignons endophytes

Les mélanines sont des pigments fongiques importants puisqu'ils participent a la survie
des mycetes en réponse aux stress environnementaux. Ces pigments sont extracellulaires,
synthétisés et localisés a l'extérieur des cellules, ils sont caractérisés par la sécrétion de
pheénoloxydases oxydant les composés phénoliques. Ces derniers et les mélanines possedent
de nombreux sites actifs de fixation des métaux (Kumar et Dwivedi, 2021).

La biosorption des métaux lourds par les champignons se fait en fonction de leurs
besoins nutritifs, elle est conditionnée par de nombreux facteurs physico-chimiques tels que le

pH, la température, ainsi que la nature des cations et des anions (Kumar et Dwivedi, 2021).

7.1.2. Bioaccumulation

Le processus de bioaccumulation désigne la capacité des organismes vivants a
absorber des oligoéléments nécessaires a leur croissance, ou méme des éléments toxiques
indésirables, puis les concentrer dans une partie de leurs corps ou dans tout 1’organisme. La
bioaccumulation des métaux lourds se termine avec une forte concentration de ces éléments
dans I’organisme accumulateur, tandis qu’elle serait moins faible dans le biotope de cet
organisme (Tarekegn et al., 2020).

Les champignons tels que les Aspergillus sont des excellents bioaccumulateurs
d’éléments toxiques, impliquant deux étapes successives. Le processus de bioaccumulation
des métaux lourds commence d’abord par une biosorption, par les liens entre les ions
métalliques et les groupements fonctionnels de la paroi cellulaire des mycétes. Pour la
deuxieme étape, sera un transport des métaux a travers la membrane cellulaire, ce transfert
s’effectue de la méme maniere que celui des ions métalliques essentiels, tel que le potassium,

magnésium et sodium (Hansda et al., 2016).

7.1.3. Précipitation des composés métalliques sur les hyphes

La précipitation des métaux lourds par les mycetes est definie comme le passage des
métaux de I’état dissout a 1’état solide, ces derniers se précipitent sous une forme amorphe et
cristalline, aussi sous forme d’hydroxyde, de carbonates, de phosphates ou de sulfures. Ce
processus peut étre realise par des cellules vivantes ou mortes. La précipitation se termine
géneralement par des précipitas metalliques liés aux cellules fongiques, et la stabilité de ces
bioprécipitas est liée au pH, au potentiel redox, et a d’autres conditions environnementales
(Sun et al., 2021).
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7.2. Biotransformation du métal

Les champignons, ainsi que les bactéries possedent le pouvoir de transformer et
neutraliser les métaux lourds a des éléments moins toxiques ou bien volatiles carrément, en
changeant la spéciation et la mobilité de ces métaux. Cette transformation chimique s’effectue

par oxydation, réduction ou méthylation (Tarekegn et al., 2020).

7.2.1. Oxydoréduction

Les microorganismes spécialement les champignons, peuvent agir directement sur les
¢léments toxiques par le processus d’oxydoréduction. L’¢élément devient alors donneur ou
accepteur d’¢électron, et qui sera par la suite précipiter sur les hyphes fongiques. Ces réactions
visent principalement a protéger les mycetes de la toxicité des métaux, elles sont donc

spécifiques a un microorganisme donné (Rahman et Singh, 2020).

De plus, la modification du degré d’oxydation des ligands qui s’associent avec le
métal influence indirectement la solubilit¢ de ce dernier. Par exemple, en conditions
réductrices, les sulfates sont réduits en sulfure en piégeant les éléments métalliques tels que le
Pb, Cd et Zn (Rahman et Singh, 2020).

7.2.2. Biométhylation

La biométhylation est une réaction chimique, qui désigne le transfert d’un groupement
méthyle a partir d’'un donneur vers un métal lourd, qui a la capacité d’acquérir ce groupement,
grace & une enzyme appelée la méthyltransférase, en entrainant fréquemment une altération de
la volatilité, la solubilité, la toxicité, et de la mobilité de ces éléments. Les principaux agents
méthylants sont la méthylcobalamine impliquée dans la méthylation du Hg et le S-

adénosylméthionine impliquée dans la méthylation de 1’As et le Se (Seshadri et al., 2015).

Les facteurs qui influencent la biométhylation des éléments sont ceux qui influencent
I’activité microbienne, comme la matiére organique, la température, I’humidité, le pH et la
teneur en oxygéne du milieu. La méthylation des métaux lourds peut étre considérée comme
un mécanisme de détoxification, car ces métaux seront par la suite des substances ou ce qu’on

appelle des dérivés méthylés, éliminés par volatilisation (Seshadri et al., 2015).
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7.3. Solubilisation du métal

La solubilisation des composés métalliques toxiques est un aspect important observé chez
les champignons, qui sert principalement a la production des protons (ion HY) et des
complexes organiques (composes acides) tels que les acides carboxyliques, phénoliques,
aliphatiques, nitriques et sulfuriques, rejetés dans le sol par les especes fongiques
responsables a ce processus. La tolérance aux métaux toxiques, et la capacité a les solubiliser

varie d’une espéce fongique a une autre (Pathak et al., 2021).

Selon Pathak et al. (2021), la solubilisation fongique des métaux se produit par plusieurs
mécanismes comprenant :

e [’acidolyse (La solubilisation des métaux s’effectue lorsque 1’oxygeéne de ces
derniers est protoné par la dissociation d’un acide).

e La complexolyse (les anions des acides organiques forment des complexes avec les
cations des métaux. Une telle complexion dépend des concentrations relatives des
anions, des méetaux et méme le pH).

o La redoxolyse (par exemple, la solubilisation du manganése est produite suite a une
réduction enzymatique des minéraux de manganese oxydés).

e La bioaccumulation s’effectue sans I’intervention des métabolites fongiques, au
contraire elle aura lieu gréce aux groupes fonctionnels de la paroi fongique, donc le
mycélium fonctionne comme un lien, il va capturer ou emprisonner les ions
métalliques.

Les trois premiers mécanismes se produisent lorsque les champignons secrétent les acides
organiques. Par contre le quatrieme processus peut étre observé si les champignons
accumulent des ions métalliques, en causant leur solubilisation continuelle par la perturbation

de I'équilibre entre leur forme solide et dissoute (Pathak et al., 2021).

7.4. Biovolatilisation

La biovolatilisation est basée sur I'effet enzymatique direct de certains champignons sur
le degré d'oxydation des éléments métalliques. C'est le cas du mercure, l'arsenic, sélénium et
I’antimoine. D’autres métaux lourds peuvent devenir volatiles grace a leur acquisition d’un

groupement méthyle tel que Pb, Sn, As, Sb et Se (Tarfeen et al., 2022).
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Par exemple, le cas d'arsenic dans le sol qui peut étre converti en dérivés volatils par la
flore fongique, donc cette derniére est responsable a la production des arsenicaux volatils. La
quantité d'arsenic volatilisée par les champignons est régie par de nombreux facteurs tels que
les formes darsenic et sa concentration, 1’humidité du sol, la température, la maticre
organique, la croissance fongique et la capacité de volatilisation de I'arsenic lui-méme (Verma
etal., 2019).

8. Aspergillus sp.

Les endophytes du genre Aspergillus sont des champignons cosmopolites trés répondus
dans les tissus des végétaux. Plusieurs études rapportent qu’Aspergillus colonisent les plantes
notamment Hedysarum pallidum Desf. et Lygeum spartum L. (Meghnous, 2020 ; Terna et al.,
2021). Ces Aspergillus endophytes ont un réle écologique primordial grace a leur large
distribution ainsi que leur taux de colonisation des différents tissus végétaux tres élevé
(Meghnous, 2020).

Certaines especes du genre Aspergillus sont considérées comme une source tres
importante de métabolites secondaires a grande valeur biologique, ainsi qu’elles ont la
capacité de produire des composés phytochimiques spécifiques a 1’hdte résultant de la
recombinaison génétique entre la souche fongique et sa plante héte, ces composés font une
alternative a ceux produits principalement par la plante (El-hawary et al., 2020).

Ce genre fait partie des endophytes fongiques les plus répandu comprenant plusieurs
espéces, tel qu’Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus tubingensis, Aspergillus

oryzae et Aspergillus versicolor (Hagag et al., 2022).

8.1. Description

Les champignons du genre Aspergillus sont des moisissures, autrement dit des
champignons microscopiques filamenteux. L’ensemble des filaments (ou hyphes) constituent
le mycélium (Amara et Abd el-baky, 2023). La plupart des Aspergillus se reproduisent de
facon asexuée, mais il existe d’autres especes qui se reproduisent de fagon sexuee (Cho et al.,
2022).

Les Aspergillus sont caractérisés par un thalle végétatif formé de filaments ramifiés,
hyalins et cloisonnés. Sur les filaments végétatifs se trouvant des filaments dressés, non
cloisonnés, appelés les conidiophores, qui se terminent par une vésicule sur laquelle sont

disposées les phialides (Emmanuel et Igoche, 2022) (figure 13).
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L’identification du genre Aspergillus reposera sur la mise en évidence des tétes

aspergillaires a I’examen microscopique des colonies (Saif et al., 2021).

conidies
conidiospores

Vésicules

Phialides
Conidiophore

Hyphes

Figure 13 : Structure des Aspergillus (Quereshi et al., 2016)

8.2. Classification
Selon Makhlouf, (2019) la classification du genre Aspergillus est la suivante :

Regne : Fungi

Embranchement : Ascomycota
Sous-embranchement : Deuteromycotina
Classe : Eurotiomycetes

Ordre : Eurotiales

Famille : Trichocomaceae

Genre : Aspergillus

9. Role d’Aspergillus sp. au tant que bioremédiateur

Les champignons sont connus par leur potentiel de bioremédiation, ils sont considérés
comme agents potentiels palliatifs aux problemes de pollution environnementale vu leur
capacité a déegrader différents polluants et déchets, comme exemple le plastique, les déchets

agrochimiques, ainsi que les hydrocarbures (Kour et al., 2021).
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Le genre Aspergillus est I’un des champignons les plus communément exploités pour
résoudre les problémes environnementaux. La polyvalence de ce type de champignon a
remédier tout un milieu contaminé par des substances hautement toxiques revient a son
habilité de production des enzymes extracellulaires et intracellulaires dans son environnement
périphérique (Deshmukh et al., 2016), aussi bien, que sa structure myceélienne qui lui confere
un autre avantage pour la bioremédiation, en exploitant le mécanisme de redistribution interne
des nutriments et d’énergie issue de la dégradation des polluants par le contrdle du flux de ces

derniers dans les réseaux mycéliens (Baranger et al., 2021).

De plus, le genre Aspergillus a été largement étudié pour la sorption de métaux lourds
grace a sa paroi qui contient une grande quantité de polysaccharides et de protéines, offrant de

nombreux groupes fonctionnelles pour la fixation des ions métalliques (Oyewole et al., 2019).

10. Aspergillus source des antioxydants

La littérature scientifique a rapporté que les champignons possédent de diverses capacités
métaboliques, ce qui permet de les rendre trés utiles pour remédier aux différents polluants
des sols, tel que les métaux lourds, grace a leur pouvoir antioxydant en réponse a ces éléments
toxiques (Bashir et al., 2022).

Le genre Aspergillus présente un pouvoir antioxydant similaire a celui des plantes
supérieures, ce méme auteur a isolé plusieurs souches fongiques endophytes dans le but
d’analyser leurs activités antioxydantes, et il a rapporté que I’isolat le plus efficace était le

genre Aspergillus sp. par rapport a son activité antioxydante (Bashir et al., 2022).

11. Défense antioxydante

Le stress oxydatif est une conséquence naturelle du métabolisme de 1’oxygéne dans des
conditions défavorables, le stress oxydatif est controlé par des systemes de défense
antioxydante trés efficaces contre la surproduction d’ERO. Le terme antioxydant désigne
toute substance capable, a une concentration élevée par rapport a celle du substrat oxydable,

de retarder ou empécher I’oxydation de ce substrat (Yaakoub et al., 2022).

Classiquement, les antioxydants sont classifiés selon leur origine et leur mode d’action,
les antioxydants endogeénes de type enzymatique sont plut6t impliqués dans la neutralisation
des radicaux libres, alors que les antioxydants non enzymatiques et ceux d’origine exogene

sont des donneurs de proton ou d’électron (Flieger et al., 2021).
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11.1.Défense anti-oxydante enzymatique

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiére ligne de défense
contre les effets déléteres des différentes especes oxydantes, tels que : la catalase (CAT), le
superoxyde dismutase (SOD), et la glutathion peroxydase (GPX). Ces enzymes ont une action
au niveau de 1’anion superoxyde et sur le peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la
formation d’eau et d’oxygéne moléculaire, donc leur fonction majeure est de réduire la
quantité des ERO dans la cellule. Parfois, ces enzymes ont besoin d'oligo-éléments ainsi qu’a
d'autres cofacteurs pour exercer leur activité enzymatique (Mironczuk-Chodakowska et al.,
2018).

11.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une métallo-enzyme intracellulaire, présente chez tous les organismes
aérobies, cette enzyme catalyse la dismutation de deux anions superoxydes en dioxygene et
peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier est par la suite éliminé par les catalases ou la glutathion
peroxydase (GPx). Tandis que cette enzyme, bien qu’ayant une activité antioxydante sur les
02" en diminuant leur nocivité, peut étre considérée comme source d’espéces oxygénées
actives (H20,). Au niveau cellulaire, les SOD se retrouvent a proximité des sites de
production d’O," (Ighodaro et Akinloye, 2019 ; Christodoulou et al., 2022).

20 +2H"  p——  H:0;+ O,

Les SOD sont représentées en trois classes, en fonction de I'ion métallique qu'ils fixent
: SOD de manganése (Mn-SOD) localisée dans les mitochondries, SOD de fer (Fe-SOD)
localisée dans les chloroplastes, et SOD de cuivre-zinc (Cu/Zn-SOD) localisée dans le
cytosol, les peroxysomes et les chloroplastes (Ighodaro et Akinloye, 2019 ; Christodoulou et
al., 2022).

11.1.2. Catalase (CAT)

Selon Ighodaro et Akinloye (2019), la catalase est une enzyme intracellulaire, localisée
principalement dans les peroxysomes, composée de quatre sous- unités protéiques, agit en
synergie avec la SOD. L’activité de cette enzyme sert principalement a la dismutation du

peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire débuté déja par la SOD, suivant la

réaction : H.0 + H0, i O + 2H,0
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C’est une molécule qui peut convertir environ 6 millions de molécules de H,O, en
H,O et O, par minute. Bien que la CAT protege les cellules du peroxyde d'hydrogéne et
permet I’acquisition de la tolérance du stress oxydatif lors de la réponse cellulaire adaptative
(Ighodaro et Akinloye, 2019).

11.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme tétramérique & sélénium, constituée
de quatre sous unités identiques, chacune contient un seul résidu séléno-cystéine (Se-Cys), ce

qui est essentiel pour l'activité enzymatique (Ighodaro et Akinloye, 2019).

Cependant, et a la différence des catalases, les GPx nécessitent la présence d’un
substrat particulier pour réaliser leurs activités. Cette enzyme permet la décomposition des
peroxydes d’hydrogéne lipidiques ROOH et non lipidiques H,O, en utilisant le glutathion
réduit (GSH) comme réducteur, par I’oxydation de ce dernier en glutathion oxydé (GSSG) qui

sera réduit ensuite par 1’action de la glutathion réductase (Ighodaro et Akinloye, 2019).

ROOH + 2GSH -ROH + H,O + GSSG
H20; + 2GSH  p—(  2H:0 + GSSG

Elle est localisée principalement au sein du cytosol et des mitochondries. C’est une

autre enzyme de défense pour maintenir I'équilibre cellulaire du statut redox (Ighodaro et
Akinloye, 2019).

11.2.Défense antioxydante non-enzymatique

Les antioxydants non enzymatiques sont des substances de faible poids moléculaire, qui
possedent des structures et des propriétés chimiques spécifiques. Leur rdle majeur est de
maintenir I’équilibre oxydant/antioxydant en €éliminant les radicaux libres, donc protégeant la
cellule du stress oxydatif. La glutathion réduit (GSH), la proline, ainsi que la vitamine C et la

vitamine E, font partie de cette barriére de défense antioxydante (Zandi et Schnug, 2022).
11.2.1. Glutathion réduit (GSH)

Le glutathion réduit est un composé en thiol soluble dans 1’eau, de faible poids
moléculaire, sert comme un agent antioxydant trés puissant pour 1’élimination de toute trace
du stress oxydatif en éliminant les especes réactives de [’oxygeéne et en protégeant

I’organisme des différents dommages oxydatifs (Fouad-Abdulfatah, 2022).




Chapitre 2 Bioremédiation par les champignons endophytes

Cette molécule assure de nombreuses fonctions, telles que la régulation enzymatique
et la résistance aux agents pathogénes. Le GSH est un tri-peptide (y-glutamyl-L-cystéinyl-
glycine), qui se trouve dans les mitochondries, les vacuoles, les chloroplastes, le cytosol et le

réticulum endoplasmique (El-Beltagi et al., 2020 ; Rasheed et al., 2023).

11.2.2. Proline

La proline fait partie des agents de defense antioxydante, elle sert comme piégeur et
protecteur non enzymatique contre le stress induit par les espéces réactives de 1’oxygéne.
L’implication de cet acide aminé pour 1’élimination des oxydants aura lieu une fois qu’il est
synthétisé a partir d’acide glutamique, cette réaction implique un intermédiaire qui est la
pyrroline-5-carboxylate synthase (P5C-S) (Zandi et Schnug, 2022 ; Rasheed et al., 2023).

La proline est un acide aminé, qui représente une partie importante des protéines
structurelles, le dosage de cet acide aminé est considérée comme critere de sélection pour la
tolérance au stress. Elle agit comme chélateur des métaux lourds, aussi comme un régulateur
de potentiel redox cellulaire en empéchant la mort cellulaire (Zandi et Schnug, 2022 ;
Rasheed et al., 2023).

11.2.3. Vitamine E et vitamine C

La vitamine E est un groupe de liposolubles, donc sa structure naturelle posséde quatre
tocophérols et quatre tocotriénols, avec une activité antioxydante différente. La vitamine E (a-
tocophérol) est considérée comme I'un des principaux composants pour la protection contre la

peroxydation lipidique et les ERO (Pincemail et Meziane, 2022).

La vitamine C ou acide ascorbique est un piégeur des ERO a spectre large, considérée
comme un antioxydant efficace dans les cellules pour lutter contre le stress oxydatif. C’est un
cofacteur essentiel de nombreuses réactions enzymatiques, un antioxydant hydrosoluble,
présente dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire. Elle limite la peroxydation des lipides
et renforce les defenses naturelles de 1’organisme par le piégeage des oxydants et la réduction
de radicale a-tocophérol pourobtenir une trés bonne efficacité de la vitamine E (Zandi et
Schnug, 2022 ; Rasheed et al., 2023).
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La pollution metallique des sols est devenue de nos jours une préoccupation majeure en
raison de ses effets néfastes sur 1’écosystéme en générale et sur la santé humaine en
particulier. En Algérie, la pollution des sols par les metaux lourds et les métalloides
potentiellement toxiques est principalement issue des mines abandonnées, présentes dans de

nombreuses régions ayant un historique d’exploitation miniére (Meghnous et al., 2019).

La présente étude entre dans le cadre d’une continuité de travail réalisé sur une zone
miniére de la région de Djebel Hamimat (Nord-Est de 1’Algérie), ou Rached-Mosbah et al.
(1997) et Bentellis et al. (2014) ont mis en évidence la présence de divers métaux toxiques
principalement 1’antimoine 2600 mg/kg, soit 21.4 mM, I’arsenic 450 mg/kg, soit 6 mM, le
plomb 145 mg/kg, soit 0.7 mM, le cuivre 42 mg/kg, soit 0.7 mM et le zinc 324 mg/kg, soit 5
mM, ces mémes auteurs ont rapporté que plusieurs espéces végétales dont principalement
Hedysarum pallidum Desf. et Lygeum spartum L. parviennent a se développer sur de tels

substrats toxiques.

Selon Meghnous et al. (2019), cette zone est semi-aride située a Oum el Bouaghi,
caractérisée par une végétation steppique a vocation pastorale, il existe donc une possibilité
réelle d’une contamination de toutes ces plantes par les métaux lourds et d’un transfert et
d’une concentration de ces derniers dans tous les maillons de la chaine trophique.

Pour répondre a cette problématique des hypothéses ont été émises par Meghnous et al.
(2019) et Kassa-Laouar et al. (2020) que I’adaptation d’Hedysarum pallidum Desf. et Lygeum
spartum L a la toxicité de ces sols pourrait étre liée a la présence d’une flore microbienne
racinaire résistante qui a acquis la capacité de piéger et neutraliser les ERO générées par la

toxicité des éléments métalliques afin de protéger les plantes hotes contre le stress oxydatif.

Dans les travaux de Meghnous (2020), une souche fongique endophyte a été isolée a
partir des racines de la plante Hedysarum pallidum Desf. appartenant au genre Aspergillus a
montré une tolérance et /ou resistance a des doses élevées en Pb (PbNO,) atteignant une CMI
de 2 mM. Les méthodes d’isolement, de sélection et des dosages des biomarqueurs

antioxydants sont décrits par Meghnous et al. (2019) (Annexe 1).

L’objectif du présent travail est d’étudier les mécanismes de tolérance antioxydants
d’Aspergillus a des concentrations croissantes de plomb (0.25 mM, 0.5 mM, 0.75 mM et 1
mM), ceci afin d’évaluer la capacité de ce champignon endophyte a dépolluer les sols

contamines par le Pb.
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Cette étude porte sur I’évaluation de I’impact du plomb sur la croissance de I’endophyte
fongique, la mesure des biomarqueurs du stress oxydatifs (H,O;) et la teneur intracellulaire en
proline) et la mesure des activités des enzymes antioxydantes a savoir la SOD et la CAT.

1. Analyse et discussion des résultats
1.1. Impact du plomb sur la croissance de I’endophyte fongique

Aspergillus sp.

La figure 14, montre 1’effet de la toxicité du Pb dans le milieu de culture sur la biomasse
d’Aspergillus sp. représentée par son poids sec. Cette figure permet de constater que cet
endophyte fongique a subi une diminution significative de sa croissance mycélienne due aux

doses croissantes du Pb dans le milieu de culture.
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Figure 14 : Variation du poids sec du mycélium d’Aspergillus sp. en fonction des différentes
concentrations du Pb

La souche Aspergillus sp. marque une croissance maximale en absence totale du Pb (0
mM), alors qu’a partir de 0.25 mM Pb une diminution significative et progressive de la
biomasse fongique a eté constatée. A 1 mM Pb, Aspergillus sp. a gardé 44 % de sa biomasse

par rapport au témoin, malgré la toxicité du milieu.
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Ce test de toxicité in vitro montre qu’Aspergillus sp. présente une tolérance a des
concentrations du plomb allant jusqu’a 1 mM ce qui correspond au niveau maximal du Pb
(0.7 mM) déterminé dans la zone miniére étudiée par Bentellis et al. (2014). Ce résultat
montre qu’Aspergillus sp. est 7 fois plus résistant par rapport aux teneurs retrouvées dans

cette zone miniére.

D’aprés les résultats obtenus par Meghnous (2020), la diminution progressive de la
croissance d’Aspergillus sp. peut-étre causée par I’effet inhibiteur et toxique du Pb sur le
développement de cette souche, ce résultat est similaire a la réponse d’Aspergillus tamarii en
présence des doses croissantes des métaux suivants : Cd, Co, Ni et Pb rapportée par Abd El-
Ghany et Abd EI-Mongy, (2009), ainsi que les travaux de Karlinski et al. (2009), qui ont
montré que la présence des métaux lourds dans un milieu de culture affecte la disponibilité
des nutriments ce qui va influencer négativement la croissance fongique par sa réduction. Nos
résultats concordent plusieurs travaux en I’occurrence les travaux de Chakraborty et al., 2012
sur Aspergillus foetidus tolérant au Pb, ainsi que les travaux de Meghnous et al., 2019 sur

Aspergillus tubingensis tolérant a Sb.

D’aprés Chakraborty et al. (2014) les métaux lourds affectent la morphologie des cellules
fongiques, provoquant une perturbation dans la perméabilité membranaire causant par la suite
une perte importante de nutriments essentiels a la croissance fongique. De plus, ils affectent la
structure génétique des especes fongiques, induisant une réduction de la biosynthése des

acides nucléigues et des protéines.

Le plomb devient toxique pour les souches fongiques lorsqu’il dépasse un certain seuil en
inhibant leur croissance en provoquant une oxydation de I’ADN et une peroxydation lipidique
et proteique, sachant que ces souches peuvent garder une quantité de leur biomasse méme en
présence de la toxicité. La présente analyse montre une similarité avec les travaux de

Chakraborty et al. (2014) sur le cadmium.
1.2. Impact du plomb sur la teneur intracellulaire en H,0O,

Selon Jamdade et Bodare, (2023) la toxicité du plomb dans le milieu de culture provoque
la formation des espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) tel que le peroxyde d’hydrogéne
(H20,). Ce dernier est moins toxique par rapport aux autres ERO, vu qu’il ne posséde pas des
électrons non appariés, mais malgré ca il est capable de provoquer différents dommages
oxydatifs (Bienert et al., 2007). Tandis que ce dernier peut étre produit dans des conditions
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normales chez tous les organismes vivants aérobies pour la production de 1’énergie
(Meghnous, 2020).

La figure 15, montre la teneur en H,O, intracellulaire d’Aspergillus sp. en fonction des
concentrations du plomb. Cette figure permet de constater que la teneur en H,O, augmente

significativement avec I’accroissement des doses du Pb dans le milieu de culture.
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Figure 15 : Teneur en H,0, chez Aspergillus sp. en fonction des concentrations du Pb

D’aprés cette figure, qui permet de remarquer que méme en absence du Pb le peroxyde
d’hydrogéne est généré dans les cellules d’Aspergillus sp. avec une concentration de 0.8
mM)/g, tandis qu’avec 1’accroissement des concentrations du Pb la quantité de cet oxydant
augmente atteignant les 6 mM/g a 1 mM Pb.

Ce résultat peut s’expliquer comme suit le peroxyde d’hydrogéne est généré le plus
normalement possible chez tous les organismes vivants aérobies dans des conditions
normales, alors que dans des conditions de stress telle la présence du Pb, la teneur d’H,0,
chez ce mycoendophyte est élevéee, vu que cet oxydant fait partie des espéces reactives de
I’oxygene produites sous I’effet du stress oxydatif. Ce qui est similaire aux travaux de
Chakraborty et al. (2012, 2014) pour Aspergillus foetidus en présence du Pb et Cd, aussi aux

travaux de Meghnous et al. (2019) pour Aspergillus tubingensis en présence de Sh.
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1.3. Impact du plomb sur la teneur intracellulaire en proline

La proline est un acide aminé qui sert a réduire les effets néfastes induits par les especes
réactives de 1’oxygene sous un stress oxydatif généré par les métaux lourds, en inhibant les
dommages cellulaires comme la peroxydation lipidique. La production de cet acide aminé est
indiquée comme exemple lorsque la souche résiste aux concentrations croissantes du Pb, donc
sa capacité a tolérée ce métal (Zandi et Schnug, 2022).

La figure 16, montre la teneur intracellulaire en proline d’Aspergillus sp. générée en
présence des doses croissantes du Pb. La teneur de cet acide aminé augmente

significativement avec 1’accroissement des doses du Pb dans le milieu de culture.
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Figure 16 : Teneur intracellulaire en proline chez Aspergillus sp. en fonction des concentrations du Pb

La figure 16 montre une augmentation progressive des teneurs intracellulaires en proline
allant du témoin jusqu’a 1 mM Pb ou cet acide aminé est libéré par une grande quantité
notons presque 10 (mM/g PF).

L’augmentation des teneurs intracellulaires en proline chez Aspergillus sp. peut
s’expliquer par la génération des especes réactives de 1’oxygeéne en présence des doses
croissantes du Pb, ceci fait référence aux capacités antioxydantes de cette souche pour tolérer
et résister a la pollution métallique. Ce résultat est similaire a celui de Chakraborty et al.
(2014) qui met en évidence I’accroissement de la teneur en proline intracellulaire

d’Aspergillus foetidus en fonction des doses croissantes du Cd.
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En effet, selon Raj et Mohan (2016) et Meghnous (2020), les doses élevées de la proline
intracellulaire sont des caractéristiques spécifiques des populations hypertolérantes aux
métaux lourds, suggérant que la proline intracellulaire joue un réle fonctionnel dans la

résistance élevée aux métaux.
1.4. Impact du plomb sur P’activité de la SOD

Le superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme qui constitue la premiére barriére de
défense antioxydante, protégeant la cellule contre le stress oxydatif généré par la présence des
métaux comme le Pb (Ighodaro et Akinloye, 2019).

La représentation graphique 17, illustre la mesure de la SOD d’Aspergillus sp. en
présence des concentrations croissantes du Pb, cette enzyme augmente d’une fagon non

constante avec 1’accroissement des doses du Pb dans le milieu de culture.

12,0000

10,0000

-
1
T
8,0000
T

6,0000

4,0000

- :I

0,0000

L1}

1
0,25 mM 0,5mn 0,75 mM 1mM

Actiy ité de la SOD Ufmg prot

Concentrations du Pb en mM

Figure 17 : Activité de la SOD d’Aspergillus sp. en fonction des concentrations du Pb

D’apres la représentation graphique, qui permet de constater que les activités de la SOD
chez Aspergillus sp. augmente d’une maniére non constante. Dans les conditions normales
(ttmoin) I’activité de la SOD est inférieure a 4 (U/mg de prot), alors qu’avec 1’augmentation
des doses du Pb allant jusqu’a 0.5 mM Pb, I’activité de la SOD augmente arrivant a son
maximum, notons presque (10 U/mg de prot). Au-dela de 0.5 mM Pb D’activité de cette

enzyme margue une certaine réduction.




Discussion des résultats

L’accroissement des concentrations du Pb dans le milieu de culture, induit la synthese de
la SOD, cet accroissement d’activit¢é de la SOD s’explique par I’augmentation de la
concentration de son substrat, le radical superoxyde (O>"). Car cette enzyme catalyse la
dismutation de deux molécules de ce radical en oxygéne (Oz) et peroxyde d'hydrogéne
(H20).

L’ajout des doses élevées en Pb dans le milieu de culture a provoqué une réduction de la
SOD, ceci peut étre justifier par la sensibilité de cette enzyme & la surproduction des espéces

réactives de 1’oxygénes notamment le H2O».

L’induction de la SOD lors d’un stress métallique a été rapportée par Mukherjee et al.
(2010), Chakraborty et al. (2012, 2014) et Meghnous et al. (2019).

1.5. Impact du plomb sur P’activité de la CAT

Un organisme vivant en aérobie est protégé de I’effet oxydant délétere du peroxyde
d’hydrogéne (H20,) grace a I’activité la catalase (CAT), cette derniére fait partie du systéme
enzymatique antioxydant (Ighodaro et Akinloye, 2019).

La figure 18, montre I’effet des concentrations croissantes du Pb sur ’activité de la
catalase chez Aspergillus sp., ou cette activité augmente significativement et progressivement

avec I’augmentation des doses du Pb dans le milieu de culture.
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Figure 18 : Activité de la CAT d’Aspergillus sp. en fonction des concentrations du Pb
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D’apres cette figure, ’activité de la catalase augmente graduellement en fonction des
concentrations croissantes du Pb, allant de 2.6 U/mg de prot en absence totale du Pb jusqu’a
son maximum arrivant a presque 10 U/mg de prot a 1 mM Pb.

La catalase joue un role important dans la détoxification du H2O2 pendant un stress
oxydatif puisqu’elle 1’¢limine par sa conversion en H2O. La stimulation de la synthese de la

CAT d’Aspergillus sp. est constatée suite a I’addition de doses graduelles en Pb.

Cette derniere peut étre expliquée par 1’augmentation de la concentration de son substrat
H,0,, suite a I’augmentation de la concentration des ions Pb dans le milieu de culture de
I’endophyte fongique. Cela met en évidence l'implication de cette enzyme dans la catalyse du

H202 intracellulaire formé en présence du plomb.

Cette souche endophyte a montré une résistance aux concentrations élevées d’H,0, par
I’accumulation de ce dernier dans son milieu intracellulaire, en permettant sa dismutation en
0, et H,0, ceci va déclencher le la réponse antioxydante pour lutter contre le stress induit par
ce meétal. Cette souche est capable donc de survivre dans des milieux fortement contaminés,

en tolérants les fortes doses en métaux lourds.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Cavalcanti-Luna et al. (2015), pour
Aspergillus niger en présence de Cu, ainsi que Meghnous, (2020), dans ces travaux pour
I’activité de la CAT de Fusarium oxysporum en présence du Sb.
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La contamination de la zone miniére de Djebel Hamimat (Nord-Est de 1’Algérie) par le
plomb présente un risque majeur pour tous les organismes vivants cohabitant dans cette zone,
ou seulement les organismes tolérants aux métaux lourds peuvent survivre dans un site pollué
comme celui-ci.

L’analyse réalisée au cours de cette étude porte sur I’impact des différentes concentrations
du plomb sur la réponse antioxydante de la souche endophyte Aspergillus sp. et d’apres les
résultats obtenus nous concluons que :

e Les teneurs élevées du Pb dans le milieu de culture d’Aspergillus sp. ont entrainé une
diminution progressive de la croissance fongique, cette souche endophyte s’est
avérée tolérante car 1 mM Pb, elle a gardé 44% de sa biomasse par référence au
témoin.

e La présence des doses importantes du Pb dans le milieu de culture, a provoqué une
forte accumulation de peroxyde d'hydrogéne (H,O,) dans son milieu intracellulaire,
ceci s’est traduit par la diminution de la croissance fongique.

e A lorigine de la tolérance a des doses élevées en Pb et la génération des ERO, la
synthése de la proline a été induite chez Aspergillus sp. et par conséquent la
production des enzymes antioxydantes a savoir la SOD et la CAT, illustrant la

capacité de cet endophyte a s’adapter aux stress métalliques.

Un tel travail permet d’ouvrir de multiples voies futures de recherche, ou il est intéressant
de:
e FEtudier la réponse antioxydante de la souche endophyte Aspergillus sp. par la mesure
d’autres oxydants, notamment 1’anion superoxyde et le radical hydroxyle.
e Compléter ce travail par I’étude moléculaire des génes responsables impliqués dans
la tolérance et la résistance aux métaux lourds.
e Utiliser les endophytes fongiques tolérantes au stress oxydatif pour produire des
molécules bioactives (les antioxydants), dans le but de remédier les sols pollués

métalliquement.
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Abstract

Antimony (Sb) is a toxic metalloid whose pollution has become a serious problem. However, studies on fungal endophytes
resistant to antimony are virtually nonexistent. An endophytic fungal strain was isolated for the first time from the roots of
Hedysarum pallidum Desf. which is a Sb accumulator Fabacea growing on mine cuttings. Experiments with high Sb increased
concentrations (0, 5, 10, 20 and 30 mM Sb) were performed in order to assess the strain potential in contaminated environments
bioremediation and to understand its Sb tolerance strategy. The isolated strain was identified as Aspergillus tubingensis
MH189391 by morphological characteristics and phylogenetic analysis. It exhibited a minimum inhibitory concentration
(MIC) of 500 mM Sb, i.e. 60,880 mg L™, and maintained high amounts of biomass up to 30 mM Sb, i.e. 3652.8 mg L' of
Sb. A stimulation of A. fubingensis growth and its antioxidant responses was observed at the level of 5 mM Sb, i.e. 609 mg L™".
Hydrogen peroxide (H,O,) and malondialdehyde (MDA) contents increased significantly (p <0.05) with Sb treatments.
Oxidative stress induced significant increases (p < 0.05) in antioxidant biomarkers such as proline, catalase (CAT), and super-
oxide dismutase (SOD), but it resulted in a significant decrease of peroxidase (POD) and ascorbate peroxidase (APX) activities.
Proline, CAT, SOD, H,0, and MDA were significantly (»p < 0.05) and positively correlated, which highlights their coactions in
oxidative stress fighting. Results indicate that Aspergillus tubingensis has developed an important adaptation to excessive Sb
concentrations and that it could be used in antimony-contaminated environments bioremediation.

Keywords Metalloid - Antioxidants - Endophyte - Fungus - Mine cuttings
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and the surroundings of some industries mainly. But in the last
30 years, this metalloid has become a widespread pollutant. In
fact, according to Mubarak et al. (2015), soil contamination by
antimony due to human activities has considerably increased
in the recent past. Sb uses by man are numerous and very
diverse. The main use of Sb is as a hardener for lead in lead-
acid batteries, cable sheaths and ammunition and as an impor-
tant component in semiconductors. Large amounts of Sb (such
as antimony trioxide Sb,03) are used as flame retardants in
textiles, paper, plastics and adhesives without any prospects
for the development of alternative materials. Sb is also used in
ceramics as an opacifier, in paints as a mordant, in brake
linings, in pest control agents, in polyethylene terephthalate
(PET) plastics and as an additive in the tire vulcanization
process (Clemente 2013; Pierart et al. 2015).

Antimony pollution increase may constitute a serious
threat to human health and to other living organisms. The
development of Sb removal biotechnologies of contaminated
sites is therefore necessary. Bioremediation, in situ treatment,
provides a safe and economic alternative to the physicochem-
ical strategies commonly used (Ma et al. 2016). Metal accu-
mulating plants harbor in their roots microorganisms, known
as endophytes, with potential to accumulate metals from pol-
luted environment and to enhance metal uptake by plants (Ma
et al. 2016). Thus, such endophytes, or both endophytes and
their hosts, could be used in metalloid polluted environments
bioremediation. In the host-endophytic association, host tol-
erance to abiotic stress is enhanced by an increase in antiox-
idant activity by the symbiont whose antioxidants production
is also increased (Devi et al. 2017). Such an increase in anti-
oxidants by the endophyte is a sign of its resistance to the pro-
oxydants involved. Thus, the measurement of the antioxi-
dants produced by an endophyte exposed to a metal stress
would highlight its degree of resistance to the metal involved
and therefore its possible use in the bioremediation of metal
contaminated environments. However, the antioxidant system
role in fungi resistance towards this metalloid remains virtu-
ally nonexistent.

In the Djebel Hamimat area (southeast of Constantine,
Algeria) an abandoned mining exploitation has generated im-
portant quantities of soils containing various toxic metals,
mainly antimony whose concentration reached
81.446 mg kg ' (Benhamdi et al. 2014). In this area, a chem-
ical analysis of a metallophyte, Hedysarum pallidum Desf.,
carried out by the authors in question highlighted up to
263 mg kg ' of Sb in its aerial parts and 183 mg kg " in its
underground parts. The above authors showed that this spe-
cies exhibited significant antioxidant enzymatic activities in
its two parts to fight oxidative stress generated by metallic
pollution. Thus, it is possible that this plant harbors endophyt-
ic fungi in its roots that would help it to tolerate high levels of
this metalloid in its tissues. Such endophytes could be resistant
to antimony high levels and present a powerful antioxidant

@ Springer

defense system that make them potential candidates for biore-
mediation of antimony-contaminated environments.

The purpose of the present work is to highlight and identify
the most antimony tolerant endophytic fungus from
H. pallidum roots by determining its MIC. The goal is also
to determine the strain tolerance strategy to Sb by studying the
metalloid impact on the antioxidant biomolecules induction.
Results would determine the strain’s ability to bioremediation
of contaminated environments by this metalloid.

Materials and methods
Site characteristics and plant sampling

The study area is located 90 km away from Constantine, more
precisely in the province of Oum El Bouaghi, a semiarid re-
gion in the northeast of Algeria with the following geograph-
ical coordinates: 35°58'37.64" N —7°1122.80" E to 36°01’
09.78" N —7°14'38.38" E (Benhamdi et al. 2014). In this area,
an old abandoned antimony surface mine is situated on the
side of a mountain (Djebel Hamimat) with an average altitude
of 865 m (Bentellis et al. 2014).

Soils and plant roots were taken from the most contaminat-
ed spoil of the study area. The soils showed the following
physicochemical characteristics: 62,000 mg kg ' +4,924 Sb,
2,300 mg kgf1 +186 As, 0.9 +0.04% Organic matter (OM),
pH 8.01+0.09, 7.8 +£1.82% CaCOs3, 23.0 +4.9% Clay, 16.3
+1.02% Silt, 53.7+3.22% Sand (Benhamdi et al. 2014).

Eight specimens of H. pallidum were randomly chosen
from the analyzed spoil. The roots of each specimen were
extracted with sterile auger, taken with sterile gloves and put
in sterile flasks after being separated from the aerial part by
sterile scissors.

Isolation and selection of endophytes resistant
to antimony

In order to isolate fungal endophytes, H. pallidum roots
were washed with sterile water to remove soil particles, then
immersed successively in 75% (v:v) ethanol solution for
2 min and in sodium hypochlorite (35° Chlorine) at 5%
for 1 min, finally, washed in sterile water three times to
remove the surface sterilization agents. After the last rinse
and to check the effectiveness of the disinfection, 0.3 mL of
the final rinse water were inoculated into the potato dextrose
agar (PDA) medium supplemented with gentamicin and in-
cubated at 30 °C. The absence of any fungal growth on this
medium indicated that all the fungi that have been isolated
are endophytes (Deng et al. 2011). After that, the washed
roots were cut into small pieces, placed on PDA medium
and incubated at 30 °C for 1 to 2 weeks. After incubation,
the obtained strains were transplanted several times on PDA
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medium in order to be purified. The purified strains were
stored at 4 °C (Deng et al. 2011).

To screen the antimony resistant fungal endophytes, the
obtained isolates were grown on Sabouraud agar containing
per liter of medium: 10 g peptone, 20 g glucose, 20 g agar, and
increasing amounts of antimony in the form of tartrate
(CgH4K,01,Sb, 3H,0 from Sigma-Aldrich). The pH of the
medium was maintained at 6.4 before autoclaving (Mukherjee
etal. 2010). The selection cultures were incubated at 30 °C for
96 h. The fungal growth was monitored daily by reference to
the control (Sabouraud agar culture without addition of met-
al). The lowest concentration of the metalloid, which
completely inhibits the growth of the isolates, was considered
as the minimal inhibitory concentration (MIC).

Resistant strain identification

The resistant isolate was identified by the cultural, morpho-
logical characteristics and analysis of the sequences of the
calmodulin gene, TUB1/TUB2 (5 "TCGACAGCTATTTC
CCCCTT 3") / (5§ ' TAGCATGTCATATCACGGGCAT 3') by
PCR amplification of specific primers.

The sequences obtained after sequencing at Eurofins/
Genomics Laboratory (Germany) were subjected to a se-
quence homology search using the BLAST program at the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) to
search for the closest sequences deposited in Genbank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). For this purpose,
the sequences of the calmodulin gene were aligned with the
sequences of the similar fungi retrieved from the databases
using CLUSTAL X, and a phylogenetic tree was constructed
using the neighbor-joining method (MEGA version 7).

Preparation of fungal biomass for the determination
of Sh toxicity biomarkers

The biomass of the resistant strain was obtained from sub-
merged cultures in the modified Sabouraud broth, composed
of 50 mM citrate buffer (pH 6.4): 10 g peptone and 20 g
glucose, per litter.

The total volume, 50 mL of buffered Sabouraud broth, was
transferred to 250 mL Erlenmeyer flasks. The broth medium
was inoculated with spores of the resistant strain and then
incubated at 30 °C for 96 h in a rotary incubator at 175 rpm
(New Brunswick Scientific, Co., Inc., NJ, USA).

For the biomarkers determination, four media were pre-
pared, aseptically and separately, by supplementing
Sabouraud broth with Sb increasing amounts (5, 10, 20 and
30 mM) in tartrate form. A control medium was prepared with
buffered Sabouraud broth without any Sb additions. The max-
imum dose was determined by the minimum amount of bio-
mass necessary to perform the biomarker toxicity analysis.
The biomass was recovered after a 96 h incubation, after

filtration and rinsing with sterile bi-distilled water. It was then
stored at —20 °C until use (Mukherjee et al. 2010).

The pH variations before inoculation and after
obtaining the biomass were stabilized by the addition of
citrate buffer to the culture media according to the method
of Chakraborty et al. (2014).

Intracellular H,0, assay

The intracellular H,O, content was measured according to
the method described by Chakraborty et al. (2014). The
fresh mycelia (0.5 g) were homogenized in an ice bath
with 5 mL of 0.1% TCA (w:v). The homogenate was
centrifuged at 12000xg for 15 min, then 0.5 mL of the
supernatant was added to 10 mL of the phosphate buffer
(0.5 mM, pH 7.0) and 1 mL of the 1 M KI. The absor-
bance was read at 390 nm. The H,O, contents were de-
termined from a standard curve.

Malondialdehyde (MDA) assay

The MDA was assayed following the method used by
Benhamdi et al. (2014) in order to evaluate the level of lipid
peroxidation. Fresh biomass (0.5 g) was crushed in liquid ni-
trogen and homogenized with a 5 mL solution containing 20%
trichloroacetic acid (TCA) and 0.5% thiobarbituric acid (TBA).
The mixture was incubated at 95 °C for 30 min and the reaction
was stopped by immersing the tubes in ice. The cooled mixture
was centrifuged at 5000xg for 10 min at 25 °C. The non-
specific absorbance at 600 nm was subtracted from the absor-
bance at 532 nm and the MDA concentration was determined
by its molar extinction coefficient: 155 mM ' ecm . It was
expressed in pM g~ ' of fresh biomass.

Intracellular proline assay

The intracellular proline content was determined by the meth-
od adopted by Zhang et al. (2011). Fresh biomass (0.1 g) was
ground in an ice bath. Then, 2 mL of 40% methanol (v:v) were
added after incubation at 85 °C for 60 min and cooled to room
temperature. After decantation, 1 mL of the supernatant was
mixed with 2 mL of acetic acid, 25 mg ninhydrin and 1 mL of
a mixture containing: acetic acid, distilled water and ortho-
phosphoric acid (120:300:80; v:v:v). The mixture was boiled
for 30 min and then placed in an ice bath to stop its reaction. In
order to allow the phase separation, toluene was added to the
mixture and stirred vigorously. The intensity of the red color
of the upper phase was read at 528 nm. The concentration of
proline was determined using the extinction coefficient
0.62 uM ' cm™! relative to the fresh weight.
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Antioxidant enzyme activities assay

For antioxidant enzyme activities measures, the fresh biomass
of the resistant fungal strain (0.5 g) was ground into a fine
powder with a mortar in liquid nitrogen. The proteins were
then extracted at 4 °C with 3 mL of cold potassium phosphate
buffer (50 mM, pH 7.0) containing 0.1% triton X-100 (v:v)
and 1% polyvinylpyrrolidone (PVP) (w:v). The homogenate
was centrifuged at 14000xg at 4 °C for 15 min and the super-
natant was used to measure antioxidant activities (Mukherjee
et al. 2010).

Protein concentrations were quantified according to
Lowry et al. (1951) method, using BSA (bovine serum
albumin) as a standard.

The activity of catalase (CAT) (EC.1.11.1.6) was measured
according to the method of Chance and Maehly (1955). The
decomposition of hydrogen peroxide was determined by its
absorbance decrease at 240 nm (¢ =39.4 mM ' cm '). The
activity of CAT was expressed in tM min ' mg ' proteins.

The total activity of SOD (EC.1.15.1.1) was evaluated ac-
cording to the method of Marklund and Marklund (1974) by
its ability to inhibit autoxidation of pyrogallol at 420 nm. The
SOD unit was defined as the amount of enzyme required to
cause 50% inhibition of pyrogallol autoxidation.

The POD activity (EC.1.11.1.7) was quantified according
to the method of Chance and Maehly (1955); the amount of
purpurogallin formed between H,O, and pyrogallol was mea-
sured at 420 nm and the enzymatic activity was expressed as
U.min ' mg ™' proteins.

The activity of APX (EC.1.11.1.11) was measured accord-
ing to the method of Nakano and Asada (1980) by decreasing
in the absorbance of oxidized ascorbate in the presence of
H,0,at290 nm (¢ =2.8 mM ' cm ). The enzymatic activity
was expressed in uM min ! mg ' proteins.

Fig. 1 Phylogenetic tree
according to distance method
(Neighbor-Joining) based on
the analysis of calmodulin gene

Statistical analysis

The obtained data for the different tested biomarkers at in-
creased Sb concentrations were presented in bar graphs and
correspond to means (= SEM) of 3 repetitions. The signifi-
cance of the differences between the means, at the level of
p<0.05, was estimated using a variance analysis (ANOVA)
followed by the Tukey’s test. The relationships between all
analyzed variables and between those and Sb concentrations
of the medium were tested by the Pearson correlation coeffi-
cients (r). The data treatment was carried out using XLStat
software (XLStat 2014, Addinsoft, Paris, France).

Results
Antimony-resistant strain identification

Of the 36 endophytic strains isolated from the roots of
Hedysarum pallidum Desf., only the isolate Tub-H2 was able
to grow up to 500 mM Sb. This strain showed a rapid growth
at 28-30 °C by covering the agar without Sb with a white
powder at the beginning of the growth which became black
during the development. The mycelium has distinct septa and
black brown spores. The morphological and cultural charac-
teristics of this isolate allowed its affiliation to the genus
Aspergillus.

The analysis of the calmodulin gene sequences indicated
that the resistant strain Tub-H2 was affiliated to Aspergillus
tubingensis with a 100% similarity (Fig. 1).

Thus, the morphological and phylogenetic characteristic
identification makes it possible to conclude that the resistant
strain is Aspergillus tubingensis MH189391.

|: Aspergillus tubingensis
Tub-Aspergillus h2 Tub

sequences using Mega
(Molecular Evolutionary
Genetic Analysis) software
showing the phylogenetic posi-
tion of the Tub-H2 isolate

— Aspergillus neoniger

— Aspergillus luchunsis

0,001
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Antimony effect on fungal biomass

Biomass of Aspergillus tubingensis, represented by its dry
weight (Fig. 2a), decreased significantly with the increase
of Sb concentrations. It was very significantly and nega-
tively correlated with the metalloid concentrations
(Table 1). At 5 mM Sb, A. tubingensis biomass increased
significantly by 25% compared to the control and was

Fig. 2 Dry weight and
Biochemical responses measures,
according to Sb concentrations, in
the endophytic fungus Aspergillus
tubingensis isolated from roots of
Hedysarum pallidum Desf. a dry
weight, b H,O, contents, ¢ MDA
contents, d Proline contents, e
CAT activities, f SOD activities, g
POD activities, h APX activities.
Values represent means + SEM
(N =3). Different letters
discriminate statistical differences
between the measured parameters
at the different antimony (Sb)
concentrations (using ANOVA
followed by Tukey’s test,
p<0.05)
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Table 1 Pearson correlation coefficients between all analyzed variables and between those and antimony culture medium concentrations

Dry weight H,0, MDA Proline CAT SOD POD APX
Sb (mM) —0,710%* 0,868+ 0,841 %+ 0,934 0,688%** 0,919+ —0,656%* —0,745%*
Dry weight 1 —0,535* —0,706%* —0,436 —0,096 —0,498* 0,927 0,911%%*
H,0, 1 0,611* 0,858+ 0,605%* 0,883#%* —0,424 —0,456
MDA 1 0,704%** 0,372 0,711%#* —0,712%* —0,800%*
Proline 1 0,8507%#* 0,711%* —0,395 —0,511%
CAT 1 0,755%* —0,152 —0,277
SOD 1 -0,451 -0,525%
POD 1 0,932 %%

#p <0.05; #4p < 1072, #+4p < 107 (n=15)

slightly lower than those of the control, whereas at 10 and
20 mM Sb they showed an increase of 174% and 197%
respectively, compared to the control. At 30 mM Sb, the
intracellular H,O, contents were significantly higher than
the control that they exceeded by 631%. They were very
significantly and positively correlated with Sb concentra-
tions in media but negatively and significantly with strain’s
dry weight (Table 1).

MDA contents

The MDA contents of A. tubingensis (Fig. 2c) increased
significantly at 5 and 10 mM Sb compared to the control.
At 5 mM Sb they exceeded those of the control only by
30%, whereas at 10 mM Sb they exceeded it by 44%.
From 10 to 30 mM Sb, MDA contents of the strain
remained significantly invariable. They showed positive
and very significant correlation with media Sb concentra-
tions, significant positive correlation with strain’s H,0,,
but significant negative correlation with the strain dry
weight (Table 1).

Intracellular proline contents

The proline contents of A. tubingensis (Fig. 2d) increased
significantly at 5 mM Sb. They were 69% higher than that
of'the control, and significantly closer to the contents obtained
at 20 mM Sb level, while at 10 mM Sb, they decreased to be
also closer to the control, remaining 28% higher.

The proline levels increased significantly at 20 and 30 mM
Sb, exceeding those of the control by 97.50% and 177% re-
spectively. In general, the appearance of the diagram showed a
progressive increase in proline levels with increasing Sb, ex-
cept at 5 mM Sb where a significant increase in proline con-
tents was observed compared to 0 and 10 mM. Moreover, they
were very significantly and positively correlated with media
Sb concentrations strain’s H,O, and MDA contents, but
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negatively correlated, although not significantly, with strain’s
dry weight (Table 1).

Antioxidant enzyme activities

Overall, it appears (Fig. 2e) that CAT activities increased pro-
gressively and significantly according to Sb concentrations in
culture media except at 5 mM Sb. At this concentration, as for
proline level, the CAT was significantly higher than that mea-
sured at 0 and 10 mM Sb and was close to activities measured
at 20 and 30 mM Sb. These latter exceeded that of the control
by 163% and 197% respectively. CAT activities showed pos-
itive and significant to very significant correlations with Sb
concentrations, with strain’s H,O, and proline contents. They
also showed positive correlation, although not significant,
with MDA contents, and no correlation with strain’s dry
weight (Table 1).

SOD activities of A. fubingensis increased steadily, but not
significantly, from 0 to 20 mM Sb (Fig. 2f). It was only at
30 mM Sb that the SOD presented an activity significantly
higher than the control. However, SOD activities showed very
significant positive correlations with Sb concentrations, H,O»,
MDA, proline contents and CAT activities, but, significant
negative correlations with strain’s dry weight and APX activ-
ities. They also showed almost significant negative correlation
with POD activities (Table 1).

The diagrams of POD and APX activities showed a very
similar general aspect. They also had a important similarity to
the biomass diagram. POD and APX activities (Fig. 2g and h)
revealed a slight increase of 111% and 106% respectively at
5 mM Sb. Then they showed significant decrease from 10 mM
Sb, compared to the control. However, the decrease at 30 mM
of Sb (i.e. 3,653 mg L") was respectively only 22% and 29%
of that the control.

Both enzymes had very significant positive correlations
between them and with strain’s dry weight. They exhibited
significant to almost significant negative correlations with
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Sb concentrations, MDA, H,0,, proline contents, and SOD
activities (Table 1).

Discussion

Aspergillus tubingensis, isolated for the first time from the roots
of a steppic antimony acumulator plant Hedysarum pallidum
Desf., growing on Sb mine spoils, proves to be a real endo-
phyte, because it was also isolated from the roots of another
species, Pongamia pinnata, by Huang et al. (2010), and from
tissues of Mangrove trees by Bacal and Yu (2017).

Toxicity in vitro tests showed that A. tubingensis was toler-
ant at concentrations up to 500 mM Sb, namely 60,880 mg L
which corresponds to the maximum level of Sb determined in
the mining region (Benhamdi et al. 2014). Such a resistance
level does not appear to be an exceptional character of this
strain since Qayyum et al. (2016) already demonstrated its re-
sistance to heavy metals.

The toxic effect of Sb on A. tubingensis was highlighted by
the significant decrease of its biomass according to Sb concen-
trations increase. It was also evidenced by the very significant
negative correlation of its biomass with Sb concentrations. The
biomass decrease can be explained by the physiological mech-
anisms modification of tested strain in response to Sb toxicity.
In fact, according to Chakraborty et al. (2012, 2014), non-lethal
metallic amounts induce a disturbance in the membrane perme-
ability of the fungal cell and consequently a significant loss of
essential nutrients for fungal growth. However, A. tubingensis
still preserved a significant biomass (61% of the control) at
30 mM Sb, namely 3,653 mg L' Sb. Such a result shows an
important resistance of this strain to Sb toxicity.

The significant increase in biomass at 5 mM Sb compared
to the control (0 mM Sb), instead of its decrease, shows that
the strain’s growth was stimulated by the presence of Sb. The
concentration of 5 mM, ie 609 mg L™, is relatively high since
the normal levels of Sb in soils are inferior to 8 mg kg™’
(Clemente 2013). It is also much higher than the maximum
Sb content (183 mg kg ') determined in the roots of
H. pallidum from which A. tubingensis was isolated
(Benhamdi et al. 2014). Such a result suggests that the adap-
tation of this fungal strain to excessive Sb levels in the natural
environment has resulted in this element becoming necessary
for its development at a relatively high threshold concentra-
tion. Beyond this threshold, Sb becomes toxic for the strain by
reducing its growth, but its toxicity remains low since the
strain still had an important biomass.

The toxicity of antimony in the medium induced the for-
mation of reactive oxygen species (ROS) such as hydrogen
peroxide (H,O,). This was evidenced by the very significant
positive correlation of Sb concentrations with H,O, contents.
However, it was only from 30 mM Sb that the production of
H,0, became important by being significantly higher than the

control. Indeed, H,O, contents produced at the lowest con-
centrations (5, 10 and 20 mM Sb) were not significantly dif-
ferent from that of the control medium (0 mM Sb). As a result,
the oxidative stress generated by antimony toxicity become
significant only from 30 mM Sb, indicating an important re-
sistance of the strain to concentrations below this level, but
which are still very high.

The ROS, including H,0,, induced by Sb treatments, have
involved a lipid peroxidation (LPO) of the polyunsaturated
fatty acids, of which the final product is malondialdehyde
(MDA). Such a result is highlighted by the very significant
positive correlation of H,O, contents with MDA.

MDA is a reliable indicator of free radical formation. It is
used as a biomarker of toxicity in a variety of living organisms
(Tsikas 2017). It indicates membrane damage leading to a
disruption of the metabolic function and a reduction of
cellular integrity, thus a decrease in growth. Such an effect,
in the case of A. tubingensis, is highlighted by the significant
negative correlations of the strain dry weight with its H,O,
and MDA contents and with the media Sb concentrations.
These results are in accordance with the work of Mukherjee
et al. (2010) which showed that lipid peroxidation increased
steadily with the increase of arsenate amounts in Aspergillus
niger. Similarly, Chakraborty et al. (2014) indicated that the
peroxidation of Aspergillus foetidus cell membrane induced
by cadmium, caused damages in cell wall.

The same results were observed by Benhamdi et al. (2014),
they illustrated that MDA increased with soil Sb concentra-
tions in the roots of H. pallidum Desf. from which
A. tubingensis was isolated. This finding indicates a close
relationship between the host plant and its endophyte.

The low MDA contents at 5 mM Sb would have caused
insignificant membrane damage at this concentration, which
explain the important biomass obtained at 5 mM than at 10, 20
and 30 mM Sb. However, contrary to H,O, contents, MDA
contents determined at the concentrations of 5, 10 and 20 mM
Sb, were significantly higher than that of the control. This
could be explained by the fact that other ROS than H,O, were
involved in the production of MDA.

The very significant and positive correlations of proline
contents of A. tubingensis with Sb treatments, strain’s H,O,
and MDA contents indicate that the intracellular proline in-
crease with Sb concentrations of the medium, H,O, and MDA
contents. Such an increase shows that the production of pro-
line was triggered by the presence of the ROS generated by
the metalloid toxicity. It suggests that proline is involved in
H,0; removal and in preventing the lipid peroxidation.
Furthermore, the negative correlation of proline with fungal
growth suggests that this reduction, due to Sb toxicity, would
be the inducing factor of proline production. Therefore,
A. tubingensis produces intracellular proline to struggle the
metalloid toxicity, reduce its deleterious effects on the metab-
olism, and prevent the reduction of the fungus growth. This
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indicates an important adaptation of the fungal strain to the
excessive contents of Sb. This adaptation seems more impor-
tant at 5 mM Sb since the strain’s proline contents are higher
than at 0 and 10 mM Sb. Indeed, according to Raj and Mohan
(2016), high levels of intracellular proline are specific charac-
teristics of hypertolerant heavy metal populations. They sug-
gest that intracellular proline have a functional role in high
resistance to metals. The obtained results are corroborated
by the works of Chakraborty et al. (2012, 2014): when study-
ing the behavior of Aspergillus foetidus according to Pb (II)
and Cd toxicity, they found out that intracellular proline in-
creased in a gradual and significant way with that of the two
elements in the medium.

Very significant positive correlations of proline with CAT
and SOD suggest that proline production is related to the
induction of these enzymatic activities. Indeed, according to
the works of Zouari et al. (2016), on date palm (Phoenix
dactylifera L. cv Deglet Nour), proline intervenes in allevi-
ation of cadmium stress by promoting CAT activity. Not
only could this be the case for A. tubingensis for CAT but
also for SOD.

The significant increase in CAT activity with Sb treatments
and H,0, contents and their very significant positive correla-
tions show that CAT activity is triggered by H,O, contents,
which are induiced by Sb toxicity. It suggests that CAT is
involved in H,O, removal. In fact, catalases are known to be
implied in one of the mechanisms that protect cells against
cellular components damages caused by H,O, and reactive
oxygen species (ROS) (Teng et al. 2018). Moreover, accord-
ing to these authors, catalase activity is directly regulated by
H,0, concentrations in the medium. So, the H,O, formed by
Sb toxicity would be eliminated by CAT, produced by
A. tubingensis, that neutralizes or reduces its toxic effects.
Such a result indicates an important adaptation of the fungal
strain to the presence of excess Sb in the medium. This adap-
tation seems more accentuated at 5 mM Sb since CAT activity
is higher than at 0 and 10 mM Sb. As it was for MDA, the
CAT activity of the plant H. pallidum, had increased signifi-
cantly with the increase of antimony pollution in soil
(Benhamdi et al. 2014). Such an increase could therefore be
related to the presence of A. tubingensis in H. pallidum roots.

Superoxide dismutase (SOD) is another antioxidant en-
zyme that protects cells against oxidative stress. Thus, the
increase of SOD activity in A. tubingensis with increased Sb
treatments, which are correlated significantly and positively,
prove that the metalloid induced SOD activity of the strain.

Indeed, according to Demidchik (2015), SOD reacts with
superoxide radicals (0,™) to produce H,O, and O,. The pro-
duction of H,O, by SOD makes it possible to reduce the
amount of O,” produced by the stress and thus to prevent
the formation of hydroxyl radicals (OH ) in the Haber-Weiss
reaction. These hydroxyl radicals are the most reactive species
causing LPO, consequently, MDA production. Therefore, the
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very significant positive correlations of SOD with H,O, and
MDA suggest that SOD is involved in HO, and MDA pro-
duction, so, in LPO prevention.

The H,0O,, which is also an oxidant, would be eliminated
by intracellular proline and CAT. This, therefore, explains the
very significant positive correlations found between SOD,
CAT activities, HO, and proline contents.

Benhamdi et al. (2014) also highlighted an increase in SOD
activity of H. pallidum according to Sb contamination in soils.
In addition, it was more important in H. pallidum roots than in
its aerial parts. This suggests that A. fubingensis could play a
role in increasing SOD activity of its host.

POD and APX belong to a group of oxidoreductases found
in fungi which mediate electron transfer from hydrogen per-
oxide (H,0,) and organic peroxide to various electron accep-
tors (Choi et al. 2014). Consequently, the similarity of POD
and APX activities graphs and their very significant positive
correlation could be explained by the fact that they intervene
in the same type of reaction.

Significant decrease of both POD and APX activities with
increased Sb concentration and the very significant and nega-
tive correlations of these enzymes with Sb treatments high-
light a relative inhibition of POD and APX activities by Sb
toxicity. Such inhibition could be linked to the excessive H,O,
production, hence explaining the negative correlations of both
enzymes activities with the strain’s H,O, contents. Indeed,
according to Demidchik (2015), peroxidases could be
inactivated by their substrate, hydrogen peroxide. Similarly,
Feng et al. (2016) noted a reduction in APX and POD activ-
ities of paddy rice roots exposed to antimony and selenium.
The low correlation between both enzymes activities and
H,0, contents may be explained by the fact that other ROS,
such as hydroxyl radicals, would be involved in the inactiva-
tion of A. tubingensis’s peroxidases.

The very significant and negative correlations between
MDA contents and both enzymes suggest that they are not
involved in the LPO prevention.

Since peroxidases monitore a large variety of fundamental
biological processes (Demidchik 2015), their inactivation in-
evitably leads to reduce the growth of A. tubingensis. This
would explain the very significant positive correlations be-
tween both enzyme activities and the strain’s dry weight.

Despite their decreases, the activities of the POD and the
APX are still relatively important since, at a high concentra-
tion of Sb (30 mM ie 3,652.8 mg L"), they correspond to
78% and 71% of those recorded for the control, respectively.
Therefore, this attests to an important adaptation of the strain
to excessive levels of antimony. Such an adaptation also ap-
pears in the exceeding of both enzyme activities at 5 mM Sb
compared to those of the control and the other Sb treatments.

The plant, H. pallidum, from which A. tubingensis was
isolated, exhibited, on the contrary, an increase in the activities
of both enzymes according to Sb increase in soil (Benhamdi
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et al. 2014). This could be explained by the fact that peroxi-
dases of H. pallidum differ from those of A. tubingensis.

Conclusion

The fungal endophyte Aspergillus tubingensis isolated, for the
first time, from the roots of an antimony acumulator plant,
Hedysarum pallidum Desf., showed a high resistance to anti-
mony by growing up to 500 mM Sb in broth media.

This strain showed an important adaptation to Sb toxicity
by the establishment of antioxidant biomolecules defense sys-
tems allowing the endophyte to fight the toxicity of the medi-
um. It appears that proline, CAT and SOD interact to eliminate
H,0, and avoid lipid peroxidation, while POD and APX are
not involved in such a mechanism.

Similarity in some antioxidant responses of A. tubingensis
to Sb toxicity with those of the host plant suggests that the
fungal strain would participate in the protection of H. pallidum
in trapping at least part of the ROS.

These results indicate that A. tubingensis developed indige-
nous mechanisms to tolerate high Sb doses. Although this strain
was originated from terrestrial environment, its resistance to Sb
was demonstrated in a liquid medium. This suggests that this
strain could be a potential agent for bioremediation of both soil
and aquatic environments contaminated by antimony.
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