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Intreduction



Au cours des dernieres années, la pollution par les métaux lourds est devenue l'un

des problémes environnementaux les plus graves [1].

A long terme, une pollution va modifier 1’écosystéeme et donc la dominance des
especes en son sein. En terme de population, on observe des disparitions, des diminutions

voire méme des apparitions de certaines espéces [2].

Les métaux lourds tels que le plomb, le cadmium, le cuivre, le zinc, et le mercure
ne peuvent pas étre biodégradés et donc persistent dans I’environnement pendant de
longues périodes. De plus ils sont continuellement rajoutés dans les sols par diverses
activités : en agriculture par 1’application de boues d’épuration ou dans I’industrie

métallurgique [3].

Ces métaux sont souvent toxiques a faible concentration et les microorganismes
sont les premiers organismes influencés par cette toxicité [4].

De nombreux auteurs ont signalé que la présence de métaux lourds diminuait la
biomasse microbienne soit directement soit en inhibant certaines propriétés biochimiques
du sol indispensables a sa survie. Cependant I’action des métaux est souvent spécifique,
certains microorganismes résistants peuvent survivre a un stress environnemental extréme,
alors que d’autres plus sensibles disparaissent en présence de ces nouvelles contraintes [2].

De nombreuses recherches ont étudié les effets d’un ou de plusieurs composés

métalliques sur les croissances des champignons et des bactéries .Ainsi plusieurs travaux

ont été réalisés au laboratoire de Biologie et environnement de ’université Constantinel .

Dans ce cadre I’impact de I’antimoine ou du Chrome sur la croissance d’ Aspergillus,
de Rhizopus, de Glomus et de Fusarium isolés des rhizospheres des deux plantes
steppiques (Hedysarum pallidum et Lygeum spartum) a été étudié [5].

D’autres travaux se sont intéresses a I’impact des métaux lourds sur les systemes
antioxydants enzymatiques (les superoxydes dismutases, les catalases.les peroxydases ) et
la teneur en proline qui sont des systemes de défense trés efficaces et qui jouent un réle
tres important lors de la détoxification des sols pollués par les métaux lourds.

Notre travail a été mené pour etablir la toxicité de Plomb ou Cadmium a
différentes concentrations sur la croissance et sur quelques systémes de détoxification

d’Aspergillus sp.




Notre mémoire comprend trois chapitres :

Le chapitre I est une synthese bibliographique qui rassemble des données générales
sur I’impact des métaux lourds sur la croissance fongique et sur leur degré de toxicité. Des
mécanismes de résistance fongique a quelques métaux lourds y sont décrits.

Le chapitre Il donne une description des protocoles expérimentaux utilisés d’une

part pour 1’étude de toxicité du Plomb ou du Cadmium sur la croissance fongique a

différentes concentrations sur la souche fongique Aspergillus sp et d’autre part pour 1’étude de
I’impact de ces métaux sur I’activité de la catalase ainsi que sur la production de la proline.
Le chapitre 11l est consacré a la présentation des résultats obtenus et a leur
interprétation. Tout en montrant 1’influence du Plomb ou du Cadmium sur la croissance, la
morphologie, I’activité enzymatique et protéique de la souche Aspergillus sp, nos résultats
mettent en évidence la toxicité plus importante du Cadmium par rapport a celle du plomb et

les limites des systémes de détoxification lorsque les concentrations métalliques sont elevées.




Chapitre I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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Figurel : Tableau périodique des éléments de Mendeleiev [2].

Les lignes violettes délimitent les métaux des métalloides et non métaux. Les métaux avec un fond turquise

sont souvent des polluants des écosystémes et peuvent étre toxique pour ’homme et son

environnement[2].




I .Les métaux lourds

I.1.Généralité sur les métaux lourds

La classification périodique des éléments chimiques selon Mendeleiev regroupe des
métaux et des non métaux. Ces deux groupes présentent des propriétés physiques et

chimiques différentes.

D’un point de vue physique, le terme « métaux lourds » désigne les éléments

métalliques naturels, métaux ou dans certains cas métalloides (environ 65 éléments),

caractérisés par une forte masse volumique supérieure a 5 g/cm ° [3] , et de numéro atomique

¢levé et présentant un danger pour I’environnement et pour I’homme [4].

Ces éléments peuvent étre classés en différents groupes sur la base de leurs

caractéristiques telles que les fonctions et les propriétés électrochimiques[4].

D’un point de vue chimique, les métaux sont d’excellents conducteurs électriques et

participent aux réactions sous forme de cations [2] .

D’un point de vue biologique, on en distingue deux types en fonction de leurs effets

physiologiques et toxiques : les métaux essentiels et les métaux toxiques [3].

Les métaux essentiels sont des éléments indispensables a 1’état de trace pour de
nombreux processus cellulaires et se trouvent en proportion trés faible dans les tissus
biologiques .Certains peuvent devenir toxiques lorsque la concentration dépasse un certain

seuil. C’est le cas du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du zinc (Zn), du fer (Fe) [3] .

Les métaux toxiques ont un caractere polluant avec des effets toxiques pour les

organismes vivants méme a faible concentration. Ils n’ont aucun effet bénéfique connu pour

la cellule [3].

Les métaux lourds sont les polluants les plus fréquemment rencontrés dans les sols
pollués. IIs constituent une menace pour I’environnement et peuvent représenter des risques

pour la santé difficiles a évaluer [6] .

Les métaux toxiques sont nombreux, mais on peut citer surtout I'arsenic, le cadmium,
le plomb et le mercure. Ils ont des impacts sur les végétaux, les produits de consommation

courante, sur I'nomme et les microorganismes [7].




I.2.Le plomb

Le plomb, élément du groupe 1V-A du tableau périodique des éléments de Mendeleiev
(figure1), de masse atomique 207,2 g/mol, posséde une densité élevée de 11,3 g.cm-2 1l
possede un point de fusion de 327°C et sa température d’ébullition est d’environ 1700°C. |l

est difficilement détruit, et non dégradable [3] .

Le plomb est I’un des métaux toxiques présent en grande abondance dans la croute
terrestre (hydrosphére, atmosphére, sol...), La concentration moyenne est approximativement
de 20 ppm. 1l existe plusieurs isotopes stables de plomb dans la nature, les plus abondants
sont : 208Pb, 206Pb, 207Pb et 204Pb [8].

Ce métal est en réaction avec de nombreux composés inorganiques (sulfates, nitrates,

carbonates, chlorure...) soit dans les minéraux soit dans les sols [8].

Le plomb a éte largement employé depuis des siecles a travers le monde pour sa

facilité d’extraction, sa malléabilité, son bas point de fusion. Il est actuellement le 5™ métal

le plus communément utilisé dans le monde [4]. Il a été largement utilisé pour la fabrication
de batteries d’accumulateurs. Le minium de plomb a longtemps été le matériau de choix pour

protéger les piéces de fer ou de fonte de la corrosion [9].

Le Pb est un des polluants métalliques les moins mobiles dans le sol. Il s’accumule
dans I’environnement, n’est pas biodégradable et ne perd pas de sa toxicité avec le temps. 11
est tres toxique pour I'nomme [10] .Ses effets nocifs incluent des dommages sur le systeme
nerveux, la reproduction, le systéme rénal, le flux sanguin, I’altération de la synthése de
I’hémoglobine, entre autres. Certains dérivés inorganiques du plomb sont également
considérés comme cancérigénes probables pour I’homme .Le Pb est classifié dans le Groupe

2A par le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) [9].

1.3. Le cadmium

Le cadmium est un élément naturel présent dans la croQte terrestre & concentration
moyenne de 0.2 partie par million .C’est un métal blanc argent, légerement bleuté [11]. Ce

métal de formule chimique Cd du groupe IIB du tableau périodique des éléments de




Mendeleiev (figurel) , appartenant a la famille des métaux de transition, ayant des propriétés

physiques tres proches du zinc [12] [13].

Le cadmium est toxique dans ’environnement et méme trés toxique sous toutes ses
formes (métal, vapeur, sels, composés organiques). La toxicité du cadmium a été observée sur

des microbes et des champignons du sol, des insectes, des micro-organismes aquatiques [14] .

Le cadmium fait également partie des métaux lourds les plus dangereux pour
I’ Homme. Méme a de faibles concentrations, il tend a s’accumuler dans le cortex rénal sur de

trés longues peériodes (50 ans) [15].

Le Cd est classé comme un cancérogene chez ’Homme (groupe 1) par le Centre
international de recherche sur le cancer (CIRC) [16]. De nombreuses études ont démontré
que ce métal peut induire de multiples cancers au niveau des reins, des poumons, des

testicules ou de la prostate [13].

1.4. L’ Antimoine

L'antimoine est I'6lément chimique métallique de symbole Sb (du latin stibium), de
numéro atomique 51. C'est un solide brillant de couleur argentée [17]. Dans la classification
périodique des éléments (voir figure 1), I’antimoine se situe dans la cinquiéme colonne entre
I’arsenic (As) et le bismuth (Bi) dont il possede certaines de leurs propriétés. Comme

I’arsenic, I’antimoine peut former des composés dont le degré d’oxydation va de—3 a +5 [18].

L’antimoine est peu abondant sur Terre (0,7 % dans I’écorce terrestre) et est surtout
exploité a I’état de sulfure sous forme de stibine ou stilbine. Parfois il se trouve a I’état natif

[19].

L’antimoine et ses composés sont classés dans la liste des polluants prioritaires en

Europe et aux Etats-Unis .La concentration maximale admissible dans les eaux de boisson a

été fixée respectivement a 5 et a 6 pg/l par la Commission européenne et I’'USEPA [19].

L’antimoine n’a semble t-il que des effets néfastes, ¢’est donc un élément trace toxique [17].

Enfin, a I’heure actuelle, aucune fonction biologique de 1’antimoine n’a été démontrée

[18].




I1. Les différentes sources de métaux lourds dans

I’environnement

Le probleme principal avec les métaux lourds comme le plomb, le cadmium, le cuivre
et le mercure est qu’ils ne peuvent pas étre biodégradés, et donc persistent pendant de longues

périodes dans des sols [3].

Une quantité importante de ces métaux lourds est introduite dans 1’environnement par

I’intermédiaire de sources naturelles et humaines [20].
Il .1.Source naturelle

Les métaux lourds sont présents naturellement dans les roches, ils sont libérés lors de
I’altération de celles-ci pour constituer le fond géochimique [7].La concentration naturelle de

ces métaux lourds dans les sols varie selon la nature de la roche, sa localisation et son &ge [3].

Les métaux lourds sont toujours présents dans le sol, dans I’eau souterraine et dans
I’eau de surface. Les concentrations naturelles dans le sol se situent généralement dans une
plage de 1 a 100 mg/kg, mais des valeurs inférieures ou supérieures sont possibles pour

certains métaux [21].

Il .2.Source Anthropique

Les métaux ont été et sont encore largement présents dans un grand nombre d’activités
industrielles et domestiques (origine anthropique) et constituent la source majeure de
contamination [7]. De nos jours, plusieurs activités humaines ont conduit a une augmentation

de la pollution par les métaux lourds [2].
Ainsi les domaines les plus polluants sont :

> L'agriculture avec Il'utilisation massive des engrais (avec leur impuretés), des
pesticides, de I'épandage de boues d'épuration, des lisiers.

» L'industrie et ses rejets de poussieres contenues dans les fumées émises, ou ses rejets
d'effluents gazeux ou liquides.

» L'urbanisation et ses décharges de déchets urbains, 1’augmentation de la circulation

automobile et de la combustion de sources d'énergie fossile [2].




» Les déchets miniers et les terrils industriels qui sont une source particulierement

importante de pollution par le zinc, le plomb et le cadmium [3].

[11. Impact des métaux lourds sur les mycétes

Les contaminations métalliques peuvent impacter la structure des communautés
fongiques et bactériennes du sol [22]. Lorsgue des concentrations toxiques en métaux lourds
sont atteintes dans un environnement, la biodiversité de la communauté microbienne est
modifiée [23].

Les impacts des métaux lourds sur les communautés microbiennes peuvent étre
abordés de diverses facons : la densité (colonie forming units, CFU), la taille, la structure des

communautés (génétique et fonctionnelle) et également I’activité enzymatique [3].

En regle générale, les pollutions métalliques réduisent la diversité et I'abondance des
espéces fongiques, notamment en exercant une pression de sélection favorisant les
populations tolérantes [2].0On observe une diminution de la biodiversité des organismes du sol
(méme ceux dont I’utilité n’est pas encore connue) et une augmentation des populations
tolérantes [24]. Les champignons des principaux groupes taxonomiques sont retrouves sur des

sites pollués et sont capables d'y croitre normalement [2].

On peut modéliser la relation entre la diversité des micro-organismes et un stress

métallique par deux modeles (figure 2) :

> les effets d'un stress de plus en plus intense conduisent a une diminution de la
diversité microbienne (droite).
Un stress modéré permet une domination des especes bien adaptées, et donc une
faible diversité. L’augmentation de I’intensité¢ du stress peut défavoriser ces
especes et permettre a dautres de proliférer. Au-dela d'un certain seuil,
I'intensité du stress est trop importante, cela conduit a I'extinction des
organismes et une diminution de la diversité (courbe) [2] .

De nombreuses études montrent une diminution du potentiel de croissance des

champignons sur du milieu contaminé [24] .




Une inhibition de I’assimilation de 1’azote chez Penicillium involutus est causée par
la présence de métaux lourds. Des changements dans la mobilité et la forme des

mitochondries et vacuoles dus a de fortes concentrations en zinc [24].

te
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Les effets biochimiques se manifestent par I'inhibition de I'activité de certaines enzymes de

respiration des cellules, et de la synthese d'ARN et des protéines [25].




I11. 1. Toxicité des métaux lourds pour les mycétes

Une substance est dite toxique lorsque mise en contact avec un organisme vivant, elle
peut entrainer chez lui une réaction spécifique ou un stress compromettant la réalisation de ses
fonctions physiologiques au point d’avoir des effets néfastes sur lui méme et sur sa

descendance [4].

Tout élément est toxique quand il est absorbé en exces par rapport a la capacité

d'assimilation de I'organisme [10] .

La toxicité d’un métal dépend de sa spéciation (forme chimique) autant que des

facteurs environnementaux [3] .

Les effets toxiques des métaux sont dus a leur grande capacité a se fixer sur les atomes
d’oxygene, d’azote et de soufre et surtout sur les résidus cystéine inhibant ainsi 1’activité de
nombreuses enzymes. Cette inhibition se fait par le blocage de groupes fonctionnels de
molécules biologiques importantes, par le déplacement et/ou le remplacement d’ions
essentiels dans les biomolécules, par le changement conformationnel, la dénaturation et

I’inactivation d’enzymes et la rupture de tous types de membranes cellulaires [24].

Dans le sol, les métaux lourds peuvent exister sous forme d’ion libre ou sous forme
liée a des particules de sol. Cependant, un métal n’est toxique pour les organismes vivants que

s’il est sous forme libre ; il est alors biodisponible [3] .

La biodisponibilité des métaux est, en premier lieu, liée a leur spéciation et a leur
répartition dans les phases solides et liquides des sols. Cette spéciation est dépendante des
caracteristiques physico-chimiques des sols [22].

La toxicité des métaux lourds pour un méme organisme dépend du type de sol, de sa
disponibilité de chaque minéral dans ce sol et de I'état physiologique du micro-organisme
[10].

La toxicité des métaux lourds n’est pas un processus absolu mais dépend de plusieurs

parameétres et phénomenes [4].

Parmi lesquels, la capacité d’échange de cation (CEC), le PH, le potentiel redox (Eh),
la teneur en phosphate disponible, la teneur en matiere organique, les activités biologiques

[3].




Le pH est un facteur important influencant la solubilité et la spéciation du métal et
donc sa toxicité [4]. Quand le pH diminue d’une unité, la concentration des cations
métalliques libres augmente d’environ un facteur 2 dans la solution de sol et par conséquent

améliore la phyto-extraction [3].

D’une maniere plus générale, le pH influence les conditions d’oxydoréduction du sol,
affectant ainsi les mécanismes d’absorption-désorption ou de précipitation- dissolution qui en
dépendent. Une acidification du sol entraine un déplacement des métaux de la phase solide du
sol (désorption) vers sa phase aqueuse (dissolution).Cette tendance est plus ou moins forte
selon le métal considéré, et sera par exemple plus forte pour le cadmium que pour le zinc et le
plomb [22].

Les travaux de BACHICH et STOTZSKY (1977 ; 1979) sur les effets du pH sur la
sensibilité au Cd de plusieurs bactéries, des actinomycétes et des champignons ont montré
que la toxicité du Cd décroit a pH alcalin pour la plupart des microorganismes testés et la

toxicité du Pb chez les champignons diminue quand le pH augmente de 5a 9 . La faible

toxicité a pH alcalin est plutét liée a la formation de Pb OH" qui est moins toxique que la
forme libre Pb** [4].

I11. 2. Resistance des souches fongiques aux métaux lourds

La survie d'organismes en présence de métaux toxiques dépend principalement de leurs
propriétés biochimiques et structurales intrinseques, ainsi que de leur adaptation
physiologique et/ou génétique. Cette survie n'est possible, en effet, que par la mise en jeu de
mécanismes de tolérance aux métaux lourds, Apres avoir défini les termes de résistance et de

tolérance, nous détaillerons ces différents mécanismes [26].

111.2.1.La tolérance

La "tolérance” a un métal peut étre définie comme la capacité d'un organisme a
survivre a la toxicité des métaux par le moyen de propriétés intrinséques (possession de parois
cellulaires pigmentées imperméables, ...) et/ou de la modification de la toxicité par des

parameétres environnementaux [26].




Les champignons révélent une tres grande tolérance vis-a-vis des métaux lourds et
deviennent des organismes dominants dans certains habitats pollués. Les mélanines qui sont
des pigments sombres situés dans la paroi de cellule fongique (mais également peuvent
exister sous forme de polymeres extracellulaires) peuvent réduire l'effet toxique de métaux

lourds grace a la présence de différents groupes [27].

Des études ont montré des variations génétiques aux niveaux interspécifiques pour des

champignons ectomycorhiziens tolérants au Cd [28].

Les champignons des sites métalliques pollués ont révélé une trés grande tolérance du

métal et une capacité de bioadsorption de chrome et de cadmium [29].

Les champignons tels que Rhizopus stolonifer, Trichoderma viride, Fusarium

oxysporum, Fusarium conglutinans, Cunninghamella echinulata, Aspergillus et Penicillium

ont toléré des concentrations élevées en cadmium (100-250 ug) [30].

Aspergillus niger a le plus toléré des concentrations en Pb (CMI 600mg /L) par

rapport a Aspergillus flavus, Fusarium solani, penicillium chrysogenum [27].

111.2.2.La résistance

Le terme de "résistance" peut étre défini comme la capacité d'un organisme a survivre
aux effets toxiques des métaux par la mise en ceuvre d'un mécanisme de détoxification en
réponse directe a I'élément métallique concerné (synthese de métallothionéines par exemple)
[25].

La résistance aux métaux lourds dans un environnement donné dépend des types

microbiens, des genres et des especes testées [4].

Les champignons filamenteux isolés appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Alternaria et Geotrichum sont résistants a de fortes concentration en Pb, Cr, Cu et
Zn [31].

Les souches de levures comprenant les genre Candida et Rhodosporidium isolées de

milieux contaminés par le Cr sont résistantes a de fortes concentrations en chromate par




rapport a Saccharomyces cerevisiae, qui est plus sensible. Et chez certaines espéces de
Candida et Rhodosporidium, le mécanisme général de la résistance au chromate est lié a

I'absorption d'ions réduit, plutot pour la reduction biologique de Cr (V1) en Cr (111) [32].

111 .3.Mécanismes de résistance

Les micro-organismes doivent développer des mécanismes de résistance
contrebalancant I'effet des hautes concentrations en métaux lourds tout en assurant le maintien
du role biologique des ions essentiels[34].Pour cela ils peuvent limiter I’accumulation des

métaux dans les cellules (exclusion), stocker 1’¢lément toxique dans les vacuoles (chélation et

séquestration) et/ou activer les systémes antioxydants (protéines de réponse au stress) [35].

II1.3.1.L’immobilisation du métal

Des eléments toxiques en métal comprenant des radionucléides peuvent étre liés,
accumulés, et précipités par des mycetes. Les mycétes peuvent agir en tant que récepteurs du
métal par absorption, bioaccumulation et précipitation de composés métalliques sur des
hyphes [2].

111 .3.1.1.L>absorption

L’absorption signifie que les ions toxiques entrent dans la cellule alors que 1’efflux

décrit I’expulsion de ces ions par la cellule [4].

Les métaux sont directement absorbés par les micro-organismes en fonction de leurs
besoins nutritifs .Les champignons absorbent des métaux en deux phases (active et passive)

dépendantes ou indépendantes du métabolisme de la cellule [25].

Les interactions physico-chimiques entre les métaux et la biomasse microbienne
porte le nom de "biosorption». La paroi des cellules fongiques joue un réle de protection et
agit telle une barriere controlant I'absorption des solutes (essentiels et/ou toxiques) dans la

cellule et modifie indirectement la composition ionique intracellulaire en interagissant avec




I'état hydrique de la cellule donc la fixation directe des métaux par les champignons se

produit dans certains cas au niveau des parois [27].

La paroi des champignons filamenteux (constituée d'une série de couches de bio-
polymeres glucidiques comme la chitine le chitosane, les glycanes, les polyuronides, les
mannanes, les celluloses) porte de nombreux groupements anioniques, véritables piéges des

cations métalliques [25].

Il apparait que la biosorption des métaux sur les parois cellulaires fongiques est un

phénomeéne complexe faisant appel a différents composants et différents mecanismes [36].

L'absorption des métaux lourds par les champignons est conditionnée par de
nombreux facteurs physico-chimiques tels que le pH, la température, la matiére organique, la

nature des cations et des anions [30].

La connaissance des mécanismes d'absorption des métaux (essentiels ou non) a
énormément progressé ces dernieres années, notamment grace a la complémentation
fonctionnelle de souche de levures déficientes. Ainsi de nombreux transporteurs de métaux

ont pu-étre cloneés et caractérisés notamment chez la levure [2].

Un groupe de transporteurs appartenant a la famille ZIP (ZRT, IRT related Protein)
est impliqué dans l'absorption de Fe'+ et de Zn2+Chez Saccharomyces cerevisiae . Les
homologies de séquences ont permis 1’identification de ZRT1 et ZRT2. Ces deux protéines

sont des transporteurs de zinc a forte et faible affinités, respectivement [2].

La sorption des metaux a été rapide (< 30 min) due principalement a I'adsorption

passive. L’adsorption était la plus élevée dans une communauté de Glomus mosseae tolérante

aux métaux lourds isolée a partir d'un sol traité avec des boues contaminées par des métaux
lourds, elle est capable d” adsorbé jusqu'a 0,5 mg de Cd par mg de biomasse séche , ce qui
correspond 3 fois la capacité de liaison de champignons non-tolérants , et de 10 fois plus

élevée pour Rhizopus arrhizus [37].

Plusieurs études ont montré une corrélation entre une absorption réduite de Cu et la
tolérance au Cu. Des souches de levures résistantes aux métaux lourds montrent une
absorption diminuée du Cu, Cd et Li. Cependant, ce phénomeéne de tolérance accrue due a une

absorption réduite de métaux, n'est pas une caractéristique universelle [27].




111 .3.1.2.La bioaccumulation

La bioaccumulation désigné la capacité des organismes a absorber et concentrer dans
tout ou une partie de leur organisme, certaines substances chimiques, éventuellement rares
dans I'environnement (oligoéléments utiles ou indispensables, ou substances toxiques
indésirables) [14].

La bioaccumulation des métaux lourds et d'autres composés chimiques est un
phénomeéne, qui a pour conséquence une concentration en polluant dans un organisme vivant

supérieurs a la concentration de ce polluant dans le biotope de I'organisme [20].

Les champignons sont des bioaccumulateurs d” éléments traces métalliques (ETM ) et

en ce sens peuvent parfois étre utilises pour caractériser la pollution d’un site [38].

La bioaccumulation par des champignons vivants est un systeme auto-renouvelable
par la croissance des micro-organismes. Dans ce systéme, on a la possibilité d'immobiliser des
métaux par la modification chimique, par le transport intracellulaire, a l'aide de la dégradation
enzymatique des composes organométalliques ou encore par la synergie de plusieurs micro

organismes [27].

Les champignons sont capables d’accumuler du Cd dans leurs carpophores en

quantité variable suivant I’espéce (jusqu’a 5.7 pg/g? de poids sec pour Suillus luteus). Des

études ont montré que le rapport de concentration en Cd dans la biomasse fongique divisée

par celle du sol peut varier de 2 a 1000 suivant I’espéce (maximum pour Amanita muscaria)
[39].

Agaricus bisporus posséde la capacité de bioaccumuler sept métaux lourds (Pb, Cd,
Hg, Fe, Cu, Mn, Zn) [40].

111 .3.1.3.La précipitation de composés métalliques sur des hyphes

En ce qui concerne la fixation des ETM, la paroi des hyphes mycéliennes fonctionne un
peu comme une résine échangeuse d’ions en libérant des protons et en captant des cations
[38].

Lorsqu’un ascomycete formant des mycorhizes éricoides est traité avec des

concentrations en Zn, des changements dans la morphologie des hyphes peuvent se produire




.De plus observe également des gonflements apicaux et une augmentation des branchements
dans les régions subapicales, ainsi qu'une augmentation significative de la quantité de chitine

dans les hyphes traités aux métaux [34].

111.3. 2. La biotransformation

Les champignons, ainsi que d'autres organismes, peuvent effectuer des

transformations chimiques des métaux par oxydation, réduction, methylation [27].

Le but de ces transformations est souvent la neutralisation de la toxicité du métal visé
soit directement (le métal est ainsi moins ou non toxique apres la transformation) soit

indirectement en rendant le metal volatile par exemple [2].

I1L.3. 2 .1 .L’oxydoréduction

Les micro-organismes peuvent mobiliser les métaux, métalloides et les composés
organometalliques par réduction et processus d'oxydation [41].Ces réaction visent

principalement a protéger I’organisme de I’effet potentiellement toxique des métaux .En ce

sens, elles sont donc spécifiques & un microorganisme donné [42].

Plusieurs champignons précipitent les métaux et les métalloides aux formes réduites
sur les hyphes fongiques. Par exemple, I'argent (1), la réduction en argent élémentaire argent
(0). La réduction de mercure (1) pour le mercure volatil (0) peut aussi étre induite par des

champignons [43].

La réduction de Cr (II) en Cr (I) est un mécanisme potentiel de détoxification et de
contrdle de la dispersion du Cr elle peut étre réalisé par des champignons tels que Penicillium
fluorescens et Aspergillus sp, isolés sur un sol contaminé et qui ont également montré

d’excellentes capacités de biosorption du Cr sur leur paroi [42].




I11. 3. 2.2. La biométhylation

La biométhylation est une réaction chimique qui ajoute un groupement méthyle au
métal, principalement Sb ou As ou Hg permettant ainsi sa volatilisation ; elle aurait un réle de
détoxification [36].

La méthylation microbienne de métalloides pour donner des dérives volatils tels que le

dimethylselenide ou le triméthylarsine est un phénomene bien connu [43].

La méthylation de I’Hg et d'autres métaux peut étre catalysée par de nombreux
champignons, et peut étre considérée comme un mécanisme de détoxication puisque les
especes methylées sont souvent plus volatiles et peuvent étre relarguées dans

I’environnement. [36]

Plusieurs especes bactériennes et fongiques sont capable de méthylés des composeés de
I'arsenic comme l'arséniate [As(V), ASO] arsénite [As(l11), ASO] et lI'acide méthylarsonique
(CH3HzAsOs) a volatile diméthyl- (CH & AP) ou triméthylarsine (CH et A) [43].

I11. 3.3 . La solubilisation

La solubilisation provient de la production des composés acides tels que les acides

carboxyliques, phénoliques, aliphatiques, nitrique et sulfurique [3].

La tolérance en métal et la capacité de solubilisation varie considérablement entre les

différents minéraux et des espéces fongiques [44].

La solubilisation au métaux est assurée par le rejet dans le sol de protons(ion H+) et
d’agent de complexant organique pouvant agir séparément ou en combinaison .Les

composées organiques intervenant dans ce mécanisme font généralement partie de molécules

organique de faible masse moléculaire contenant des groupes réactifs carboxyles ou phénols,

telles que les acides organiques, les biosurfactants et les sidérophores[45].

Les champignons ont été isolés a partir des roches et du sol contenant le zinc, ils ont
été choisis pour leur capacité a solubiliser et transformer trois composés de zinc insolubles :
Zn0O, ZN3 (PO) 4, et ZnCO3 [46].




Quatre mécanismes de solubilisation des composeés solides métalliques peuvent étre

observés chez les champignons:

» 1’acidolyse (solubilisation des métaux par acidification).

> la complexolyse (complexation des métaux par des acides organiques ou
aminés).
la redoxolyse (par exemple, la réduction de I'ion ferrique provoquée par l'acide
oxalique).
la bioaccumulation, le mycélium fonctionnant comme un lien (les actes de
mycelage comme une capture, un emprisonnement des ions métalliques).

Les trois premiers mécanismes se produisent par le moyen des protons et des acides
organiques excrétés par les champignons. Le quatrieme processus peut étre observé si les
champignons accumulent un ion métallique provenant de la solution et causent la
solubilisation continue de cet ion par la perturbation de I'équilibre entre sa forme solide et sa

forme dissoute [47].

111 .3.4.Systeme de détoxification anti-oxydatif

Dans les systémes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et la destruction par des systemes de défenses anti-

oxydantes [48] .

La production de radicaux libres est induite directement ou indirectement par les

métaux [27] .Ces radicaux libres provoquent notamment des dommages sur I’ADN, les

proteines cellulaires essentielles et les lipides membranaires (peroxydation lipidique), pouvant

aller jusqu'a la mort cellulaire [49].

Les cellules possedent des mécanismes de défense endogenes enzymatiques et non
enzymatiques appelés antioxydants . De maniére générale ces mécanismes suffisent a

renverser le stress oxydant, résultant du metabolisme aérobie [49] .

Un antioxydant se définit comme toute substance qui, lorsqu’elle est présente a une
faible concentration comparée a celle d’un substrat oxydable, retarde ou prévient

significativement 1’oxydation de ce substrat [50].




Le systeme anti-oxydant jouerait un réle central dans la détoxication des métaux
lourds ayant pénétrés dans la cellule. II est donc important de bien comprendre d’une part les
événements conduisant a un stress oxydant et d’autre part les mécanismes biochimiques

impliqués dans la réponse a ce stress [51] .

111 .3.4.1. Systemes antioxydants enzymatiques

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense tres
efficaces. La catalase, la superoxyde dismutase et certaines peroxydases permettent d’éliminer

les Especes Oxygénées Réactives (EOR) sous forme d’H,O [52].

Ces trois activités enzymatiques clefs occupent une place centrale dans les

mécanismes de detoxication d’espéces réactives de I’oxygene (ROS) [51].

Les capacités de ces enzymes varient avec l'augmentation de la quantité de métaux
dans les cellules, et peuvent dés lors éliminer efficacement les formes réactives de I'oxygéne
[27] . Une déficience ou une absence de ces composés antioxydants entrainent un stress

oxydant [53].
a) Les superoxydes dismutases

Les Super Oxydes Dismutases (SOD) appartiennent au groupe des oxydoréductases
(EC1.15.1.1). Elles sont présentes dans toutes les cellules et sont des enzymes essentielles,

pour tout organisme vivant [54].

Le role déterminant de la SOD dans les systemes de défense antioxydante de

I’organisme est connu depuis 1968. Le point de départ de la chaine de production des

radicaux libres est I’ion superoxyde (O%). Or, dés ce stade précoce, la SOD inactive cet ion en

le transformant en peroxyde d’hydrogéne (H,0,) [48] .
20°°+2H ——— H,0,+0;

Le peroxyde d’hydrogéne est ensuite rapidement catabolisé par la catalase et les

peroxydases en dioxygene (O,) et en molécules d’eau (H,0) [55].




Suite a l'apport de Cu, une augmentation de la capacité de SOD a été mise en
évidence chez divers organismes telle que le champignon Dactylium dendroides et chez la
levure [27].

b) Les catalases

Les catalases, ou H,0, oxydoréductases (EC 1.11.1.6), sont des enzymes vitales
présentes chez toutes les especes vivant en aérobiose [57].Elles sont localisées dans les

peroxysomes [58].

Elles participent a la détoxification de la cellule en catalysant la réaction de dégradation

du peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygene gazeux [59].
2 H,O, — 2 H,O +0,

La structure stable des catalases rend trés résistante au pH acide, a la dénaturation

thermique et a la protéolyse contrairement a la plupart des autres enzymes [59].

L’activité de la catalases diminue avec I’augmentation des doses de plomb et cadmium
dans les sols étudiés. Et de méme étude a montré la diminution de I’activité de cette enzyme
suite & un traitement par le cadmium chez Pisum sativum, Phaseolus vulgaris et Helianthus

annuus [60].

La détoxication du chrome par A. Niger peut étre médiée par un systéme antioxydant

enzymatique telle que la peroxydase, la catalase et de peroxyde d'ascorbate [61].

Une augmentation de ’activité de catalase a également rapporté chez Aspergillus niger
a la suite de 1’augmentation de stress polluant [62].

¢) Les peroxydases

Les peroxydases(POX) (EC 1.11.1.x) sont des enzymes hemoprotéiques de la

famille des oxydoréductases, elles sont produites par de nombreux végétaux et

microorganismes en faible quantité. Ces enzymes jouent de grands réles dans la croissance, le

développement et le systéme de défense des plantes et les microorganismes[63].

Les POX permettent comme les catalases, la réduction de H,O, en eau et en oxygene
moléculaire. Cependant, a la différence des catalases, les POX nécessitent la présence d’un

substrat particulier pour réaliser leurs activités. Deux types principaux de « molécules




antioxydantes » sont utilisés comme substrat par les peroxydases : 1’acide ascorbique (ASC)

et le glutathion (GSH). Ces deux molécules participent au cycle « ascorbate/glutathion » [51].

L'induction des peroxydases a été observée dans les feuilles et les racines de
nombreuses espéces végétales apres I'application de quantités toxiques en Cd, Cu, Ni, Pb, Hg,
Zn et Al [27].

I11. 3.4 .2. Les composés de détoxification

Le mécanisme, par lequel les radicaux libres sont éliminés, fait souvent appel a des
composés tels que le glutathion, I’ascorbate, 1'a-tocophérol, les hydroquinones, le B-caroténe,

les flavonoides et la proline [55].

Les acides aminés libres, comme la proline, 1’histidine et la cystéine, s’accumulent
lors d’un stress métallique et pourraient étre eux aussi impliqués dans la chélation de divers

métaux lourds, notamment du zinc et du nickel [51].

La Proline est un acide aminé protéinogénique essentielle dans les métabolismes
primaire [64].Elle peut fonctionner comme un capteur osmolyte radicale, stabilisateur de

macromolécules et un composant de paroi cellulaire [65].

La proline est 1'un des solutés compatibles le plus fréquemment accumulé en réponse
a des contraintes environnementales variées et joue un role important dans la tolérance des
plantes et chez les champignons et d’autre microorganismes . La proline a été proposée
comme stabilisateur de protéines et de complexes macromoléculaires, piégeur de radicaux
libres et régulateur du potentiel redox cellulaire. La concentration intracellulaire de la proline
dépend d’une régulation fine entre sa biosynthése et sa dégradation. Cependant le rdle exact

de la proline et les voies de signalisation impliquées dans la régulation de son métabolisme ne

sont pas encore completement élucidés[66] .




Chapitre I1 : matériel et méthodes




I. Objectifs

Notre sujet entre dans le cadre de I’étude de I’impact du plomb ou du cadmium sur la
croissance et I’activité enzymatique d’une souche fongique appartenant a Aspergillus sp.

Ce travail, effectué¢ au sein du laboratoire de Biologie et environnement de 1’ université
Constantine 1, nous permettra par I’intermédiaire des tests de toxicit¢ du plomb ou du
cadmium a différentes concentrations de déterminer le degré de résistance de la souche
étudiée vis-a-vis de ces éléments.

De plus les dosages de I’activité de la Catalase et de la production de la proline de
cette souche fongique permettront de mettre en évidence la réponse biochimique au stress
métallique.

I1. Description de la souche testee

La souche fongique utilisée pour cette étude a été isolée dans le laboratoire de Biologie
et environnement de I’université Constantine 1.C’est une souche isolée de la rhizosphére de
Lygeum spartum (plante steppique poussant sur des déblais de mine d’antimoine) et identifi¢e
comme appartenant au genre Aspergillus sp [5]. Les caracteéristiques de cette souche fongique
sont données en annexe.

La souche Aspergillus sp est conservée en suspension sporale a différents dilutions
(10*,10%,10%,10%) a 4°C.

I11. Impact du plomb ou du cadmium

I11. 1.Sur la croissance fongique

Deux experiences ont éte réalisées pour cette etude:
» Tests in vitro gélose Czapek-Dox
cette expérience consiste en une culture sur gélose Czapek-Dox supplémentée en métal
a différentes concentrations en Pb (soit OmM, 2,5mM,5mM,7,5mM,10mM,15mM) ou en Cd
(OmM,  0,0025mM,0,005mM,0,0075mM,0,010mM,0,015mM,0,020mM ,  0,0256mM la
composition et la préparation de ces milieux donnée en annexe.
Dans chaque boite de Pétri contenant 15 ml de gélose Czapek-Dox supplémentée en

métal (Pb) ou (Cd) a une concentration donnée, un disque a été réalisé au centre de la

boite .Puis & I’aide d’une micropipette 0, 33uL d’un inoculum de la dilution 10 de la souche

testée a été ensemence.
Apres incubation a 28°C pendant 96 heures, la croissance fongique est estimée par la

mesure des diametres des colonies obtenues.




La concentration minimale inhibitrice de métal (Pb) et (Cd) pour une souche fongique
donnée est celle qui inhibera totalement la croissance (D=0cm).

Remarque : Ces cultures sont utilisées pour 1’observation morphologique des souches et pour
le test présomptif de la catalase.
» Tests in vitro sur bouillon Czapek-Dox

Cette expérience consiste en une culture sur bouillon Czapek-Dox supplémenté en métal
a différentes concentrations en Pb (soit OmM, 2,5mM, 5mM, 7,5mM 10mM, 15mM) ou en Cd
(OmM, 0,0025mM, 0,005mM, 0,0075mM, 0 ,010mM,0.015Mm). (voir annexe )

Dans chaque erlen contenant 50 ml du bouillon Czapek-Dox supplémenté en métal (Pb)
ou (Cd) a une concentration donnée , a I’aide d’une micropipette 138 uL d’un inoculum de la
dilution 10™ de la souche testée a été ensemencé .

Aprés incubation avec agitation (C24 INCUBATOR SHAKER) a 28°C a rotation 185
RPM pendant 8 jours, la croissance fongique est estimée par le poids des biomasses séchées.

Remarque : Ces cultures sont utilisées pour le dosage de ’activité enzymatique et en proline.

I11. 2. Sur les caractéristiques culturales et morphologiques

Les caracteres culturaux sont suivi par l’observation macroscopique de la souche
Aspergillus sp.

La morphologie de la souche fongique Aspergillus sp est suivi par 1’observation
microscopique (sous microscope optique LEICA DM750).des fragments mycéliens prélevés

sur les colonies qui se sont développeées sur gélose Czapek-Dox supplémenté en Pb et Cd.
I11. 3. Sur Pactivité de la Catalase

L’activité de la catalase est effectuée en réalisant deux tests sur la souche fongique :un test
présomptif et un test confirmatif.
» Test présomptif :
Une goutte d’eau oxygénée (H,O,) est déposee sur le mycelium obtenu aprés culture
sur gélose.
Le résultat est observé immédiatement en remarquant 1’apparition des bulles gazeux

(test positif).

» Test confirmatif
La méthode utilisée est celle de CHANCE et MACHLY (1967)[77].(Voir Annexe ).




L’activité de la catalase est déterminée par spectrophotométrie (spectrophotomeétre
Jenway 6315) en mesurant 1’absorbance a 240 nm lors de la décomposition de H,O, par
I’enzyme.

Une unité de la catalase décompose 1ml de H,O, en 1 min a 25C.[62]

I11. 4. Sur la teneur en proline :

La méthode utilisée est celle de TROLL et LUIDSLEY (1955) [42]. (Voir Annexe).
La teneur en proline est déterminée par spectrophotométrie (spectrophotomeétre Jenway
6315) en mesurant 1’absorbance a 528 nm .

La teneur en proline en est exprimée en pMol/mg de M.S.
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Figure 3: Impact de Pb sur la croissance fongique d’4spergillus sp sur gélose Czapek-
Dox supplémentée en Pb a différentes concentrations
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Figure 4. Courbes normalisées de I’impact du Pb sur la croissance fongique
d’Aspergillus sp apres 96h sur milieu Czapek-dox supplémenté en Pb a différentes
concentrations




I. Impact du plomb

I.1.Sur la croissance fongique

1.1.1. Sur gélose Czapek-Dox

Les résultats mentionnés dans les figures 3 et 4 permettent de constater une diminution
progressive de la croissance fongique d’Aspergillus sp  avec D’augmentation de la
concentration de plomb dans le milieu de culture jusqu’a atteindre une CMI de 15mM (3108
mg/L).

Nos résultats sont en concordance avec plusieurs travaux qui ont montré que dans les
milieux de culture supplémentés en plomb a différentes concentrations, la croissance des
champignons a diminu¢ progressivement avec I’augmentation de la concentration métallique
[1] [27] [31].

EZZOUHRI et al (2009) ont constaté que les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) d’Aspergillus niger et de Penicillium résistants au Pb sont différentes. De fortes
variations entre ces champignons testés ont éte enregistrées. Elles sont dépendantes de la
souche fongique, de I’¢lément métallique et de sa concentration. La CMI d’Aspergillus
niger est de 20 - 25 mM pour Pb et celle de Penicillium sp est de 12.5 -15 pour Pb [31].

Par contre, d’autres auteurs ont trouvé, pour le plomb, des CMI beaucoup plus faibles
: Les CMI d’Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium solani, Penicillium chrysogenum
sont respectivement de 200mg /L, 600mg/L, 100mg/L et 200mg/L [27].

1.1.2. Sur bouillon Czapek-Dox en culture agitée

La figure 4 permet de constater une diminution progressive de la biomasse fongique
avec I’augmentation des concentrations de plomb dans le milieu de culture jusqu’a atteindre

une CMI del5mM (3108 mg/L).

L’étude ’ACHARD-JORIS (2005) a montré que la concentration de 0,8mM en Zn a
inhibé la croissance des microorganismes testés (bactéries et champignons) quelque soit le

milieu de culture utilisé (milieu gélifié ou liquide) [67].




[Pb]= 2.5Mm

[Pb]=5mM [Pb]=5mM
Gx10 Gx40




[Pb]=7.5mM
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Figure 5 : Etude microscopique comparative de la souche Aspergillus sp a différentes
concentrations en Pb (grossissement x10 et x40)




1.2. Sur les caracteres culturaux et morphologiques de la souche fongique

L’observation macroscopique de la souche Aspergillus sp permet de constater qu’aucune
modification dans les caractéres culturaux de la souche (aspect poudreux, couleur jaune) n’a

été constatée. (Voir figure 3)

L’observation microscopique de la souche permet de constater une modification
morphologique de la souche avec 1I’augmentation de la concentration en plomb dans le milieu
de culture. Des changements de I’aspect du mycélium, des déformations des conidiophores et

une diminution du nombre des spores ont été observés. (Voir figure 5)

A 0 mM en Pb, le mycélium observé est septé, clair et large, les conidiophore sont lisses
sans ramification, les tétes conidiennes sont radiées et bisériées a vésicules globuleuses, et
conidies globuleuses, le nombre des spores est important. (Figurel6en annexe)

A 2,5 mMen Pb, le mycélium est un peu fin , les tetes conidiennes sont nombreuses et
plus petites. (Figure 5a et b)

A5 mM , le mycélium est un peu plus fin ,les tétes conidiennes sont moins nombreuses
avec de petites vésicules sphériques. Le nombre de spores diminué. (Figure 7c et d)

A 7,5 mM en Pb, le mycélium est émacié, les tétes conidiennes sont moins nombreuses
par rapport a 5 mM avec de tres petites vesicules cylindriques. Le nombre des spores est plus
faible. (Figure 5 e et f)

A 10 Mm en Pb, le mycélium devient plus fin, moins dense et court. Les tétes
conidiennes en forme d’épingle de cheveux sont en faible nombre. (Figure 5 h et )

L’étude d’ELKHAWAGA (2011) a montré que 200 mg/L de Pb dans le milieu
provoquent des déformations de hyphes d’Aspergillus nidulans. Cette déformation s’accentue
avec 1’augmentation de la concentration métallique [1].

Le plomb, métal moins toxique que les autres métaux testés (Cd et Zn), a causé des
variations dans les caracteres culturaux et morphologiques de Penicillium sp [71].

L’observation au microscope optique de souches fongiques cultivées dans des milieux
de culture supplémentés en antimoine a différentes concentrations, a révélé sur le plan
morphologique des modifications plus ou moins importantes selon  la concentration de
I’antimoine: A 500 mg/L de Sb, des changements de 1’aspect du mycélium et une réduction
des spores ont été notés [42].

Apres observation sous microscope électronique,  des déformations dans les
conidiophores mycéliens d’Aspergillus niger ont été mises en évidence lorsque la

concentration d’arsenic dans le milieu est élevée [74].




La répartition des ions de mercure a la surface du mycelium d'Aspergillus versicolor a

provoqué des changements morphologiques dans les structures de myceélium [72].

Figure 6: Test présomptif de I'impact du Pb sur P’activité catalasique d’Aspergillus sp

sur gélose Czapek-dox

Densité optique a 240nm

[Pb] mM sur bouillon Czapek-dox

Figure 7: Courbe normalisée de I’'impact du plomb sur I’activité catalasique

d’Aspergillus sp.
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Figure 8 : Courbe normalisée de I’impact du plomb sur la teneur en proline
d’Aspergillus sp.

|.3. Sur ’activité de la catalase

Le Test présomptif permet de mettre en évidence un dégagement des bulles gazeuses

ce qui indique une production de catalase dans le milieu de culture (Voir figure 6).

La figure 7 montre une diminution progressive de I’activité de la catalase avec
I’augmentation de la concentration de plomb dans le milieu de culture.

L’étude de LIU et al (2007) a montré qu’il existe une corrélation négative entre

I’activité enzymatique du sol et la teneur en plomb et en cadmium du sol irrigué par des

eaux usées. L’activité de la catalase du sol diminue avec I’augmentation des concentrations
métalliques, par conséquent, la catalase peut étre considérée comme 1’indice biochimique qui
refléte le degré de pollution par le Pb et le Cd [60] .

L’activité de la catalase pour toutes les souches testées (Fusarium sp, Aspergillus sp,
Glomus sp, Rhizopus sp) a diminué progressivement avec I’augmentation de I’antimoine dans
le milieu [42] .

Pour le Cr, ’activité de la catalase dans les sols a diminué avec 1’augmentation de Cr.

A 20 mg/kg en Cr, I’activité de la catalase a été inhibée [74].




L'activité catalasique chez Aspergillus niger a augmenté initialement lors d'un

traitement par 1’arsenic a des concentrations allant jusqu'a 50 mg/L .Puis au-dela de cette

concentration, une diminution de cette activité a été notée. Elle est trés faible a 100 mg/L
[75].
1.4.Sur la teneur en proline

La figure 8 montre une augmentation progressive de la teneur en proline dans le milieu
avec l’augmentation du plomb dans le milieu jusqu’a atteindre son maximum a la
concentration 5 mM puis elle subit une diminution brutale a la concentration 7,5mM puis
augmente légérement a10mM.

L’étude de MUKHERJEE et al (2010) a montré que la teneur en proline a augmenté de
182%, 253% et 290% a 25, 50 et 75 mg / L d'arséniate respectivement, puis la teneur en
proline a diminué al0Omg/l de l'arséniate, L’augmentation de la teneur en proline par
accumulation peut étre une partie du mécanisme de protection de la souche Aspergillus niger.
La diminution est due peut étre & la perturbation dans le mécanisme de détoxification

cellulaire soit la dégradation de la proline ou sa disparition du milieu [75].




Figure 9: Impact de Cd sur la croissance fongique d’Aspergillus sp sur gélose Czapek-
Dox supplémentée en Cd a différentes concentrations.
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Figure 10: Courbes normalisées de I’impact de Cd sur la croissance fongique
d’Aspergillus sp aprés 96h sur milieu supplémenté en Cd a différentes concentrations.




Il Impact du Cadmium

11.1.Sur la croissance fongique

11.1.1. Sur gélose Czapek-Dox

Les résultats mentionnés dans les figures 9 et 10 permettent de constater une
diminution de la croissance fongique d’Aspergillus sp respectivement avec I’augmentation de
la concentration en cadmium dans le milieu de culture jusqu'a atteindre une CMI égale a
0,025 mM (5,48 mg/L).

Nos résultats sont en concordance avec plusieurs travaux qui ont montré que dans le
milieu de culture supplémenté en cadmium a différentes concentrations, la croissance des
champignons (Aspergillus niger , Aspergillus fichiri , d’Aspergillus nidulans, Penicillium sp
et Saccharomyces cerevisiae) a diminué¢ progressivement avec [’augmentation de Ia
concentration metallique [24] [30] [68] [69] .

La CMI d’4spergillus nidulans est de 0,025 mM apres traitement par le cadmium a
différentes concentrations. Ceci souligne la haute toxicité de cadmium pour la croissance de
ce champignon [69].

Par contre 1’étude de MALAYERI (1995) a montré pour Penicillium sp une CMI de
I’ordre de 50 mg/L soit une concentration trés élevée en cadmium [25].

11.1.2. Sur bouillon Czapek-Dox en culture agitée

Les résultats mentionnés dans la figure 10 permettent de constater une diminution de la
biomasse fongique progressivement avec 1’augmentation des concentrations de cadmium dans
le milieu de culture jusqu’a atteindre une CMI de 0.015mM (1,6816 mg/L).

L’¢étude de MALAYERI (1995) a montré que les doses élevees des métaux lourds (Cd,
Ni, Cr, Cu, Zn) ont affecté la population, la croissance et diminuent le taux de la biomasse
produite chez Penicillium sp. La sensibilité de ce champignon aux excés de métaux lourds

dépend de la nature de I'élément et du type de milieu [25].




11.2. Sur les caractéres culturaux et morphologiques de la souche fongique

Pour les concentrations 0,0025mM, 0,006mM et 0,0075mM en Cd, I’observation
macroscopique de la souche Aspergillus sp permet de constater qu’aucune modification dans
les caracteres culturaux de la souche (aspect poudreux, couleur jaune) n’a été constatée.

A partir de la concentration 0,010 mM, des modifications dans les caractéres culturaux
de la souche ont été observées. (aspect, couleur) : I’aspect de la colonie devient visqueux et la
couleur jaune de la souche s’éclaircit de plus en plus.

A 0,020mM, la colonie est transparente. (Figure 17 en annexe).

L’étude de SARITA et TABITHA a montré que le cadmium est plus toxique que les
autres métaux testés (Pb et Zn).ll a causé des variations dans les caractéres culturaux et

morphologiques de Penicillium sp [71].

L’observation au microscope optique a présenté une perturbation dans la morphologie
d’Aspergillus sp .En effet avec 1’augmentation de la concentration de cadmium dans le milieu
de culture, la présence de cadmium a causé des malformations du mycélium et des

conidiophores. Une réduction du nombre des spores a été observée (Voir figure 11).

A 0,0025 mM en Cd, le mycélium est un peu fin, les tetes conidiennes sont nombreuses
et plus petite. (Figure 11a et b)

A 0,005 mM en Cd, le mycélium est plus fin, les tétes conidiennes non radiés et moins
nombreuses avec des petites vésicules sphériques .Le nombre de spores est moins nombreux.
(Figure 11c et d).

A 0,0075 mMen Cd, le mycélium est plus fin moins dense et court. Les tétes
conidiennes sont beaucoup moins nombreuses avec des veésicules ovales trés petites .Le
nombre des spores est plus faible. (Figure 11 e et f).

A 0,020 mM en Cd, le changement structurel est plus important : le mycélium s’est
émacié de plus en plus, il devient plus fin, dense et court. Les tetes conidiennes sont en faible
nombre avec de tres petites vésicules cylindriques (Figure 11g et h).

L’observation au microscope optique a montré une accumulation de Cd au sein du
mycélium d’Aspergillus nidulans  directement corrélée avec l'augmentation de la
concentration de Cd [69].

L’étude de SUJOY et al (2007) a montré que le zinc modifie la morphologie des

champignons et provoque une réduction significative de la germination des conidies a haute




concentration de Zn, Cette modification est dépendante de la concentration en Zn et de la

souche fongique [73].

La répartition uniforme des ions de Zn*?, Co™Ni, & la surface du mycélium d'

Aspergillus versicolor provoque des changements morphologiques dans les structures de

mycélium (des élongations du mycélium et des déformations des conidies ont été observées )

[1].
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11.3. Sur Pactivité de la catalase

Le Test présomptif permet de remarquer une effervescence et un dégagement des

bulles gazeuses indiquant la production de catalase dans le milieu (Voir figure 12).

La figure 13 présente 1’impact de Cd sur I’activité de la catalase d’Aspergillus sp .
Cette activité est stimulée avec 1’augmentation de la concentration en Cd allant a un
maximum a la concentration 0,005mM. Cependant, au-dela de ce seuil, I’activité de la
catalase a diminué pour atteindre le minimum a la concentration de 0,01mM de Cd.

L’étude de CHAKRABORTY et al (2014) a montré que ’activité catalasique de la
souche Aspergillus niger a augmenté initialement au stress Cd et a atteint un maximum a une
concentration de 5 mM de Cd ou l'augmentation était 2,37 fois par rapport au témoin. Cette
augmentation de I’activit¢ CAT suggere que le traitement Cd induit une réponse antioxydante
a l'intérieur de la souche. Cependant, I’activit¢ de la CAT a diminué¢ avec une nouvelle
augmentation de la contrainte Cd pour atteindre le minimum a la concentration de 20 mM Cd
ou une diminution de 1,5 fois a été observée en comparaison avec le témoin [76].

Une augmentation de l'activité de la CAT dans A. Niger en présence d'arséniate a eté
constatée. L'augmentation de l'activité de la CAT a 25 et 50 mg /L de traitement par
l'arséniate indique qu'il ya un effort de la part du champignon de neutraliser ou de réduire

I'effet dangereux de ROS générés par l'arséniate [62].

11.4.Sur la teneur en proline

La figure 14 montre que la production de proline a augmenté avec une I’accroissement
de la concentration de Cd dans le milieu jusqua atteindre son maximum a la concentration
0,0025mM. Ensuite elle commence a diminuer progressivement a la concentration 0,005mM
et 0,0075mM.

A 0.010mM de Cd, la souche Aspergillus sp a récupéré sa capacité de production de
proline qui atteint une valeur importante proche du maximum. Ensuite elle décline
rapidement.

L’étude de CHAKRABORTY et al (2014) a montré une augmentation initiale de la
teneur en proline de la souche Aspergillus niger exposée a de faibles concentrations en Cd
10,15et 20mM. La syntheése de la proline est impliquée dans les mécanismes de chélation ou
de détoxification du cadmium. Toutefois, la diminution de la teneur en proline a des
concentrations plus élevées supeérieure a 25mM Cd peut indiquer I’intolérance de la souche a

ces concentrations [76].




Figurel3 : Test présomptif de I’impact du Cd sur P’activité catalasique d’Aspergillus sp
sur gelose Czapek —dox.
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Figure 14: Courbe normalisée de I’impact du Cadmium sur P’activité catalasique

d’Aspergillus sp.
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Figure 15: Courbe normalisée de I’impact du cadmium sur la teneur en proline
d’Aspergillus sp.




Conclusion



Les expérimentations réalisées au cours de notre étude portent sur :
» L’impact du plomb ou du cadmium sur la croissance et la morphologie de la

souche Aspergillus sp.

» L’impact du plomb ou du cadmium sur I’activité catalasique et sur la production

de la proline de cette souche.
Nos résultats permettent de révéler les points suivants :
> La toxicité du Plomb et du cadmium se traduit par une diminution du taux de
croissance, une modification des caractéres culturaux et morphologiques
d’Aspergillus sp.
Le cadmium posséde un degré de toxicité plus élevé que celui du plomb et ceci
quelque soit 1’état du milieu de culture utilisé (solide ou liquide).
Le plomb ou cadmium peuvent perturber ou /et inhiber les voies métaboliques de
la souche. A de faibles concentrations en Pb ou Cd dans le milieu une réponse
antioxydante est induite a I’intérieur de la souche Aspergillus sp. Au dela d’un
seuil critique, la reaction au stress métallique devient faible et met en évidence
I’adaptation limitée de cette souche a ces métaux.
En perspective, il serait intéressant de connaitre I’impact d’autres métaux lourds sur cette
souche afin de determiner son aptitude éventuelle a désinfecter les sols pollués par ces

mémes métaux.
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I- Caractéristiques de la souche fongique testée (Aspergillus sp)

» Aspect macroscopique sur gélose Czapek-Dox
-aspect poudreux.
-face jaune claire avec tetes conidiennes jaunes.

-revers jaune.

Revers

Figure 15 : Observation macroscopique de la souche Aspergillus sp
» Aspect microscopique :

-Thalle septé hyalin, conidiophore long et lisse.

-Vésicule sphérique, Tétes conidiennes bisériées.

-Conidies globuleuses hyalines.
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Figure 16 : Observation microscopique de la souche Aspergillus sp.




I1. Composition et préparation des milieux de culture

Ces milieux ont été préparés au sein du laboratoire de biologie et environnement
11.1.Gelose Czapek-Dox
» Composition

MgSO47H20....cccoviiiiiiiiien, 0.5¢
KCL...o 0.5¢g
FeSO47H20........ccooiiiiiiiini. 0.01g

Saccharose

PH=6.8+0.2a25°C.
» Préparation
-Mettre tous les composés dans 200ml d’eau distillée.
-Laisser agir 10 minutes.
-Compleéter le volume jusqu'a 1 litre.
-Mettre le tout sur une plaque chauffante agitateur de type J.P SELECTA jusqu’a
homogénéisation.
-Reépartir dans des flacons de 200ml, et autoclaver a121°C pendant 20 minutes.
11.2. Bouillon Czapek-Dox

» Composition

MgSO47H20.....coiiiiiiiiiiiii 0.5g

KCL. . 0.5g
FeSO47TH20......ccoiiiiiiiiiiiiiie, 0.01g
Saccharose

Eau distillée

PH=6.8+0.2 a 25 °C.

» Préparation

-mettre tous les composés dans 200ml d’eau distillée.

-Laisser agirl0 minutes.




-Compléter le volume jusqu’a 1 litre.
-Mettre le tout sur une plaque chauffante agitateur de type J.PSELECTA jusqu’a

homogénéisation.

-Répartir dans des flacons de 200ml. Autoclavage & 121°C pendant 20 minutes.

11.3. Bouillon Czapek-dox supplémenté en Pb a différentes concentrations
» Pour la préparation de la solution mére en Pb, dissoudre 1,656 g de Pb(NO2) dans
100ml d’eau distillée stérile de manicre aseptique.
> La préparation des milieux de culture a différentes concentrations en métal se fait a

partir de la solution mére de 50 mM de Pb dans100ml bouillon Czapek-Dox.

Tableau 1: preparation des milieux a différente concentrations en Pb
Témoin |5 2,5 10 7,5 15

Solution meére
de Pb

Czapek-Dox

11.4. Bouillon Czapek-dox supplémenté en Cd a différentes concentrations
» Pour la préparation de la solution mere en Cd, dissoudre 0,022 g de Cd CI2 2.5H20
dans 100 ml d’eau distillée stérile de maniére aseptique.
> La préparation des milieux de culture a différentes concentrations en métal se fait a
partir de la solution mére de ImM de Cd bouillon Czapek-dox.
Tableau 2: préparation des milieux a différentes concentrations en Cd
[cd] mM Témoin | 0,0025 | 0,005 | 0,0075 | 0,01 | 0,015 | 0,020

Volume
en mL

Solution meére

de Cd

Czapek-Dox




IL.5. L’observation microscopique
Sur une lame propre et séche, étaler le fixateur bleu de coton et a I’aide d’une pince
prendre la lame et faire passer 1égérement sur la flamme. Puis a 1’aide d’une anse de
platine (ou par la méthode de scotch) prélever une partie de mycélium de la souche
fongique a observer et la déposer sur la lame puis mettre dessus une lamelle en évitant la
formation de bulle d’air pour ne pas empécher I’observation. Répéter cette opération au
minimum 2 fois.

Enfin observer au microscope a différents grossissements.

11.6. Dosage des systemes de detoxification enzymatiques et non enzymatiques
11.6.1. Dosage de la catalase (méthode de CHANCE et MACHLY (1967) [77].

> Préparation de ’extrait enzymatique :

Apres fermentation de 8 jours, ajouter 0,5ml de triton (X100) a la culture obtenue pendant
24h a 4°C puis réaliser une filtration avec papier Watman n°1 pour récupérer le filtrat (extrait
enzymatique) et passer la biomasse au four a 60°C pour avoir le poids de la matiere séche de
la biomasse aprés 3 jours de séchage.

> Préparation de la solution tampon (phosphat buffer 0.01 M) pH=7 :

Cette solution est préparée de la fagcon suivante :
-solution (a)- 0,1361g de K;HPO; ———100 ml d’cau distillée.
- solution (b)- 0,2282g de KH,PO, — 5 100 ml d’eau distillée.
-Titrer (a) par (b) jusqu’a I’obtention d’un pH 7.

> Préparation du substrat :

- Préparation H,O, 20 mM : prendre 510 pl H,O; et compléter le volume jusqu’a 100 ml de
tampon a pH=7.
-Le substrat est obtenu par ajout de H,O, 20 mM dans la solution tampon pH=7.

> Préparation du réactif :

Ajouter 0,1mL de I’extrait enzymatique a 2.9 ml du_ Substrat (mélange tampon+H,0,).

> Lecture :
La lecture de 1’absorbance par spectrophotométrie a 240 nm se fait 2 fois chaque 15 minute.
> calcul :

Le calcul de I’activité spécifique de la Catalase se fait suivant la formule:

Activite specifique = K/ N
K=2.303/T * log Ao/As,




Soit ;
K: La vitesse de I’enzyme ; N : matiere seche ; T= intervalle de temps entre A, et A;(en

minute) ; Ao : absorbance a Ty ; Al : absorbance a T,

11.6.2. Dosage de la proline (TROLL , LUIDSLEY, 1955) [42].

-100 mg de biomasse fraiche de chaque concentration métallique obtenue apres

fermentation de 8 jours.
Ajouter 2mL de méthanol a 40%.
Chauffage a 85°C dans un bain marie pendant 60min.
Apres refroidissement prendre 1ml de la solution d’extraction..
Ajouter 2mL d’acide acétique, 25mg de ninhydrine et Iml du mélange (120ml d’eau
distillée, 300mL d’acide acétique, 80mL d’acide orthophosphorique).
L’ensemble est porté a ébullition pendant 30 min au bain marie, la solution vire au
rouge.
Apreés refroidissement, 5SmL de toluene est ajoutée.
Apres agitation au vortex, une pincée de (Na,SO,) est ajoutée.
Mesurer la Densité Optique A= 528nm.
Récupérer la biomasse fongique pour la détermination de la matiére seche. Cette
derniére est obtenue en transférant les résidus de 1’extraction dans une étuve a 85°C
pendant 24h

La teneur en proline est calculée suivant I’équation :

Y=0,62xD.0O/M.S

D.O : Densité Optique
M.S : Matiere seche
Y : teneur en proline en uMol/mg de M.S
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Abstract

Pollution sites and soils with heavy metals especially by lead or cadmium poses a
significant threat to all living organisms in the soil such as microorganisms.
Our work focuses on the study of the toxicity of lead or cadmium at different
concentrations on the growth of Aspergillus sp and the catalase activity and the production
of proline.

Our results show that for Aspergillus sp, lead and cadmium are toxic .This toxicity
results in a decrease in population and changes in cropping and morphological
characteristics (appearance of the mycelium, the number and shape of the spores ...).

The degree of toxicity of cadmium is higher than that of lead whatever the state of the
culture medium (solid or liquid): the MIC for the Pb is 15 mM in both media and for Cd is
0.025 mM to Czapek-Dox agar and 0.015 mM on Czapek-Dox broth.

Toxicity tests of these heavy metals on catalase activity and production of proline

by Aspergillus sp indicated as lead and cadmium can disrupt or inhibit metabolic pathways

and this strain induced a stimulation or a reduction in activity of catalase and production of

proline at certain concentrations.
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