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Résumé

La présente étude a été réalisée dans le but d’évaluer la résistance de certains isolats
endophytes a différents stress abiotiques et biotiques. Quatre isolats appartenant au genre
Bacillus ont été étudiés (B1, B2, B3 et B4). L'effet de la salinité, de la sécheresse, du
phosphate, des métaux lourds (cuivre et cadmium) ainsi que de I’herbicide Mustang 360 S
sur la croissance des isolats a été déterminé. Les exopolysaccharides (EPS) ont été dosés
chez les bactéries exposées aux métaux lourds. Le stress biotique a été évalué a travers
I'interaction entre les isolats endophytes et le phytopathogene Botrytis cinerea d’une part,
et des bactéries environnementales d’autre part. Les isolats B1 et B4 ont présenté un
pourcentage de survie de 100 % aux concentrations de 200 mM et 400 mM de NacCl. Tous les
isolats se sont développés avec une charge supérieure a 1,5 x 102 UFC/ml aprés un stress
hydrique de 8 semaines. Les Bacillus étudiés ont poussé sur le milieu Pikovskaya, avec
dégradation du phosphate. A toutes les concentrations de cuivre, de cadmium et d’herbicide
testées, les isolats ont pu croitre avec des densités importantes (0,3 < DO < 0,8 apres 10
jours de contact). Toutes les souches bactériennes produisent des concentrations d’EPS
aprés exposition au cuivre ainsi qu’au cadmium. Le stress biotique s’est traduit par une
inhibition de 100 % du mycélium de Botrytis cinerea par les quatre isolats. En revanche,
aucune activité antagoniste n’a été observée entre les Bacillus et les bactéries
environnementales testées. Les résultats de la présente étude indiquent que les isolats
endophytes présentent une forte tolérance aux différents stress, suggérant leur utilisation

dans le cadre d’une agriculture durable.

Mots-clés : Isolats endophytes, stress abiotique, stress biotique, EPS, Bacillus.



Abstract

The present study was carried out with the aim of evaluating the resistance of certain
endophytic isolates to different abiotic and biotic stresses. Four isolates belonging to the
genus Bacillus were studied (B1, B2, B3 and B4). The effect of salinity, drought, phosphate,
heavy metals (copper and cadmium) as well as the herbicide Mustang 360 S on the growth
of the isolates was determined. The exopolysaccharides (EPS) were quantified in the bacteria
exposed to heavy metals. The biotic stress was evaluated through the interaction between
the endophytic isolates and the phytopathogen Botrytis cinerea on the one hand, and
environmental bacteria on the other hand. The isolates B1 and B4 showed a survival rate of
100% at NaCl concentrations of 200 mM and 400 mM. All the isolates developed with a load
higher than 1.5 x 10? CFU/ml after a water stress of 8 weeks. The Bacillus studied grew on
Pikovskaya medium, with phosphate degradation. At all concentrations of copper, cadmium
and herbicide tested, the isolates were able to grow with important densities (0.3 < OD < 0.8
after 10 days of contact). All bacterial strains produce EPS concentrations after exposure to
copper as well as to cadmium. The biotic stress was reflected by a 100 % inhibition of the
mycelium of Botrytis cinerea by the four isolates. However, no antagonistic activity was
observed between the Bacillus and the environmental bacteria tested.
The results of the present study indicate that the endophytic isolates show strong tolerance

to different stresses, suggesting their use in the context of sustainable agriculture.

Keywords: Endophytic isolates, abiotic stress, biotic stress, EPS, Bacillus.
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Introduction

Les plantes peuvent développer des associations avec les membres de leur écosysteme
pour prospérer dans leur environnement naturel. Les microorganismes sont parmi les
organismes les plus importants capables de développer des associations bénéfiques avec les
plantes (Santoyo et al., 2016). Parmi ces microorganismes, les bactéries endophytes jouent
un role clé en colonisant l'intérieur des tissus végétaux sans provoquer de dommages, tout
en favorisant la croissance des plantes aussi bien en conditions optimales qu'en situations de
stress. Elles conferent a leurs plantes hotes une meilleure tolérance aux stress biotiques et
abiotiques susceptibles d'altérer leur développement (Miliute et al., 2015).

Les plantes subissent un nombre accru de stress abiotiques en raison des aléas
climatiques et du réchauffement climatique (Pandey et al., 2017). Ces stress abiotiques
comme la sécheresse, la salinité, les métaux lourds, le rayonnement UV et les fluctuations
de températures ont un impact négatif sur la physiologie et la morphologie des plantes en
endommageant la régulation génétique des voies cellulaires et affectent négativement leur
rendement et leur croissance (Egamberdieva et al., 2017 ; Pandey et al., 2017). La croissance
des plantes est également fortement influencée par de nombreux facteurs biotiques
(insectes et phytopathogenes) qui peuvent entrainer une baisse de la productivité des
cultures et conduisant a l'insécurité alimentaire en particulier dans les pays en voie de
développement (Enebe et Babalola, 2019).

Actuellement, importantes recherches sont menées sur les microorganismes
endophytes afin de promouvoir la durabilité agricole et environnementale. Les bactéries
endophytes peuvent conférer aux plantes hotes une tolérance/résistance aux stress
abiotiques et biotiques, elles favorisent la croissance des plantes et contribuent a la
protection contre les agents pathogénes en étant directement impliqués dans la production
et la libération de métabolites secondaires ou de composés aux propriétés antimicrobiennes
ou par des mécanismes indirects en entrant en compétition avec I'agent pathogene pour
I'espace et les nutriments disponibles. De plus, les endophytes végétaux jouent un réle
prépondérant dans le cycle des nutriments, la biodégradation et la bioremédiation (Anand et

al., 2023).



Introduction

Pour découvrir de nouvelles souches présentant de multiples effets bénéfiques sur le
développement des plantes, les efforts de recherche devraient se concentrer sur
I'exploration de divers hotes végétaux. Les plantes médicinales constituent une voie
prometteuse pour de telles explorations. Il est donc nécessaire d’isoler et de caractériser des
bactéries promotrices de croissance des plantes et des endophytes plus puissants et plus
efficaces (Rat et al., 2021).

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a I'évaluation de la capacité des
bactéries endophytes isolées de plantes médicinales a tolérer différents stress abiotiques et
biotiques, afin de mieux comprendre leur réle dans la promotion de la croissance végétale, la
protection contre les agents pathogénes, ainsi que leur potentiel d’utilisation comme agents
biologiques dans une agriculture durable, notamment dans des conditions

environnementales défavorables.

Ce manuscrit est structuré en trois parties principales:

La premiére partie constitue une synthése bibliographique sur les bactéries
endophytes, leur mécanisme de colonisation des plantes, ainsi que leurs voies
d’adaptation face aux stress abiotiques et biotique.

- La deuxieme est entierement consacrée a la description de la méthodologie utilisée ;
- La troisieme partie englobe les résultats expérimentaux obtenus ainsi que les
discussions engendrées par ces résultats. Enfin, cette étude est cloturée par une

conclusion et des perspectives proposées.
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Synthése bibliographique

l. Bactéries endophytes et colonisation des plantes

I.1. Définition des endophytes

De Bary a introduit le terme « endophyte » en 1866, |'utilisant pour décrire « tout
organisme trouvé a l'intérieur des tissus d'une plante» (Vega et al., 2008).

La définition la plus courante est celle de Petrini (1991) : «Tous les organismes qui
résident dans les organes végétaux et qui, a un stade précis de leur existence, peuvent
envahir les tissus internes des plantes sans infliger de préjudice manifeste a I'h6te.»

Le terme « endophyte » est dérivé des mots grecs « endon » signifiant intérieur et
«phyton» signifiant plante. Les endophytes étaient définis comme des micro-organismes
tels que des bactéries et des champignons qui habitent I'endosphére végétale pendant tout
ou partie de leur cycle de vie sans causer de dommages apparents a la plante hote. Au cours
des dernieres années, de nombreux endophytes ont été identifiés grace a des approches
indépendantes de la culture telles que le séquengage du gene de I'ARNr 16S ou par

séquencage du génome entier des communautés d'endophytes (Bacon et White, 2000).

Les endophytes bactériens vivent dans les plantes d'une maniére inter ou
intracellulaire en interagissant biochimiquement et génétiquement avec I'hGte, cette
définition élargie rapporte les fonctions principales de ces microorganismes, notamment, la
promotion de la croissance et la défense par synthése des phytohormones, d'enzymes ou
des précurseurs de métabolites secondaires des végétaux ainsi que pour fournir un nouveau
répertoire caché de produits naturels bioactifs avec des utilisations dans les domaines de

I'agrochimie et d'autres applications biotechnologiques (Vijay et Alan, 2014).

Les bactéries endophytes se retrouvent dans de nombreuses especes végétales, et
elles peuvent étre isolées apres désinfection des surfaces végétales. Elles comprennent une
vaste diversité de bactéries Gram-positive et Gram-négative qui font partie des sections des
protoéobacteries, des actinobactéries et des firmicutes. Elles peuvent étre classées comme
«facultatif» ou «obligatoire ». Les bactéries endophytes facultatives ont au moins un stade

de leur cycle de vie dans lequel ils existent en dehors des plantes hoétes. Les bactéries
3
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"""
endophytes obligatoires ou strictes sont strictement dépendantes de la plante hote pour
leur croissance et leur survie et la transmission a d'autres plantes se produit a la verticale ou

par des vecteurs (Baldani et al., 1997).

I.2. Principaux genres endophytes bactériens

La variation des bactéries signalées comme endophytes couvre une gamme
importante de bactéries appartenant a plusieurs genres, les plus répandus appartiennent
principalement aux genres Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia, Streptomyces et

Paenibacillus (Lodewyckx et al., 2002).

Les Bacillus sont des microorganismes environnementaux dont |'habitat prédominant
est le sol, ils joueraient un réle dans les cycles du carbone et de |'azote. La robustesse des
spores et la variété physiologique des formes végétatives rendent ces bactéries
extrémement ubiquistes, pouvant étre isolées de divers types de sols, qu'ils soient acides,
alcalins ou neutres. Les espéces du genre Bacillus sont des bacilles pratiguement rectilignes,
a extrémités carrées ou arrondies, de taille variable, sporulés, a Gram positif, leur mobilité
est variable, parfois capsulés, aérobies ou aéro-anaérobies, le plus souvent catalase positive,
donnant une réponse variable au test de I'oxydase (Logan et Halket, 2011; Euzéby , 2004).

Bacillus est fréquemment signalé comme un biofertilisant potentiel en raison de ses
caractéristiques PGP (Plant Growth Promoting) multifonctionnelles, telles que Ia
solubilisation du phosphate, la production d’acide indole-acétique (AlA) et la production de
sidérophores (chélateur du fer) et la capacité de lutte biologique contre les agents
pathogénes des plantes. De plus, les biofertilisants contenant des souches de Bacillus sont
considérés comme importants en raison de leur capacité de formation de spores,
permettant leur adaptation a des conditions abiotiques extrémes, telles que des
températures extrémes, un pH ou une exposition aux pesticides. D’autres études ont
également révélé que Bacillus a amélioré la croissance des plantes sous stress hydrique et
produit une variété de composés qui peuvent étre utilisés pour la gestion d’un large éventail

d’agents pathogenes des plantes (Ribeiro et al., 2018).
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Le genre Pseudomonas appartient au groupe des gamma-protéobactéries et forme un
vaste ensemble bactérien colonisant les sols, les végétaux et les milieux aquatiques. Ces
micro-organismes a Gram négatif, incapables de sporuler, sont principalement aérobies
stricts, bien que certaines souches puissent utiliser le nitrate comme accepteur final
d'électrons. Leur déplacement est assuré par plusieurs flagelles en position polaire. Les
Pseudomonas se caractérisent par un métabolisme mésophile et chimioorganotrophe, avec
une prédominance d'espéces saprophytes qui se nourrissent de matiére organique
décomposition (Bossis et al., 2000).

Pseudomonas, une bactérie abondante dans la rhizosphére qui présente des
caractéristiqgues remarquables favorisant la croissance, telles qu’une meilleure colonisation
des racines, la production d’enzymes et de métabolites, la solubilisation des nutriments, la
production d’AlA et de sidérophores, agissant comme agent de lutte biologique et favorisant

la résistance systémique aux maladies (Sultana et al., 2024).

Le genre Burkholderia (famille Burkholderiaceae; classe Betaproteobacteria, sous-
embranchement des B-protéobactéries) représente I'un des genres bactériens endophytes
les plus fréquemment rencontrés chez les plante (Pal et al., 2022). Ce genre englobe des
especes bactériennes Gram-négatives dotées d’une grande polyvalence génétique et d’une
grande adaptabilité a diverses niches écologiques, elles sont capables d’occuper des
écosystemes aussi divers que les sols, les plantes et méme les corps animaux et humains en
tant qu’agents pathogénes graves. Récemment, les organismes Burkholderia ont attiré une
attention croissante en tant que composants abondants et fondamentaux de divers
écosystemes (Manna et al., 2018).

Ce genre est devenu de plus en plus important au cours des derniéres décennies en
raison de sa capacité a produire d’abondants métabolites secondaires dotés de propriétés
antimicrobiennes, insecticides, herbicides ou favorisant la croissance. Plusieurs souches de
Burkholderia telles que B. vietnamiensis et B. ambifaria se sont révélées étre des agents de
lutte biologique potentiels et efficaces. En fait, le mécanisme clé des effets antagonistes de

Burkholderia contre les agents pathogénes des plantes est la production de métabolites
5
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secondaires antimicrobiens. Les sidérophores produits par Burkholderia non seulement
présentent une compétition de survie avec les agents pathogénes, mais favorisent

également la croissance de la plante (Pal et al., 2022).

Les Streptomyces sont des bactéries filamenteuses sporulées omniprésentes dans les
sols, ils comprend plus de 600 espéces connues et produit une gamme diversifiée de
métabolites spécialisés (Worsely et al., 2020). Streptomyces spp. comprennent de nombreux
saprophytes, dont certains deviennent des endosymbiotes végétaux bénéfiques, mais
comprennent également quelques agents pathogenes végétaux. La nature filamenteuse et
sporulante des Streptomyces leur permettent de survivre dans des conditions
environnementales défavorables. lls semblent donc concurrencer plus efficacement de
nombreux autres micro-organismes présents dans la rhizosphére (Vurukonda et al., 2018).

Streptomyces jouent un role important dans la rhizosphere végétale en sécrétant une
large gamme de produits antimicrobiens qui se caractérise par une large gamme de modes
d’action tels que la lyse des parois cellulaires fongiques, la compétition et I’hyperparasitisme.
Ces bactéries possedent également le potentiel de stimuler la croissance des plantes par
productions des phytohormones telles que I'acide gibbérellique et I'AlA. Des formulations
commerciales a base de Streptomyces ont déja été développées avec succes pour lutter

contre les phytopathogénes fongiques (Devi et al., 2022).

Paenibacillus est un genre de bactéries en forme de batonnet, aérobies ou anaérobies
facultatives, appartenant a I'embranchement des Bacillota. Son nom latin, signifiant
«presque un Bacillus», reflete cette histoire, bien que les deux genres aient maintenant été
assignés a des familles différentes (Almiron et al., 2025; Dobrzynski et Nazieblo, 2024).

Les membres du genre Paenibacillus ont été isolés d’une vaste gamme
d’environnements, chauds et froids, oxiques et anoxiques, sur terre et dans I'eau. Cependant,
la plupart d’entre eux habitent le sol et s’associent souvent a la rhizosphere des plantes. De
nombreuses bactéries appartenant au genre Paenibacillus présentent des capacités PGP,

telles que la fixation de 'azote, la solubilisation du phosphate et du potassium, la production

6
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de sidérophores et de phytohormones et la dégradation des polysaccharides. De plus, ils
jouent un role important dans la suppression des phytopathogénes, bactéries et
champignons (Dobrzynski et Nazieblo, 2024). Le genre comprend plus de 150 espéces.
Paenibacillus polymyxa est la plus étudiée. Il a été rapporté que P. polymyxa sécrete
'hormone de croissance végétale AIA, les sidérophores et les polysaccharides
extracellulaires, ainsi que sa capacité a fixer I'azote et a dissoudre le phosphore, ce qui
favorise la croissance des plantes et augmente les rendements des cultures . Elle peut
également produire divers composés antimicrobiens, tels que la polymyxine lipopeptidique
contre les bactéries Gram-négatives, les fusaricidines contre les champignons, ainsi que des
enzymes hydrolytiques, notamment des cellulases, des protéases et des chitinases. En raison
de ces propriétés, P. polymyxa est utilisé depuis longtemps comme biofertilisant, ainsi que
comme agent de lutte biologique contre les agents pathogenes des plantes (Almirdn et al.,

2025 ; Cai et al., 2024).

I.3. Caractéristiques des bactéries endophytes

Les caractéristiques communes des endophytes incluent la capacité de synthétiser des
hormones végétales telles que l'acide indole-3-acétique, de solubiliser le phosphate, de
sécréter des sidérophores et de conférer aux plantes une tolérance aux stress biotiques et

abiotiques (kandel et al., 2017).

1.3.1. Production des phytohormones

La capacité de production de phytohormones (auxines) est largement répandue chez
les plantes et les bactéries associées aux plantes. Leur production est considérée parmi les
mécanismes les plus efficaces par lesquels les bactéries exercent leur effet de promotion de
la croissance des plantes (Martinez-Viveros et al., 2010).

Nombreuses bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPB) peuvent synthétiser
la cytokinine, la gibbérelline, l'acide salicylique, l'auxine et I’éthyléne favorisant ainsi

I'accumulation de nutriments et le métabolisme des plantes hotes. Des études récentes

7
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explorant le role potentiel des hormones végétales libérées par les bactéries endophytes ont
démontré que la colonisation endophyte constitue un outil clé par lequel elles améliorent la
croissance des plantes et elles régulent leurs processus physiologiques (Narula et al., 2006).
L'acide indole acétique (AIA) est le plus important du groupe des auxines et
guantitativement le plus produit par les PGPB (Ashrafuzzaman et al., 2009). Il joue un role
crucial en tant que molécule de signal dans la régulation du développement des plantes,
agissant sur l'organogenese, les réponses trophiques, les réponses cellulaires telles que
I'expansion des cellules, la division, la différenciation et la régulation des geénes (Ryu et
Patten, 2008). Le role de I'AIA dans la stimulation de la croissance est obtenu en imitant

I'effet de la bactérie par I'application directe de I'AIA sur les racines (Narula et al., 2006).

1.3.2. Solubilisation du phosphate

Le phosphore est I'élément clé le plus important pour la nutrition des plantes, apres
I'azote. Il joue un role important dans la quasi-totalité des processus métaboliques majeurs
des plantes, notamment la photosynthese, le transfert d’énergie, la transduction du signal,
la biosynthése macromoléculaire et la respiration. Bien que le phosphore soit abondant dans
les sols sous forme organique et inorganique, il constitue un facteur limitant majeur pour la
croissance des plantes, car il est indisponible pour I'absorption racinaire (Sharma et al,,
2013).

La solubilisation du phosphate est une caractéristique commune aux bactéries
endophytes (Maheshwari et al., 2013). Le phosphore joue un réle fondamental dans la
régulation des réponses physiologiques et I'amélioration de la tolérance des plantes aux
stress abiotiques, tels que la chaleur, la salinité, la sécheresse, I'engorgement, les fortes

concentrations de CO; et la toxicité des métaux lourds (Khan et al., 2023).

1.3.3. Sécrétion des sidérophores

Afin d’obtenir le fer nécessaire a leur croissance et a leur développement, certaines

bactéries endophytes synthétisent des molécules de faible poids moléculaire liant le fer,
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appelées sidérophores (chélateurs). Ce sont des molécules de faible poids moléculaire,
généralement compris entre 500 et 1 500 daltons, et présentant une forte affinité de liaison
pour le fer (Ill). Donc ces molécules lient le fer présent dans les minéraux ou les composés
organiques insolubles, le rendant ainsi disponible (Deb et Tatung, 2024 ; Compant et al.,
2010). De plus, les bactéries productrices de sidérophores peuvent favoriser la croissance
des plantes, soit directement en améliorant la nutrition en fer des plantes, soit
indirectement en limitant sa disponibilité pour les phytopathogenes, ce qui inhibe leur

croissance (Ramakrishna et al., 2019).

1.3.4. Fixation de nitrogéne

La fixation de |'azote est le cycle biologique le plus important. La présence d'azote dans
des molécules autres que N, est souvent un facteur limitant pour la croissance des plantes.
La fixation s'effectue par des processus industriels, atmosphériques et
biologiques nombreuses recherches ont montré que les bactéries endophytes travaillent en
symbiose avec eux et peuvent utiliser I'enzyme nitrogénase pour fixer I'azote atmosphérique
en ammoniac (Renugadevi et al., 2024).

L'utilisation de bactéries endophytes fixatrices d'azote (N2) comme biofertilisant s'est
imposée comme l'une des méthodes les plus efficaces et les plus respectueuses de
I'environnement pour accroitre la croissance et le rendement des cultures. Les bactéries
endophytes diazotrophes fournissent d’avantage d'azote fixé que les bactéries
rhizosphériques, car l'intérieur des plantes constitue une niche plus propice a la fixation de
I'azote grace a la faible pression partielle en oxygene et a I'acces direct des plantes a I'azote

fixé (Maheshwari et al., 2013).

1.4. Mécanisme de colonisation des plantes par les bactéries endophytes

La colonisation est une étape clé pour limiter l'effet de biocontrole des micro-
organismes bénéfiques chez les plantes. Selon la souche, diverses voies de colonisation ont

été décrites et des interactions spécifiques ont été suggérées. Plusieurs de ces voies
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impliquent des mécanismes passifs ou actifs permettant aux bactéries de migrer du
rhizoplan vers la couche de cellules corticales (Fig.01) (Zhang et al., 2022).

Les endophytes bactériens peuvent pénétrer dans les graines de différentes manieres.
Elles peuvent étre transmises des parties végétatives de la plante a la graine par des
connexions vasculaires depuis la plante meére, via le funicule et la chalaze, jusqu'a
I'endosperme de la graine, ainsi que par le micropyle. Ces endophytes se mobilisent et se
développent probablement dans les plantules en développement pendant la germination et
la croissance précoce des plantules. Les exsudats végétaux alimentent les activités
microbiennes dans la rhizosphére, ce qui facilite la fixation et I'entrée des bactéries dans les

racines des plantes (Kandel et al., 2017).

La colonisation réussie par les endophytes est affectée par différents facteurs,
notamment le type de tissu végétal, le génotype de la plante, le taxon microbien et le type

de souche, ainsi que les conditions environnementales biotiques et abiotiques (Mengistu,

2020).
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Figure 01 : Colonisation des plantes par les endophytes (Lata et al., 2018).
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Les endophytes des graines possédent souvent des caractéristiques intéressantes
exploitables dans de nombreuses applications biotechnologiques. Des endophytes
bactériens appartenant a plusieurs genres, tels qu'Azoarcus, Burkholderia, Gluconobacter,
Herbaspirillum, Klebsiella, Pantoea et Rahnella, ont été découverts dans de nombreuses
plantes, facilitant leur croissance en conditions de pauvreté nutritionnelle (kanel et al.,
2017).

Les endophytes ont le potentiel d'apporter des changements rapides et
révolutionnaires dans le domaine de l'agriculture. Les endophytes bactériens et fongiques,
qui offrent de nombreux avantages a la plante hote, constituent la base d'une approche
respectueuse de I'environnement pour la promotion de la croissance, la lutte biologique, la
suppression des maladies, la tolérance au stress et I'amélioration des pratiques de gestion
agricole (Burragoni et Jeon, 2021).

Le tableau 01 représente les effets bénéfiques de l'interaction entre certaines bactéries

endophytes et leurs plantes hotes.

Tableau 01 : Effets bénéfiques de I'association de quelques bactéries endophytes et leurs

plantes hotes.

Plante hote Bactéries endophytes Avantages associés Références
Augmentation de la
iy Burkholderia sp. production  céréaliere  ; Bao etal. (2013)
Herbaspirillum seropedicae fixation  de I'azote . Guimarades et al. (2013)
synthése d'AlA.
Bacillus pumilus Augmentation de la
Betterave Chryseobacteriumindologene | concentration de glucides Shi et al. (2010)
Acinetobacter johnsonii
Enterobacter sp. Promotion de la croissance
Chou Zakria et al. (2008)
Herbaspirilum sp.
Azospirillum brasilense Fixation de [l'azote ; Shiomi et al. (2008)
Mais
Burkholderia cepacia Synthese d’AlA ; Wang et al. (2010)

11
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Plante hote Bactéries endophytes Avantages associés Références
Bacillus amyloliquefaciens Production de sidérophores ; Hungria et al. (2013)
. Synthése  d’AlA;  Activité
Soja Bacillus japonicum ¥ Sharmaetal. (2013)
antifongique; Fixation de
Azospirillum brasilense
I'azote.
Synthése d’AlA ;
Bacillus subtilis, o
Solubilisation du phosphate ;
Arthrobacter sp. Promotion de la croissance ; Hungria et al. (2011)
Blé

Burkholderia cepacia

Azospirillum sp.

Réduction de
I'évapotranspiration des

grains.

Upadhyay et al. (2008)

Wang et al. (2010)

Palmier dattier

Bacillus subtilis

Enterobacter spp.

La capacité a aider les plantes
a pousser dans  des
conditions salines;
Production de I'enzyme
aminocyclopropane-1-acide

carboxyliqgue désaminase et
I’'hormone de régulation de

la croissance des plantes IAA.

Yaish et Antony
(2015)

Gudushi

(Tinospora

Cordifolia)

Bacillus
Aneurinibacillus

Pseudomonas

Potentiel de synthese de
métabolites bioactifs

lutter contre les maladies et
promouvoir la santé
humaine, animale et
végétale

Développer de nouveaux
médicaments, antibiotiques,
biofertilisants, biopesticides,

etc.

Duhan et al. (2020)
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Il.  Bactéries endophytes et protection des plantes contre le stress abiotique

Il.1. Principaux stress abiotiques

Le stress abiotique constitue un défi croissant pour la production agricole dans le
monde entier. Les stress abiotiques les plus courants incluent la température, la sécheresse,
la salinité et les polluants chimiques en particulier les métaux lourds. Ces stress peuvent
entrainer des modifications du métabolome et du transcriptome, ce qui altére les exsudats
des racines et des feuilles et, par conséquent, influence la communauté microbienne

associée aux plantes (kamran et al., 2022).

1I.1.1. Température

La température est I'un des facteurs importants du maintien du métabolisme cellulaire,
et son élévation au-dessus des niveaux optimaux est percue par les plantes comme un stress
thermique. Le stress thermique est une augmentation de la température au-dela d’un certain
niveau pendant une période suffisante pour causer des dommages irréparables a la santé
des plantes (Imran et al., 2021). Quand les plantes sont soumises a des températures sub-
optimales (entre 10 et 20°C), la croissance et le développement se ralentissent, a des
températures dites froides (entre 0 et 10°C), des dommages tissulaires et cellulaires
apparaissent et a des températures négatives, les parties aériennes meurent (Haichour,
2009). Dans les zones arides et semi-arides d’altitude, le stress thermique peut intervenir
méme en début du cycle, Karou et al. (1998) observent une forte réduction du nombre de

plantes levées par unité de surface, suite aux effets des hautes températures automnales.

11.1.2. Sécheresse

Une sécheresse est décrite comme une période pendant laquelle il n’y a pas
suffisamment d’eau disponible pour qu’un organisme ou un environnement fonctionne au
mieux. La sécheresse est I'un des stress abiotiques les plus graves et les plus émergents qui
affectent la croissance et la productivité des plantes en affectant plusieurs processus
physiologiques et métaboliques des plantes cultivées. Le stress d(i a la sécheresse a des

13
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répercussions considérables sur la physiologie des racines, la structure des feuilles,
I'absorption des nutriments, I'activité photosynthétique et la germination des plantules,
entrainant une diminution globale de la croissance des cultures agricoles (Verma et al.,
2021).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour améliorer la résistance des plantes a la
sécheresse. L'interaction synergique avec les micro-organismes est I'un des mécanismes de

défense innés de la plante contre ce type de stress abiotiques (Tufail et al., 2022).

11.1.3. Salinité

Le stress salin est un facteur environnemental trés important limitant la croissance et
la productivité agricoles et peut aussi réduire I'activité microbienne. La forte salinité du sol
est principalement due a la présence d’une forte concentration en chlorure de sodium, qui
est un facteur limitant de la croissance (Zhang et al., 2023).

De nombreuses études ont rapporté que des niveaux élevés de salinité du sol peuvent
inhiber la germination des graines, réduire considérablement la croissance des racines et des
pousses, ainsi que diminuer la photosynthése des plantes, la conductance stomatique, la
teneur en chlorophylle et I'absorption de minéraux (Peng el al., 2023).

En réponse au stress salin, les plantes activent leur systéme de défense antioxydant,
notamment par l'augmentation de l'activité de la superoxyde dismutase, la capacité de
piégeage des radicaux libres, ainsi que la production de composés phénoliques et de
flavonoides. Ces mécanismes contribuent a atténuer les effets de la salinité en régulant la

production des espéces réactives de I'oxygeéne (Asif et al., 2023).

11.1.4. Métaux lourds

Le stress des métaux lourds est I'un des défis actuels du stress abiotique. Comme les
métaux lourds peuvent se combiner aux ions organiques ou inorganiques du sol pour former
des complexes plus stables, leur accumulation et leur autorisation peuvent non seulement

réduire le nombre de micro-organismes dans le sol, mais aussi perturber la croissance

14
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normale des plantes. Les plantes sont soumises a des stress courants liés aux métaux lourds,
notamment le cadmium, le chrome et le cuivre.

Le cadmium est I'un des métaux dangereux les plus toxiques, sa demi-vie dans la
plante pouvant atteindre 25 a 30 ans . Selon une étude, la pollution au cadmium dans les
terres cultivées atteint 7 %, et la plupart de ces niveaux sont méme trés élevés. La
contamination des sols et de I'eau par les métaux lourds est devenue un probléme majeur a
I'échelle mondiale. La bioconcentration et la bioamplification subséquente des métaux
lourds, ainsi que les niveaux élevés de toxicité qu'ils conférent aux organismes biologiques,
soulignent la nécessité d'éliminer les métaux lourds des sols et de I'eau contaminés (Cui et
al., 2024).

Les bactéries endophytes aident les plantes a résister a ces polluants par plusieurs
mécanismes comme l'adsorption biologique, la méthylation, les réactions redox, la

biolixiviation, la bioprécipitation et la biosynthése (Liu et al., 2024).

1.2. Adaptation et voie métaboliques développées par les endophytes face aux stress

abiotiques

Les endophytes sont capables de produire des métabolites utiles tels que le fer
(sidérophores) et I'azote a partir de I'environnement, ou de générer des phytohormones
régulatrices de croissance telles que les auxines, les citokinines, I'acide gibbérellique et
I'éthylene. Ces endophytes augmentent I|'absorption des nutriments par les plantes et
induisent leur résistance aux pathogenes, au stress osmotique, aux métaux lourds, aux
contaminants xénobiotiques et a d'autres formes de stress abiotique (Aleynova et Kiselev,

2023).

Les voies métaboliques développées par les endophytes face aux stress abiotiques sont

illustrés par la figure 02 élaborée par Anand et al. (2023).
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Abiotic stress responses in plants
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Figure 02 : Vue d’ensemble de la réponse des plantes au stress abiotique (Anand et al.,
2023).

(a2 gauche) : un stress abiotique prolongé (sécheresse, salinité et métaux lourds) provoque la production

d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS), la dessiccation, la déshydratation cellulaire, des déséquilibres

hormonaux, etc., ce qui limite la croissance et la productivité des plantes.

(milieu endophytique — a droite) : dans des conditions de stress abiotique, les endophytes déclenchent la

production d’osmolytes (comme la proline, la bétaine glycine, etc.), la sécrétion de phytohormones (acide

indole acétique, cytokinines, gibbérellines), et induisent I'expression de génes impliqués dans la défense des

plantes.

lll.1. Principaux stress biotiques

Bactéries endophytes et protection des plantes contre le stress biotique

Le stress biotique chez les plantes est causé par des organismes vivants, notamment

des virus, des bactéries, des champignons, des nématodes, des insectes, des arachnides et
des mauvaises herbes. Les agents responsables du stress biotique privent directement leur

hoéte de ses nutriments et peuvent entrainer la mort des plantes. Ce stress peut devenir

16



Synthése bibliographique

majeur en raison des pertes avant et apres récolte. Malgré l'absence de systéme
immunitaire adaptatif, les plantes peuvent contrer les stress biotiques en adoptant des
stratégies sophistiquées. Les mécanismes de défense qui agissent contre ces stress sont
contrélés génétiquement par le code génétique des plantes. Les génes de résistance a ces

stress biotiques, présents dans le génome végétal (Gull et al., 2019).

lll.1.1. Phytopathogénes

Les phytopathogenes (bactéries, champignons et virus) induisent un stress biotique
chez les plantes. Ces agents pathogenes envahissent la plante par les racines, les stomates
ou les plaies ouvertes en colonisant le faisceau vasculaire du xyleme, obstruant ainsi le flux
d'eau et provoquant un stress hydrique di au dysfonctionnement du xyléme, ce qui entraine
a terme une maladie vasculaire. Certains agents pathogenes utilisent I'haustorium pour
priver I'h6te de nutriments via une interface biotrophique, inhibant ainsi la croissance de la
plante en raison du stress d(i a une carence en nutriments et de |'apparition de maladies

telles que la rouille et I'oidium (Narayanan et al., 2022).

I11.1.2. Parasites et nématodes

Les nématodes se nourrissent du contenu des cellules végétales et peuvent se nourrir
de toutes les parties de la plante. Les nématodes parasites des plantes, quant a eux, causent
principalement des maladies telluriques et attaquent le systéeme racinaire des plantes. lls
provoquent des symptémes liés a une carence en nutriments, tels que le flétrissement ou le
retard de croissance. Les parasites produisent non seulement des lésions locales, mais aussi
des dommages systémiques qui provoquent un retard de croissance, une chlorose et des
malformations affectant différentes parties de la plante, bien qu’ils tuent rarement leurs

hotes (Garcia-Montelongo et al., 2023).
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l1l.1.3. Insectes ravageurs et mauvais herbes

Les insectes ravageurs et les mauvaises herbes représentent des stress biotiques
majeurs pour les plantes. Les insectes s'attaquent aux différentes parties de la plante,
provoquant des dommages mécaniques, la perte de tissus, voire la transmission de maladies.
Quant aux mauvaises herbes, elles entrent en compétition directe avec les plantes cultivées
pour les ressources essentielles telles que la lumiéere, I'eau et les nutriments, ce qui limite
leur croissance et leur productivité. Ces agents biotiques perturbent ainsi le développement

normal des plantes et compromettent les rendements agricoles (Biswas et Das, 2024).

l.2. Interaction des endophytes avec les pathogénes et mécanismes de

résistance

La capacité des endophytes bactériens a protéger les plantes contre les agents
pathogenes s'exerce par des mécanismes directs, tels que la libération de composés
antimicrobiens tels que les antibiotiques, les enzymes hydrolytiques et d'autres métabolites
secondaires, et par des mécanismes indirects liés a la compétition avec les agents
pathogéenes pour l'espace et les nutriments, ainsi qu'a leur capacité a moduler les défenses

des plantes (Oukala et al., 2021).

111.2.1. Substances antimicrobiennes

L'antibiose désigne généralement la production de composés bioactifs, tels que les
antibiotiques, qui ciblent et inhibent la croissance des agents pathogenes nocifs. Ces
composés peuvent étre produits par divers microorganismes, notamment les endophytes
bactériens, qui résident dans les tissus végétaux et contribuent a la santé des plantes en les
protégeant contre les agents pathogenes. Les endophytes bactériens, tels que Pseudomonas
fluorescens, Azosbirillium brasilense et Bacillus subtilis, sont connus pour produire divers
composés bioactifs, notamment des antibiotiques, des sidérophores et des enzymes, qui

inhibent directement la croissance des agents pathogénes (Najjar, 2025).
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111.2.2. Compétition pour les nutriments et I'espace

Les bactéries endophytes peuvent inhiber les agents pathogenes par compétition pour
les nutriments et l'espace. Les nutriments sont la principale source qui favorise Ia
germination des spores et régule la croissance des agents pathogénes ou des endophytes
chez I’hote. Les agents pathogénes biotrophes (qui se nourrissent de cellules vivantes de la
plante hote) et nécrotrophes (qui tuent les cellules végétales pour se nourrir de leurs tissus
morts) se procurent des nutriments spécifiques a partir d'organismes vivants ou morts
défectueux présents dans I'environnement. La présence de nutriments exsudatifs provenant
des blessures, des ouvertures stomatiques, des tissus floraux sénescents et des tissus hotes
morts des plantes constitue des niches propices a l'invasion de ['héte par les
microorganismes. Les endophytes occupent ces niches et entrent en compétition avec
I'agent pathogeéne en acquérant les nutriments essentiels et I'espace dans la plante,

empéchant ainsi l'infection de I'hote (Narayanan et al., 2022).

111.2.3. Modulation des défenses des plantes

Les plantes adaptent des mécanismes de défense locaux ou systémiques pour
controler les agents pathogenes, tels que la résistance systémique acquise (RSA) et la
résistance systémique induite (RSI); La RSI est déclenchée par des rhizobactéries ou d'autres
microorganismes non pathogenes, tandis que les microorganismes pathogenes ou les
composés chimiques déclenchent la RSA. La RSI est exploitée par les voies de l'acide
jasmonique ou de I'éthyléene, et la RSA est régulée par les voies de signalisation dépendantes
de I'acide salicylique suivant I'expression des génes des protéines liées a la pathogénese. La
résistance systémique induite est une forme de résistance stimulée, spécifiquement par les

PGPB (kloepper et al., 2004).

111.2.4. Parasitisme des agents pathogénes

Certaines bactéries endophytes peuvent parasiter ou attaquer directement les agents

pathogenes des plantes, offrant ainsi un moyen efficace de lutte contre ces derniers. Ces
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relations parasitaires sont souvent établies par la production d'enzymes qui dégradent les
parois cellulaires ou d'autres composants essentiels de I'agent pathogéne. Par exemple, les
espéces de Bacillus peuvent attaquer les bactéries et les champignons pathogénes en
concurrencant I'espace et les ressources, ou en produisant des bactériocines et des enzymes
lytiques qui tuent directement le pathogéne. Par exemple, il a été démontré que des
souches de Bacillus contrblent le flétrissement bactérien des tomates et d’autres cultures en

attaquant directement le pathogéne Ralstonia solanacearum (Najjar, 2025).
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Les travaux expérimentaux de la présente étude ont été réalisés au niveau du
Laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences

de la Terre et de I'Univers, Université 8 Mai 1945 Guelma.

I Matériel biologique
I.1. Choix et origine des bactéries endophytes étudiées

Quatre isolats bactériens appartenant au genre Bacillus ont été choisis pour la
présente étude : B1, B2, B3, et B4. Ces isolats ont été obtenus a partir des racines d’Allium

sativum L. et d’Origanum vulgare L. cultivés dans la région de Guelma (Tableau 02).

Le choix de ces bactéries a été basé sur :

V" Leur capacité a produire des phytohormones comme les auxines ;
v Leur rble important dans la promotion de la croissance des plantes ;

V" Leur habitude a secréter des enzymes hydrolytiques.

I.2. Confirmation de la pureté des isolats endophytes

Afin de vérifier la pureté des isolats bactériens, nous avons d'abord procédé a une
revivification de chaque isolat en introduisant des colonies dans des tubes contenant chacun
5 ml de Luria-Bertani (LB). Cette étape a été suivie d'un isolement sur la gélose nutritive
(GN). La vérification de certains caracteres morphologiques et biochimiques a été effectuée

afin de confirmer la pureté des isolats.

Il. Evaluation de la résistance des bactéries endophytes aux stress abiotiques
Il.1. Préparation des cultures bactériennes

- Inoculer les bactéries endophytes dans un milieu liquide LB (Luria Bertani) et incuber
a 30 °C avec agitation (150 rpm) pendant 18-24 heures afin d’obtenir une culture

exponentielle ;
- Ajuster la densité optique des cultures a environ 0,5 (OD600) afin de normaliser les

concentrations bactériennes avant I'exposition aux différents stress.
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Tableau 02 : Origine des isolats bactériens.

L. . . Date Méthode de
Isolats bactériens Origine ) .
d’isolement conservation
B1 Racines d’Origanum vulgare L. 13/02/2024
B2 Racines d’Allium sativum L. 13/02/2024
Bacillus sp. GN inclinée
B3  Racines d’Allium sativum L. 13/02/2024
B4  Racines d’Origanum vulgare L. 19/02/2024

GN : Gélose nutritive

11.2. Induction d’un stress salin

- Cultiver les isolats dans un bouillon tryptone soja (TSB) ;

- Préparer une série de milieux LB avec des concentrations croissantes de NaCl (0, 50,

100, 200, and 400 mM) ;

- Inoculer 1 mL de la culture bactérienne normalisée dans 9 mL de milieu salin ;

- Incuber a 30 °C avec agitation pendant 5 jours ;

- Mesurer la croissance en suivant I'OD600 a intervalles réguliers (24 h) ;

- Comparer avec le controle non stressé et calculer le pourcentage de survie (Shahid et

al., 2022).

11.3. Induction d’un stress de sécheresse

- Ensemencer des boites de pétri contenant une couche de 2 mm de GN par 0,2 mL

des cultures jeunes;

- Incuber a température ambiante pendant 4 a 8 semaines (jusqu'a ce que le milieu

de culture soit complétement sec) ;

- Les cultures bactériennes ont été évaluées pour leur tolérance a la sécheresse

apres 4 a 8 semaines ;

- Des aliqguotes de 1 ml d'eau distillée stérile ont été placées sur du matériel

cellulaire bactérien sec pendant 15 minutes ;

- Ces aliquotes ont été récupérés par pipetage et ensemencés sur des GN fraiches ;

- Dénombrer les colonies obtenues apres incubation a 17°C (Hirsch et al., 2004).
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11.4. Induction d’un stress phosphaté

L'agar de Pikovskaya a été utilisé pour tester la capacité des bactéries a solubiliser le

phosphate (Weinand et al., 2023).

- Préparer des cultures jeunes des isolats bactériens dans le TSB ;

- Déposer un volume de 1 pL de culture sur la gélose Pikovskaya et incubée a 28 °C
pendant 10 jours dans I'obscurité ;

- La zone claire qui sera formée autour des colonies indique que les bactéries sont

solubilisatrices de phosphate.

I1.5. Induction d’un stress par les métaux lourds
11.5.1. Préparation des solutions des métaux lourds testés
Dans la présente étude nous avons étudié la tolérance des isolats endophytes aux
métaux lourds suivants : le cuivre et le cadmium. Des solutions meres de CuSO4 et de CdSO4
contenant 1 M et 0,1 M ont été préparées dans de I'eau distillée, puis stérilisée par filtration
sur membrane (0,2 um). Aprés dilution des solutions meres métalliques, les concentrations
des métaux se répartissent dans les solutions filles entre 0,01 et 500 mM (Soto-Varela et al.,

2024).
11.5.2. Etude de I'effet des métaux lourds

Afin de déterminer quantitativement l'effet des métaux lourds sur les bactéries

choisies, nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu liquide :

Mélanger V/V de chaque concentration du métal avec I'inoculum bactérien ajusté ;

- Incuber avec agitation a 37° C;

- Surveillez la croissance bactérienne a différents intervalles de temps (1, 2, 3, 4,7, 8,9
et 10 jours) et mesurer la croissance bactérienne a une densité optique DO = 600 nm

- Notez la concentration minimale ou aucune croissance n’est observée (CMI
Concentration Inhibitrice Minimale) ;

- Des témoins de croissance pour chaque souche bactérienne sont préparés dans le

bouillon LB sans agents chimiques ;

- Des témoins négatifs sont préparés également avec milieu LB additionné des agents
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chimiques sans culture bactérienne.

11.5.3. Production des exopolysaccharides (EPS)

Les EPS jouent un réle important dans la tolérance aux agents toxiques, y compris les
métaux lourds. Afin de déterminer un des mécanismes de tolérances de nos isolats
endophytes aux métaux lourds, les EPS ont été dosés pour toutes les concentrations du
cuivre et de cadmium selon la méthode du phénol-soufre (Toschkova, 2022)
Le principe de la méthode est basé sur la réaction entre les sucres et 'acide sulfurique en
présence de phénol, donnant wune coloration jaune-orange mesurable par

spectrophotométrie.

Le dosage des EPS a été réalisé comme suit :

- Centrifuger la culture bactérienne (10 000 rpm, 10 min) ;

- Précipiter les EPS en ajoutant 3 volumes d'éthanol absolu, laisser a 4°C pendant
24h;

- Centrifuger et récupérer le culot ;

- Ajouter 0,5 mL d’échantillon, 0,5 mL de phénol a 5% et 2,5 mL d’acide sulfurique
concentré ;

- Mélanger et laisser reposer 10 min a température ambiante ;

- Lire I'absorbance a 490 nm contre un blanc;

- Déduire la concentration d’EPS en utilisant une courbe étalon de glucose.

11.6. Induction de stress par I’herbicide Mustang 360 S

11.6.1. Préparation des concentrations filles

Mustang 360 S est un herbicide commercial contenant 17,4 mM de Florasulam et 900
mM de 2,4-D ester. Il est utilisé pour le désherbage des cultures céréalieres, notamment le
blé et I'orge, afin de lutter contre les mauvaises herbes dicotylédones annuelles et vivaces.
En Algérie, il est couramment employé dans les zones agricoles a forte production céréaliere.
Cet herbicide est apprécié pour son efficacité a faible dose et sa rapidité d'action, bien

gu’une utilisation répétée et non maitrisée puisse entrainer des risques de pollution
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environnementale et de résistance chez certaines especes adventices (Szymanska et al.,

2014).

La tolérance des isolats endophytes a I'herbicide Mustang 360 S a été testée par
utilisation de la méthode de diffusion en milieu liquide. Des solutions filles réparties entre

15 et 1200 pL/mL ont été préparées a partir de la solution commerciale de I'herbicide pur.
11.6.2. Etude de I'effet de I'herbicide Mustang 360 S

Afin de déterminer quantitativement I'effet de I’herbicide Mustang 360 S sur les

bactéries choisies, nous avons utilisé le méme protocole décrit dans la partie § II.5.

ll. Evaluation de la résistance des bactéries endophytes aux stress biotiques

La résistance des bactéries endophytes aux stress biotiques a été évaluée par des
interactions antimicrobiennes. Ces interactions ont été étudiées en mettant en évidence
I'activité antimicrobienne des endophytes contre le champignon responsable de la
pourriture grise Botrytis cinerea et les bactéries Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, et
Citrobacter freundii. Les souches cibles proviennent de différentes sources
environnementales (sol, eau et plante), permettant ainsi de tester la robustesse des
endophytes face a une diversité de compétiteurs microbiens. Cette approche vise a
comprendre le potentiel des endophytes a résister ou a inhiber la croissance de
microorganismes compétiteurs, reflétant leur capacité d’adaptation aux stress biotiques
dans leur environnement naturel. Les méthodes utilisées sont le test de diffusion sur milieu
gélosé pour l'activité antifongique et le test de croissement pour 'activité antibactérienne

(Skowronek et al., 2020 ; Silva et al., 2020).

I1l.1. Interaction isolats endophytes-Botrytis cinerea

L'interaction entre les souches endophytes B1, B2, B3 et B4 et le phytopathogéne
Botrytis cinerea a été déterminée en suivant la technique décrite par Silva et al. (2020).

Un cylindre d’environ 5 mm d’une culture de Botrytis cinerea est placé sur un co6té de
la gélose dextrosée a la pomme de terre (PDA). Les isolats bactériens sont ensemencés par
spot dans l'autre c6té opposé de la boite. Les boites de Pétri sont incubées pendant sept
jours a 28 °C. Le controle consistait en une gélose PDA contenant uniquement le
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phytopathogene. Le pourcentage d'inhibition a été déterminé aprés mesure de la zone

d'inhibition de la croissance fongique.

I11.2. Interaction isolats endophytes- Bactéries environnementales

L'interaction entre les isolats endophytes B1, B2, B3 et B4 et les bactéries Escherichia
coli, Klebsiella oxytoca et Citrobacter freundii a été déterminée en suivant la technique
décrite par Skowronek et al. (2020).

Les isolats bactériens et les souches a tester ont été cultivés séparément dans un
milieu LB liquide pendant deux jours a 20 °C afin de préparer les inoculums pour les tests de
croisement. Chaque isolat a ensuite été subinoculé en ligne médiane sur la gélose LB.
Chacune des souches a testée a été ensemencée en lignes perpendiculaires de part et
d'autre de la ligne de l'isolat endophyte. Les géloses ont été incubées a 20 °C pendant 72
heures. Le potentiel antibactérien des isolats endophytes a été mesuré (en mm) de gauche

et de droite en tant que zone d'inhibition.

Iv. Analyse statistique

Afin de comparer la capacité des isolats bactériens a résister aux différents stress, les
résultats sont soumis au test ANOVA a un critére (AV1) (La normalité des distributions a été
évaluée préalablement par la valeur W de Shapiro-Wilk’s, les distributions étant la plupart
du temps symétriques). Les différences ont été considérées significatives a une probabilité

p <0,05. L'étude statistique a été réalisée par le logiciel statistique SPSS 25.0.

La figure 03 illustre le protocole expérimental réalisé dans la présente étude.
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Figure 03 : Etude de la capacité des bactéries endophytes a résister
aux stress abiotiques et biotiques. 27
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Résultats et discussions

. Evaluation de la résistance des bactéries endophytes aux stress abiotiques

I.1. Réponse au stress salin

Apres 5 jours de contact, les quatre isolats de Bacillus testés ont montré des taux de
survie importants vis-a-vis de différentes concentrations de NaCl. Une capacité de survie
totale (100 %) a été observée avec les concentrations les plus élevées (200 mM et 400 mM)
chez les isolats B1 et B4. Dans la majorité des cas le taux de survie des isolats oscille entre 80

et 95 % (p > 0,05) (Fig. 04).
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Figure 04 : Résistance des bactéries endophytes au stress salin.

La salinité constitue I'un des stress abiotiques majeurs affectant la croissance des
plantes et la productivité agricole dans de nombreuses régions du monde. Selon la FAQ, plus
de 20 % des terres irriguées sont touchées par la salinisation, réduisant considérablement
leur potentiel de production. L'excés de sels dans le sol perturbe I'équilibre hydrique des
plantes en diminuant l'absorption de I'eau par osmose, ce qui entraine une déshydratation
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cellulaire et une inhibition de la germination des graines. A long terme, ces effets
physiologiques se traduisent par une diminution marquée des rendements agricoles,

mettant en péril la sécurité alimentaire dans les zones concernées (Miransari et al., 2019).

Pour faire face au stress salin qui compromet la croissance des cultures comestibles,
l'utilisation de bactéries endophytes halotolérantes représente une approche
biotechnologique particulierement prometteuse. Ces microorganismes bénéfiques,
naturellement adaptés aux environnements salins, sont capables de favoriser la croissance
des plantes, de moduler I'expression des genes liés a la tolérance au sel chez les plantes et
de renforcer l'intégrité des membranes cellulaires et maintenir I'équilibre ionique, en
réduisant par exemple I'accumulation de sodium dans les tissus. Ainsi, leur application en
agriculture durable, notamment sous forme d’inoculants microbiens ou de biofertilisants,
offre une alternative écologique et efficace pour atténuer les effets néfastes de la salinité

sur les cultures alimentaires (Shahid et al., 2022).

Les résultats de la présente étude montrent que les isolats de Bacillus isolés d’Allium
sativum L. et d’Origanum vulgare L. sont halotolérantes. Conformément a nos résultats,
Abd_Allah et al. (2018) ont montré qu’une souche endophytes, Bacillus subtilis BERA-71, a
augmenté la tolérance au NaCl chez le pois chiche Cicer aritienum L. lls suggérent que la
souche B. subtilis a protégé les plantes des effets délétéres du NaCl sur les pigments
chlorophylliens, ce qui pourrait contribuer a I'amélioration de I'efficacité de Ila
photosynthese. Xie et al (2024) rapportent que |l'utilisation des bactéries
phytopharmaceutiques tolérantes au sel a été désignée comme une stratégie potentielle
pour atténuer le stress salin, car elles peuvent non seulement s'adapter aux environnements
salins du sol, mais aussi améliorer la fertilité du sol et le développement des plantes dans
des conditions de salinité. Divers mécanismes médiés par ces souches bactériennes, y
compris, mais sans s'y limiter, la production de sidérophores, la fixation de l'azote,
I'amélioration de la disponibilité des nutriments et la modulation des phytohormones, ont

été intensivement étudiés pour développer des inoculants microbiens dans I'agriculture.
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I.2. Réponse au stress de sécheresse

Les cultures bactériennes ont été dénombrées aprés un séchage complet des milieux
de cultures, cet aspect a été obtenu aprés 8 semaines d’incubation. L’ensemble des isolats a
montré une capacité importante de croissance sur des GN fraiches. Le dénombrement de
cultures obtenues montre que tous les isolats ont données une charge supérieure a 1,5 x 10?

UFC/ml (Fig. 05).
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Figure 05 : Nombre de bactéries endophytes apres induction d’un stress de

sécheresse.

Les changements climatiques irréguliers, I'agriculture intensive et la diminution de
I'approvisionnement en eau due a la baisse des précipitations affectent les systemes
biologiques, I'apport en nutriments et la productivité des cultures (Tyagi et Pandey, 2022).
De nouvelles techniques agricoles émergentes sont adoptées pour lutter contre le stress de
sécheresse ; une des stratégies consiste a explorer les bactéries endophytes, qui établissent
une relation symbiotique avec la plante hote et synthétisent des nutriments offrant des
conditions favorables a la résistance au stress hydrique chez les plantes (Kour et Yadav,
2022). Dans la présente étude, les quatre isolats endophytes ont montré une résistance
remarquable au stress hydrique, suggérant leur potentiel a améliorer les performances
physiologiques des plantes ainsi que leur productivité en conditions de sécheresse,
notamment sur des terres arides ou dégradées. Les études d’Abideen et al. (2022) sur des
bactéries endophytes sélectionnées sous un stress de sécheresse, ont confirmé que ces

dernieres améliorent la tolérance au stress hydrique chez I'orge Hordeum vulgare en
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régulant les caractéristiques physiologiques, 'activité des antioxydants et I'absorption des
minéraux. 1l a été suggéré que la colonisation endophyte modifie ['appareil
photosynthétique de la plante héte, en augmentant I'activité des complexes collecteurs de
lumiere et en améliorant la performance photosynthétique. De plus, Alavo et al. (2018) ont
évalué l'effet de la rhizobactérie Bacillus amyloliquefaciens FZB 42 sur la tolérance au stress
hydrigue et le rendement du cotonnier Gossypium hirsutum, leurs résultats ont montré que
les semences traitées avec cette bactérie ont germé plus rapidement et que les plantules se
sont développées plus rapidement que celles non traitées, méme en conditions de stress
hydrique.

Les bactéries du genre Bacillus jouent un réle crucial dans la tolérance des plantes au
stress hydrique, notamment grace a leur capacité a former des spores. Elles stimulent la
croissance végétale en favorisant I'absorption de I'eau et des nutriments, en régulant
I'ouverture des stomates via la production d’acide abscissique, et en activant les systémes
antioxydants pour limiter les dommages oxydatifs. Certaines souches produisent également
des exopolysaccharides qui améliorent la structure du sol et la rétention d’eau au niveau des
racines. Ces mécanismes font des Bacillus des alliés précieux pour une agriculture durable en

conditions de sécheresse (Park et al., 2024).

I.3. Réponse au stress phosphaté

Les quatre isolats de Bacillus a étudier ont poussé sur I'agar de Pikovskaya avec

formation des zones claires autours des colonies (Fig. 06).

Figure 06 : Solubilisation du phosphate par les bactéries endophytes testées.
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L'usage excessif d’engrais phosphaté entraine de graves perturbations écologique,
notamment une modification du pH du sol pouvant mener a son acidification, une
diminution de la teneur en matiére organique, ainsi qu’une contribution a I'émission de gaz
a effet de serre (Kumar et al., 2019). La capacité a solubiliser les composés phosphatés est
I'un des traits les plus recherchés chez les bactéries promoteurs de croissance, notamment
dans les études visant a identifier des souches capables d’atténuer les effets des stress
environnementaux (Dimkpa et al.,, 2009). Les isolats de Bacillus testés dans cette étude ont
montré la capacité de solubiliser le phosphate in vitro ce qui suggere leur capacité a
augmenter la disponibilité du phosphore pour les plantes, contribuant ainsi a la santé et a la
productivité des cultures. Par ailleurs, I'inoculation artificielle des cultures avec des bactéries
solubilisatrices de phosphate a été identifiée comme une stratégie prometteuse en
recherche pour améliorer I'absorption du phosphore par les plantes (Azaroual et al., 2020).
Les résultats rapportés par Nagah et al. (2024) viennent appuyer nos résultats, en mettant
également en évidence la capacité des Bacillus a solubiliser le phosphate. Deux souches (B.
vallismortis et B. tequilensis) se sont révélées les plus efficaces lors du test de solubilisation
in vitro du phosphate tricalcique. Ces isolats ont également démontré leur activité
enzymatique, notamment la présence de la nitrogénase et de la phosphatase alcaline. De
plus, leurs résultats soulignent le potentiel de 'utilisation combinée de ces deux isolats et de

la fertilisation phosphatée réduite comme stratégie durable et sire.

I.4. Réponse au stress des métaux lourds

1.4.1. Tolérance au cuivre

Les résultats obtenus montrent que la CMI du cuivre pour les quatre isolats
endophytes de Bacillus reste indétectable a la concentration maximale testée (500 mM).

Les résultats représentés par la figure 07 montrent que toutes les souches
bactériennes se développent en présence de cuivre. Leur croissance differe en fonction de la
concentration du métal et de la durée d’incubation.

Globalement, les densités optiques moyennes oscillent entre 0,12 et 0,68. Deux phases
sont observées, une diminution de croissance les premiers jours suivi par une augmentation

et/ou une stabilité méme aprés 10 jours.
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1.4.2. Tolérance au cadmium

Nos analyses révelent que la CMI du cadmium a I’égard des quatre isolats endophytes
de Bacillus n'a pas été atteinte, méme a 500 mM, suggérant une forte tolérance au

cadmium.

La figure 08 montre une variabilité de comportement des souches de Bacillus en
présence de différentes concentrations du cadmium testées. Globalement, une importante
croissance est observée durant les premiers jours, spécifiquement apres 2 jours ou des
densités optiques supérieures a 0,7 ont été enregistrées. Aprés une faible sensibilité au
cadmium (a partir du 4°™¢ jour d’incubation), toutes les souches montrent une stabilité a
toutes les concentrations représentée par des densités optiques comprises entre 0,33 et

0,55.

La pollution de I'environnement par les métaux lourds représente un enjeu majeur
pour la santé humaine et I'équilibre écologique, en raison de leur toxicité et du danger qu’ils
posent 3 la survie des étres vivants. Les métaux lourds présents dans I’environnement
peuvent avoir une origine naturelle (géogénique) ou étre liés aux activités humaines
(anthropique), notamment a travers les industries de la métallurgie, I’exploitation miniere, la
combustion des énergies fossiles, l'incinération des déchets, ainsi que la présence de sols
naturellement chargés en métaux lourds (Riskuwa-Shehu et al., 2019). La pollution des sols
par le cuivre et le cadmium constitue une problématique environnementale préoccupante
en raison de leur toxicité, de leur persistance et de leur capacité a s’accumuler dans les
écosystemes. Le cuivre, bien qu’essentiel en petites quantités pour les organismes vivants,
devient toxique a des concentrations élevées, perturbant I'activité microbienne du sol et
inhibant la croissance des plantes. Le cadmium, quant a lui, est un métal non essentiel,
extrémement toxique méme a faibles doses, et peut étre absorbé par les racines des

plantes, pénétrant ainsi la chaine alimentaire (Benhalima et al., 2020).

Au cours de ces dernieres années, il a été démontré que les micro-organismes associés
aux plantes jouent un role important dans la capacité des plantes a s’adapter aux
perturbations environnementales y compris le stress des métaux lourds. Dans la présente
étude, les souches endophytes du genre Bacillus semble tolérantes aux fortes

concentrations du cuivre et de cadmium. Similairement, plusieurs études ont montré que
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Figure 08 : Effet du cadmium sur la croissance des bactéries endophytes testées.
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différentes espéces du genre Bacillus telles que B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus, B.
clausii et B. flexus ont montré une forte tolérance a divers métaux lourds (Liagat et al.,
2023 ; Lu et al., 2023). Liu et al. (2024) ont rapporté que les bactéries endophytes
développent divers mécanismes de résistance pour atténuer la toxicité des métaux lourds,
ces mécanismes comprennent I'adsorption biologique, la méthylation, les réactions redox, la
biolixiviation et la bioprécipitation. \Wang et al. (2022) ont montré qu’apres I'inoculation du
sol avec Bacillus cereus BL4, on observait une amélioration de la biodisponibilité du
cadmium, ainsi qu’une stimulation de I'activité enzymatique du sol, notamment celles de la
sucrase, de l'uréase, de la phosphatase alcaline, de la déshydrogénase, et de la catalase.
Parallelement, cette inoculation a permis une augmentation de la hauteur des plantes, de la
biomasse fraiche, de la teneur en chlorophylle, du taux de photosynthese et de I'activité
racinaire, tout en réduisant les niveaux de malondialdéhyde, indiquant ainsi une réduction
de la cytotoxicité du Cd et une amélioration de la phytoremédiation par les plantes. Par
ailleurs, Feng et al. (2023) ont démontré que la bactérie endophyte LSEO3 possédait une
capacité efficace de lessivage et d'immobilisation des ions Cu?* et Zn?*, avec des taux
d’élimination respectifs de 97,92 % et 96,39 %, contribuant ainsi a une amélioration

significative de la fertilité des sols.

1.4.3. Production des exopolysaccharides (EPS)

Les EPS ont été dosés chez les bactéries exposées aux métaux lourds aprés 10 jours
d’incubation. Les résultats obtenus sont illustrés par la figure 09. Nous remarquons que
toutes les souches bactériennes expriment des concentrations d’EPS aprés exposition au

cuivre ainsi qu’au cadmium.

L'examen des graphes montre que la souche B1 est la productrice des concentrations
les plus élevées d’EPS (> 120 pg/mL vis-a-vis de 500 mM de cadmium). Des différences
significatives (p< 0, 001) ont été enregistrées entre les concentrations d’EPS exprimés apres
exposition au cuivre et celles exprimés apres exposition au cadmium. Ces derniéres restent

globalement les plus élevées.

Nous notons également un gradient croissant des taux en EPS. Ces résultats laissent
supposer l'existence d’une corrélation positive entre le taux des EPS sécrétés et la

concentration des métaux lourds a lesquels les bactéries sont exposées.
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Les EPS sont des polyméres glucidiques extracellulaires produits par de nombreuses
bactéries, y compris les bactéries endophytes. Ces macromolécules jouent un réle essentiel
dans linteraction entre les micro-organismes et leur environnement. Chez les bactéries
endophytes, les EPS participent activement a I’établissement et au maintien de la symbiose
avec I'hdte végétal. En plus de leur fonction structurale, les EPS contribuent a la tolérance au
stress abiotique (salin, hydrique, oxydatif ou métallique) en agissant comme une barriere
protectrice ou en piégeant certains composés toxiques. Ainsi, les EPS produits par les
endophytes jouent un role déterminant dans I'adaptation des plantes a des conditions

environnementales défavorables et dans I'amélioration de leur croissance (Liu et al., 2024)

Dans la présente étude, touts les isolats endophytes ont été capables de produire des
EPS sous le stress des deux métaux lourds testés, le cuivre et le cadmium. La capacité a
synthétiser des EPS par les Bacillus a été observée par Nazli et al. (2021) qui ont montré que
la souche Bacillus safensis FN13 productrice d’EPS était la plus efficace pour améliorer la
croissance et la physiologie de plantes en conditions de stress au cadmium. De méme, Schue
et al. (2018) ont montré qu’une bactérie endophyte productrice d’exopolysaccharides,
formait un biofilm sur les racines des plantes, ce qui protégeait les cellules du tournesol
(Helianthus annuus) en empéchant le cadmium (Cd) d’'y pénétrer. Yue et al. (2021) ont
suggéré que Bacillus altitudinis WR10 est une souche résistante au cuivre, capable de
réduire sa toxicité chez le blé (Triticum aestivum). Parmi les stratégies de séquestration
extracellulaire des métaux lourds, la liaison aux EPS bactériens qui possédent des groupes
fonctionnels chargés qui leur conférent des propriétés adsorbantes et adhésives (Kailasam et

al., 2022).

I.5. Réponse au stress de I’herbicide Mustang 360 S

L’évolution de croissance de différentes bactéries vis-a-vis de I'herbicides Mustang 360
S est illustrée par la figure 10.

Les résultats obtenus montrent que I'augmentation des concentrations du Mustang
360 S n’a pas un effet visible sur la croissance des bactéries. Certaines concentrations
élevées ont un effet évolutif sur la croissance bactérienne, par contre d’autres

concentrations faibles ont un effet décroissant et vice versa.
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Généralement, les densités optiques les plus faibles sont supérieures a 0,3. La souche
B1 présente des croissances importantes aux concentrations 600 et 1200 pg/mL. Toutefois,
les souches B2, B3 et B4 présentent une croissance significativement différente par rapport

au témoin (p < 0,001).

Les herbicides utilisés en agriculture, tels que le Mustang 360 S sont généralement
composés de substances actives appartenant au groupe des auxines synthétiques et le
fluroxypyr, ce type de formulation agit en perturbant la croissance cellulaire des plantes
cibles en limitant l'action des auxines naturelles. Toutefois, ces substances peuvent
également affecter des organismes non ciblés, y compris les bactéries endophytes
(DelLorenzo et al., 2001). Bien qu’aucune étude locale aient documenté I'impact du Mustang
360 S sur la microflore endophyte, nos observations expérimentales montrent que les
souches bactériennes endophytes utilisées dans la présente étude peuvent tolérer des
concentrations élevées de I'herbicide Mustang 360 S souvent comparable voire meilleure
gue le témoin. En accord avec nos résultats, Lastochkina et al. (2023) ont montré que des
souches de Bacillus subtilis étaient tolérantes a I'herbicide Sekator Turbo (un herbicide
sélectif post-levé, utilisé principalement en culture céréaliere pour lutter contre un large
spectre de dicotylédones et certaines graminées adventices). D’apres Bérard et Benninghoff
(2001) les herbicides peuvent entrainer, dans certains cas, le développement de capacités de
tolérance au polluant au sein des communautés sensibles. Ce phénoméne de PICT
(Pollution-Induced Community Tolerance), régulierement observé en conditions
expérimentales et en milieu naturel, particulierement sur les communautés microbiennes,
souligne la capacité d’adaptation potentielle de certaines populations microbiennes face a

ces molécules.

Il. Evaluation de la résistance des bactéries endophytes aux stress biotiques

Il.1. Interaction isolats endophytes- Botrytis cinerea

Les isolats B1, B2, B3 et B4 montrent une inhibition élevée du mycélium de Botrytis

cinerea, atteignant 100 % (p > 0,05) (Fig. 11).
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Figure 11: Interaction entre les isolats endophytes et le phytopathogene Botrytis cinerea.

I1.2. Interaction isolats endophytes- Bactéries environnementales

Le test de stries croisées (Fig. 12), montre I'absence d’un effet antibactérien entre les
isolats endophytes et les bactéries environnementales. Ces résultats suggerent I'absence des
activités antagonistes ce qui peut refléter une relation neutre ou coopérative entre les

bactéries.

Escherichia coli

Klebsiella oxytoca

Citrobacter freundii

Figure 12 : Interaction entre les isolats endophytes et les bactéries environnementales.
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Les interactions bénéfiques entre les plantes et les bactéries endophytes jouent un
réle important dans la protection des plantes contre les phytopathogenes (Jamiotkowska,
2020). Botrytis cinerea est un champignon pathogéene généraliste capable d’infecter un large
éventail d’espéeces végétales, y compris les principales cultures agricoles. Néanmoins, ce
champignon est largement répandu a travers le monde et il est considéré comme I'un des
pathogenes végétaux les plus importants sur le plan économique, provoquant d’énormes
pertes de récolte avant et aprées la récolte (Richards et al.,, 2021). Ces derniéres années le
contréle de la pourriture grise, la maladie provoquée par Botrytis cinerea, par différentes
stratégies alternatives a l'utilisation des fongicides a fait I'objet de plusieurs études.
L'utilisation de microorganismes dans la lutte contre cette maladie est l'une des
exploitations les plus importantes. Dans la présente étude les isolats de Bacillus ont montré
un effet protecteur contre Botrytis cinerea. En accord avec nos résultats, Toral et al. (2020)
ont rapporté que la souche Bacillus velezensis XT1, isolée a partir de la rhizosphére d’un
Juncus effusus (jonc épars), a un effet antagoniste contre Botrytis cinerea atteignant un taux
supérieur a 80%. Plusieurs métabolites produits par les Bacillus endophytes contribuent a
leurs activités antifongiques. Des études antérieures ont mis en évidence le réle crucial joué
par les surfactines et le 2—3 butanediol en tant qu’agents antimicrobiens, mais aussi en tant
gue composés activant la résistance systémique induite et favorisant la croissance des

plantes (Al-Ali et al., 2018 ; Mihalache et al., 2018).

Une coexistance est remarquée entre les isolats endophytes de la présente étude et
les bactéries environnementales. |l est possible que les isolats de Bacillus ne pergoivent pas
les bactéries testées comme une menace ou une concurrence directe, ce qui permet une
cohabitation sans production de composés antimicrobiens. Garcia-Bayona et Comstock
(2018) ont expliqué que certaines espéces bactériennes peuvent coexister sans antagonisme
apparent, méme en présence de producteurs d’antibiotiques ou de composés

antimicrobiens.
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Conclusion et perspectives

Les résultats de I'évaluation de la résistance des isolats endophytes associés aux racines
d’Allium sativum L. et d’Origanum vulgare L. aux stress abiotiques et biotiques, permettent de

tirer la conclusion suivante :

- Les quatre isolats bactériens du genre Bacillus ont présenté une adaptation a plusieurs
stress abiotiques;

- Untaux de croissance a 100 % a été observé a des concentrations élevées en sel;

- Les isolats restes cultivables aprés un stress de sécheresse;

- Les 4 isolats bactériens ont la capacité a solubiliser les composés phosphatés;

- Tous les isolats bactériens sont tolérantes aux fortes concentrations de cuivre, de
cadmium et de Mustang 360 S;

- Une surexpression des EPS a été enregistré chez les isolats tolérantes aux métaux
lourds ;

- Les isolats de Bacillus ont montré un effet protecteur contre le phytopathogene Botrytis

cinerea.

Différentes perspectives peuvent étre envisagées:

- ldentification des isolats bactériens par des méthodes génétiques ainsi que la
détermination des genes et des métabolites clés impliqués dans la résistance aux
différents stress;

- Ftude de I'effet de stress combinés sur un consortium bactérien;

- Utilisation des endophytes résistantes autant que biofertilisant ou biostimulant en

conditions de plein champ.
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