Al Akl jiasall 4y 500 3l 4y ) seand )
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

) anll g el il ) 55
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université des Fréres Mentouri Constantine Adaiid (g ) gila 3 AY) daala
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie bl g daphall o sle 2
Département : Microbiologie La flong Sa s and

Mémoire présenté en vue de I’obtention du Dipléme de Master
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Ecologie et Environnement

Spécialité : Ecologie Microbienne

Intitulé :

Les bactéries endophytes isolées a partir des |égumineuses

Le:22/09/2021

Présenté par : ARIBA Asma
BENHAMAMA Chaima Dina
BOUSBA Yousra

Jury d’évaluation :
Présidente du jury : Mme. GUERGOURI I. (Maitre Assistante- UFM Constantine 1).
Rapporteuse : Mme. GACI M. (Maitre de Conférences- UFM Constantine 1).

Examinatrice : Mme. BOUCHLOUKH W. (Maitre de Conférences- UFM Constantine 1).

Année universitaire
2020- 2021






Remerciements

Nous exprimons tout d abord, nos profonds remerciements et louanges
Allah le tout puissant qui nous a guidé sur le droit chemin et nous a donné la
santé, le courage et la volonté pour achever ce modeste travail.

Nos vifs remerciements et notre profonde gratitude s'adressent d notre
directrice de recherche Madame Gaci Meriem (Maitre de Conférences a UFM
Constantine 1 ) pour son dévouement, ses précieux conseils, ses encouragements,
sa patience, sa disponibilité et sa gentillesse.

Nos vifs remerciements s adressent également aux membres de jury pour
avoir accepté d évaluer ce travail Mme. GUERGOUR] Ibtissem (Maitre
assistante & UFM Constantine 1) pour [honneur qu’elle nous a fait d avoir
acceptée de présider le jury et Mme. BOUCHLOUKH Warda (Maitre de
Conférences & UFM Constantine 1) pour ['honneur qu'elle nous a accordé en
examinant ce modeste travail.

Nous exprimons également notre gratitude a tous les enseignants qui ont
contribué a notre formation universitaire.

Un grand merci a nos familles, a nos parents pour leur soutien, leurs
encouragements et leur patience durant ces années d études.

Enfin, merci a toutes les personnes qui ont contribué de pres ou de loin a
la réalisation de ce travail.



Dédicaces
Je dédie ce mémoire :

A ma trés chére maman CHAHRA

Quoti je fasse ou que je dise, je ne se saurai point te remercier comme il se doit.
Ton affection me couvre, ta bienveillance me guide et ta présence a mes cotés a
toujours été ma source de force pour affronter les différents obstacles.

A mon trés cher PAPA MOURAD

Mon inspiration tu as toujours été a mes cOtés pour me soutenir et
m’encourager pour que je puisse atteindre mes objectifs. Que ce travail traduit
ma gratitude et mon affection.

A mon cher frere DJAMEL

A tous les moments d’enfance passés avec toi mon frere, engage de ma
profonde estime pour [aide que tu m’as apporté. Tu m’as soutenu, réconforté
et encouragé.

A mes cheres amis HADIA et ABIR,

Pour ses soutiens de moral et leurs aides, leurs conseils précieux que dieu les
protége et leur offre la chance et le bonheur.

A mon cher oncle ADEL et son épouse MIRA

Pour leurs aides dévoués et leurs encouragements que dieu leur donne une
Joyeuse vie.

Merci détre dans ma vie je vous aime.

Chaima Dina



Je dédie le fruit de ce modeste travail comme geste de gratitude :
A mes trés chers parents Ariba Brahime et Labiod Saida

Tous les mots du monde ne sauraient exprimer ['immense amour que je vous
porte, ni la profonde gratitude que je vous témoigne pour tous les efforts et les
sacrifices que vous n'avez jamais cessé de consentir pour mon instruction et
mon bien-étre. C'est d travers vos encouragements que je me suis réalisée. Je
vous rends hommage par ce modeste travail en guise de ma reconnaissance
éternelle et de mon infini amour. Que Dieu le tout puissant vous garde et vous
procure santé, bonheur et longue vie pour que vous demeuriez le flambeau
illuminant mon chemin.

A la mémoire de mon grand-pére Labiod Hamlaoui
Tu as été la bénédiction qui illumine nos chemins et la joie qui nous unit.

A toute ma famille chacun en son nom.

A mes chéres amis Salsabile, Asma, Meroua, Ibtihed], Nouha, Sara, Ines,
Khaoula, Sami et Abdellah.

Qui mont toujours motivé et encouragé. Nos fous rires et les bons moments
passés ensembles vont me mangquer.

A toutes les personnes merveilleuses de ma vie.

A tous ceux qui croient en moi et me souhaitent le succes.



Grdce a Dieu tout puissant, j ai achevé la réalisation de ce modeste travail que
Jje tiens trés chaleureusement a dédier :

A ma trés chére maman HOURIA

Honorable aimable tu représentes pour moi le symbole de la bonté par
excellence, la source de la tendresse et [exemple du dévouement qui n’a pas
cessé de m’accompagner, je te dédie ce travail en témoignage de mon profond
amour, que dieu le garde pour mot.

A mon trés cher PAPA YOUCEF

Autant de phrases et d’expressions ne sauraient exprimer ma gratitude et ma
reconnaissance, tu as su graver en moi le sens de la responsabilité de
Coptimisme et de la confiance en moj, je te dois ce que je suis aujourd hui et ce
que je serai demain.

A ma chére seur KENZA

L’ unique seeur que j'ai au monde qui me tient compagnie, merci pour ton
soutien chaleureux que tu n’as pas cessé d apporter tout au long de ma vie.

A mes cheres fréres OUSSAMA, RAMZI, ADLEN

Je vous dédie ce modeste travail en témoignage de [amour que je ressens pour
vous trois vous ne cessez pas de veiller sur moi merci pour tous.

A tous mes proches

Ma grand-mére et tantes oncles cousins et mes chéres cousines NIHED,

NORHAN, IKRAM merci pour leur soutien moral et sympathie.
A ma meilleure amie FERIEL merci d étre toujours prés de mot.
A toutes mes amies HADIJER, NADA, YASMIN, SOUAD et KHITAM

En souvenir de nos bons moments ainsi qu'a toutes les personnes qui me sont
chéres que j ai omis de citer.

Yousra

Résumé



L'association des plantes et des bactéries endophytes comprend une grande diversité de
taxons bactériens et d'h6tes végétaux. Dans cette étude bibliographique nous présentons un
apercu genéral sur la relation entre les légumineuses et les bactéries endophytes non
rhizobiennes « Non Rhizobial Endophytes » (NRE). Les légumineuses sont des plantes hotes
de communautés complexes de bactéries endophytes qui colonisent I'intérieur des tissus
souterrains et aériennes, il y a plusieurs mécanismes impliqués dans l'invasion des
endophytes et leurs effets sur les hdtes (négatifs ou positifs). Les bactéries NRE peuvent étre
acquises horizontalement a partir de I'environnement & chaque nouvelle génération (via le
sol, I'atmosphere et les insectes...), ou transmises verticalement de géneration en génération
(via les graines et le pollen...). La majorité des bactéries NRE sont capables de favoriser la
croissance des legumineuses par la production de phytohormones, l'acquisition de
nutriments et en conférant une tolérance aux stress abiotiques et biotiques... La colonisation
par les endophytes est essentielle pour apporter ces avantages a la plante hote, et les plantes
en retour fournissent les nutriments pour leur croissance. L'utilisation de bactéries
endophytes présente un intérét particulier pour le développement d'applications agricoles
permettant d'améliorer les performances des cultures dans des conditions de stress liées au

froid, a la sécheresse aux sols contaminés, ou de renforcer la résistance.

Mots clés : Bactéries NRE, Légumineuses, Plante hote, Communautés, Phytohormones.



Abstract

The association of plants and endophytic bacteria includes a great diversity of bacterial taxon
and plant hosts. In this study we present a general overview of the relationship between
legumes and Non Rhizobial Endophytic (NRE) bacteria. Legumes are host plants to complex
communities of endophytic bacteria that colonize the interior of below-ground and above-
ground tissues, there are several mechanisms involved in the invasion of endophytes and
their effects on the hosts (negative or positive). The NRE bacteria can be acquired
horizontally from the environment with each new generation (via soil, atmosphere and
insects...), or transmitted vertically from generation to generation (via seeds and pollen...).
The majority of NRE bacteria are able to promote the growth of legumes through the
production of phytohormones, the acquisition of nutrients and by conferring tolerance to
abiotic and biotic stresses. Colonization by endophytes is essential to provide these benefits
to the host plant, and the plants in turn provide nutrients for their growth. The use of
endophytic bacteria is of particular interest for the development of agricultural applications
to improve crop resistance under stressful conditions of cold, drought or contaminated soils,

or to enhance resistance.

Keywords: NRE bacteria, Leguminous, Host plant, Communities, Phytohormones.
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Introduction

Les plantes sont naturellement associées aux microorganismes de diverses manieres.
Les interactions endosymbiotiques bénéfiques et les interactions pathogenes, dans lesquelles
les bactéries injectent souvent des protéines effectrices dans les cellules de I'néte végétal
pour surmonter les réponses de défense. Les microorganismes qui interagissent avec les
plantes comprennent des taxons procaryotes et eucaryotes et peuvent coloniser la surface ou
les parties internes de I’hdte. Les microorganismes procaryotes qui peuvent étre détectés
dans les tissus d'une plante hote apparemment saine sont considérés comme des bactéries
endophytes (De Meyer et al., 2015). Ces derniers favorisent la croissance des plantes par la
production de phytohormones, I'acquisition de nutriments, la fixation de l'azote, etc. et les
aident a survivre dans diverses conditions de stress biotiques et abiotiques (Maheshwari et
al., 2019)

Les rhizobiums sont des bactéries endophytes du sol, reconnues par le caractere
d'infecter les racines des plantes légumineuses (Fabaceae) et de développer une
excroissance sur la racine, appelée nodule, qui sont les petites usines de fixation de l'azote
atmosphérique. Les nodules racinaires abritent également diverses bactéries non nodulantes
qui ont une influence certaine sur la survie de la plante. Elles peuvent étre considérées
comme des bactéries endophytes non rhizobiennes « Non Rhizobial Endophytes » (NRE). Il
s'agit entre autres des Alphaproteobacteria tels que : Aminobacter (Estrella et al., 2009),
Ochrobactrum (Zurdo-Pineiro et al., 2007, Imran et al., 2010), Methylobacterium
(Palaniappan et al., 2010), Devosia (Bautista et al., 2010) et Phyllobacterium (Mantelin et
al., 2006), Betaproteobacteria tels que: Herbaspirillum (Rivas et al.,, 2004),
Gammaproteobacteria comme Pantoea, Enterobacter et Pseudomonas (Benhizia et al.,
2004, Ibafez et al., 2009).

Les rapports sur la présence des bactéries non rhizobiennes dans les nodules
racinaires des plantes légumineuses ont suscité I'intérét des scientifiques et des agriculteurs
pour leur réle dans la survie, la nodulation et le rendement en grains de légumineuses
(Maheshwari et al., 2020). L’utilisation de bactéries non-rhizobiennes dans les racines et les
nodules s'est accrue au fil des ans afin d'augmenter la capacité de survie compétitive du
biofertilisant rhizobien et ainsi obtenir une meilleure croissance des plantes dans des
conditions environnementales défavorables. Cependant, il y a eu peu d'informations sur
I'identité des bactéries habitant les nodules racinaires présentes dans les légumineuses
(Ibéafiez et al., 2009).



Introduction

Ce travail est une revue bibliographique des données actuelles des différents aspects
et mécanismes des relations entre les bactéries endophytes NRE et les plantes de la famille
des Iégumineuses. Le premier chapitre donne un apercu sur des généralités relatives aux
Iégumineuses et les NRE, le second chapitre explique 1’endophytismes (la colonisation et la
transmission des endophytes aux légumineuses, les effets des endophytes sur les plantes...)
et le troisieme chapitre présente les différentes interactions entre les NRE et les Iégumineuses

(interactions symbiotiques ou parasitiques).
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Chapitre 1 Geénéralités

1 Généralités sur les [égumineuses

Les légumineuses sont des plantes appartenant a la famille des Fabacées (Fabaceae).
Ces espéces sont particulierement utilisées dans les secteurs de I’agronomie car elles sont
riches en protéines (haricot, pois, lentille, soja, tréfle, luzerne...), en agroforesterie
(production de bois, huiles, résines...) et également dans la restauration des sols dégradés
(concept de « plante héte »). Avec prés de 770 genres et plus de 19 500 espéces, les
Iégumineuses sont la troisiémes famille d’angiospermes apres les orchidées et les astéracées
en terme de richesse spécifique. D’un point de vue biogéographique, les 1égumineuses ont
une distribution cosmopolite et jouent des roles écologiques importants dans quasiment tous

les biomes terrestres, méme les plus extrémes (Vincent, 2018, Maheshwari et al., 2020).

L’origine de cette famille a été trouvée chez les rosacées a gousse appelées par les
premiers botanistes «légume» d’ou le nom donné a la famille. Elles ont des feuilles simples
ou composées, ordinairement alternes et stipulées, les fleurs sont du type 5 avec 2 verticilles
d’étamines mais un seul carpelle qui donnera une gousse bivalve ou lIégume. C’est un des
plus importants groupes de plantes pour ’homme, servant de cultures, de fourrages,
d’engrais vert et produisant un grand nombre de composés utiles comme des médicaments,
des poisons, des teintures ou des parfums. Ces espéces vont des herbes naines de ’arctique
et des montagnes aux immenses arbres de la forét tropicale (Boumaza, 2006, Azani et al.,
2017).

1.1 Classification des légumineuses

Dans une perspective évolutive, les [égumineuses seront divisées en 3 sous-familles.
Jusqu’en 2017, ces trois sous-familles étaient : Mimosoideae, Papilionoideae et
Caesalpinioideae. Cependant, les systématiciens ont repéré que des analyses
phylogénétiques de plus en plus nombreuses indiquaient un probleme de classification dans
ces sous-familles, notamment au niveau de celle des Caesalpinioideae considérée comme
une sous-famille paraphylétique (Azani et al., 2017). Des tribus et sous-tribus de
légumineuses ne présentant pas de monophylies sont retrouvees et de ce fait, un travail de
reclassification a été proposé par The Legume Phylogeny Working Group (LPWG). C’est en
accord avec ce groupe de travail sur la phylogénie des légumineuses, reconnu en tant

qu’autorité compétente pour définir/affiner les connaissances phylogéniques et la
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classification concernant les Fabacées, que des preuves phylogénétiques ont été apportées et

compilées pour redéfinir les sous-familles des légumineuses (Vincent, 2018).

La classification de la famille des légumineuses proposée par LPWG tient compte de
la non-monophylie connue depuis longtemps de la sous-famille Caesalpinioideae
traditionnellement reconnue, en reconnaissant six sous-familles monophylétiques
solidement étayée. Cette nouvelle classification utilise comme cadre les analyses
phylogénétiques des légumineuses les plus complétes a ce jour, basées sur les séquences du
géne matK du plaste. Et comprenant un échantillonnage presque complet des genres (698
des 765 genres actuellement reconnus) et environ 20 % (3696) des especes connues. La
région du géne matK a été la plus largement séquencée parmi les légumineuses, et dans la
plupart des lignées de légumineuses, cette région du gene est suffisamment variable pour

produire des clades bien soutenus (Azani et al., 2017).

Les six sous-familles des légumineuses proposées par LPWG sont : Caesalpinioidae
(incluant le clade des Mimosoideae), Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae,

Duparquetioideae, et Papilionoideae (Figures 1 et 2) (Vincent, 2018).

- La sous-famille des Cercidoideae contient des arbres, arbustes ou lianes tendues,
avec des feuilles uni- ou bifoliolées (bipennées, pennées, palmées et trifoliolées
totalement absentes), pulvinées, le limbe des feuilles (lorsqu’elles sont unifoliolées)
est entier ou bilobé. Avec un petit mucro a I’apex ou entre les lobes, un hile en forme
de croissant.

- La sous-famille des Detarioideae comporte des arbres non armés, parfois arbustes,
rarement suffrutescents. Stipules en position intrapétiolaire (c'est-a-dire quelque part
entre le pétiole et le bourgeon axillaire), puis libres, valvées et reliées par des poils ;
I’hypanthium, enfermant partiellement ou complétement le bourgeon.

- La sous-famille des Duparquetioideae comprend des arbres de 4 sépales, inégaux,
les abaxiaux et adaxiaux sont cucullés, sépaloides, sépales latéraux pétaloides. Cing
pétales avec des extrusions pédonculées ressemblant a des glandes le long de leurs
bords, les appendices restent libres ; pollen en monades, asymétrique, un ectoaperture
a encerclement équatorial avec deux endoapertures équatoriales.

- Lasous famille des Dialioideae renferme des arbres ou arbustes non armés, rarement
suffrutescents. Feuilles imparipinnées, folioles alternées. Inflorescences tres

ramifiées, thyrsoides, hypanthium rarement présent ; étamines fertiles, seul le
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verticille antesépale est présent, antheres basifixées, réduit a une courte fente apicale,
poricide. Fruits généralement indhiscent drupacées ou samaroides.

La sous-famille des Caesalpinioideae comporte des arbres, arbustes, lianes,
suffrutescents ou fonctionnellement herbacés, parfois aquatiques. Les nectaires
extrafloraux sont souvent présents sur le pétiole et/ou sur les rachis primaires et
secondaires, généralement entre les paires de pinnas ou de folioles, valvate
d’estivation, inflorescences globuleuses, spictées, souvent avec une glande apicale
stipendiée ou sessile, généralement en tétrades, bitétrades ou poly A des nodules

variablement présents et indéterminés.

B Duparqueticideas
{11 genus, 1/1 species)
B Cercidoideae
{12112 genara, 96/ca. 335 species) A.

M Detaricideae

[ | Caesalpinicideae (incl. mimoseoid clade)

Tl ?
(79084 genera, 327/ca. TE0 species) ,,_‘IEH_‘."___‘-.“{I g
M Dialicideae B / =
{15/17 genera, 19ca. B5 species) : — Eds, ¢
\ & 4

{146/148 genera, 93Tica. 4400 species)
Papilionoideae
(445/503 genera, 2316/ca. 14,000 species)

B.——————

g

Figure 1. Classification des sous-familles de légumineuses en se basant sur un arbre
phylogénétique créé a partir de 3842 séquences du géne matK. Au total, 3696 espéces de
Iégumineuses sont représentées en couleurs et 100 especes non-légumineuses de référence

en non-coloré (Azani et al., 2017).

La sous-famille des Papilionoideae comprend des arbres, arbustes, lianes, herbes et
plantes grimpantes ou vrillées non armées. Trifoliolées, papillonné, avec le pétale
adaxial (= standard) le plus externe et le plus grand, filaments le plus souvent
connotés en une gaine ou un tube, ou filament supérieur totalement ou partiellement
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libre, une valve hilaire complexe, hile allongé et lentille généralement présents,

pleurogramme absent ; embryon généralement incurvé. Nodules racinaires

généralement présents, indéterminés ou déterminés (Azani et al., 2017, Vincent,
2018).

Figure 2. Photographies illustrant la diversité des sous-familles de légumineuses (vincent, 2018).
A) Caesalpinioideae : Acocia mangium, B) Caesalpinioideae : Senna pendula, C)Cercidoideae :
Bauhiria madagascariersis, D)Detarioideae : Goniorrhachis marginata, E)

Dialioideae :Poeppigia procera F)Papillionoideae : Phaseolus vulgaris

1.2 Importance des légumineuses

Les Iégumineuses sont des cultures vivrieres qui peuvent fournir des sources de
protéines et de micronutriments tres riches ce qui est trés bénéfique pour la santé et les
moyens de subsistance, en particulier dans les pays en développement. Les Iégumineuses
ont été domestiquees aux cotés des graminées dans différentes régions du monde depuis les
débuts de I’agriculture et ont joué un réle clé dans son développement précoce. Les
Iégumineuses sont également d’une importance unique comme fourrage et engrais vert dans
les régions tempérées et tropicales, et sont utilisées pour leur bois, leurs tanins, leurs huiles
et leurs résines, dans la fabrication de vernis, peintures, teintures et médicaments, et dans le

commerce horticole (Azani et al., 2017).
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Les avantages agronomiques des légumineuses découlent principalement de leur
capacité a s’associer avec les bactéries du sol (Rhizobiacées) pour former des organes
symbiotiques racinaires «nodules» au sein desquels ces bactéries transforment 1’azote
atmosphérique en une forme assimilable par la plante, de sorte que les Iégumineuses puissent
produire abondamment des protéines végétales méme en lI'absence d'engrais azoté. Pour cette

raison, on les appelle plantes améliorantes.

L'intérét alimentaire vient du fait que les Iégumineuses sont une source importante
de protéines et de lipides, et rentrent dans I'alimentation humaine et animale : protéagineux
tels que le pois (Pisum), la féverole (Vicia faba), le haricot (Phaseolus), le pois chiche
(Cicer) et les lentilles (Lens culinaris). Oléo protéagineux comme le soja (Glycine max) et
I’arachide (Arachis). Fourrages tels que les luzernes (Medicago), le sainfoin (Onobrychis)
et le trefle (Trifolium) (Boumaza, 2006).

L’intérét industriel résulte du fait que beaucoup d’espeéces de cette famille fournissent
des produits industriels tels que le soja qui est utilis¢ a grande échelle dans 1’¢levage
industriel, les derris (Lonchocarpus) qui donnent les roténoides insecticides. D’autres
especes produisent des substances colorantes, et d’autres sont utilisées en parfumerie comme
Pterocarpus santallinus. Certaines espéces sont ornementales tels que le robinier faux-
acacia, le cytise le soja, etc. L’intérét pharmaceutique des fabacées est & son tour tres
important vu le nombre ¢levé d’especes figurant dans les pharmacopées et donnant de

nombreux produits utilisables en thérapeutique (Mekkiou, 2005, Boumaza, 2006).

2 Geénéralités sur les endomicrobiens

Le mot « endophytes » est I’assemblage de deux mots d’origine grecque, « Endo
(dans) » et « phyton (plante) » qui signifient « dans la plante ». A la différence des
microorganismes épiphytes (microorganismes vivant a la surface des plantes), les
microorganismes endophytes sont des microorganismes capables de coloniser et de survivre
dans les tissus vegétaux (Schulz, 2006). Le terme «Endophyte» a été introduit par De Bary
(1866) et a été initialement appliqué a tout organisme trouvé dans une plante qui provoque
des infections asymptomatiques (Rajendran, 2016). La premiere série d'études sur la biologie
des endophytes lancée par Darnell en 1904 s'est concentrée sur la richesse et I'abondance des

especes, plutét que sur l'interaction entre elles (Tan et Zou, 2001).
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La densité de population des microorganismes endophytes peut varier de 102 & 10°
cellules bactériennes /mg en fonction de nombreux facteurs, notamment la plante étudiée, la
partie analysée, le stade de développement de la plante, le cultivar (génotype) de la plante et
I’interaction avec d’autres organismes, ainsi que d’autres facteurs environnementaux (Costa
etal., 2012).

Certains de ces microorganismes peuvent étre considérés comme des especes
dominantes et peuvent étre représentés par des microorganismes qui sont le plus
fréquemment et abondamment isolés de la plante héte. En tant qu'espéce dominante, il existe
une grande variété d'especes, qui ne peuvent pas étre isolées facilement en raison de leur
nature et leur faible consistance numérique. Elles sont considérées comme des espéces rares
(Frank et al., 2017).

Il existe trois types d’endophytes :

- Endophytes asymptomatiques sont des microorganismes qui ne causent pas de
maladie a la plante hdte pendant presque toute la durée de leur cycle de vie a
I’intérieur de la plante hote (ex : Bacillus spp., Cladosporium sp.).

- Endophytes symbiotiques : ils sont asymptomatiques, mais forment des associations
bénéfiques et mutuelles avec la plante hote. C’est le cas des bactéries fixatrices
d’azote (Acetobacter diazotrophicus), ou le champignon Rhizoctonia dans les graines
des orchidées.

- Endophytes pathogénes latents : ce sont de véritables phytopathogenes (ex :
Colletotrichum sp., Alternaria alternata etc.) mais ils ne s'expriment que lorsque la
plante est dans des conditions défavorables ou de stress tel que la sécheresse,

I’attaque par les insectes (Sinclair et Cerkauskas, 1996).

2.1 Localisation

Les endophytes occupent principalement les espaces intercellulaires des tissus
végetaux. De plus, certaines bactéries endophytes présentent une colonisation intracellulaire
dans les parenchymes des cellules, dans les vacuoles. Les tissus internes des plantes offrent
un milieu favorable pour les microorganismes en les protégeant des conditions extrémes de
I’environnement comme la température, la radiation ultraviolette, la compétition
microbienne...(Wilson, 2000).
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2.2 Importance des endophytes

Le microbiome endophyte des plantes joue un role impératif dans leur croissance et
leur développement, soit directement, soit indirectement. Directement, ils peuvent favoriser
la croissance des plantes en produisant diverses phytohormones comme les auxines, des
enzymes, en facilitant I'absorption des nutriments en solubilisant le phosphate, en fixant
I'azote atmosphérique. Indirectement, les endophytes peuvent diminuer ou prévenir certains
effets Iétaux de l'organisme phytopathogene en produisant de I'HCN (hydrogéne, carbone,
azote), des sidérophores et en réduisant les niveaux de I'normone de stress éthylene
(Maheshwari et al., 2020).

L'interaction entre les plantes de la rhizosphére et les microorganismes est un
déterminant de la santé des plantes, de la productivité et de la fertilité des sols. Les inoculant
bactériens peuvent aider a ameliorer I'efficacite agronomique en réduisant les codts de
production et la pollution de I'environnement, car ils peuvent réduire ou éliminer I'utilisation

d'engrais chimiques (lyer et Rajkumar, 2017).

2.3 Les champignons endophytes

Les champignons endophytes sont des microorganismes qui colonisent les tissus
internes des plantes sans provoquer de symptomes évidents chez les plantes hotes (Porras-
Alfaro et Bayman, 2011), ils sont présents dans presque toutes les plantes (Wang et Dai,
2011), et présentent une grande diversité, majoritairement issus du phylum Ascomycota
(Arnold, 2007). Les champignons endophytes possédent deux modes de transmission
différents : verticale et horizontale. Ces modes de transmission peuvent dépendre des
conditions environnementales, telles que, I’humidité et la bonne hydratation du sol (Tintjer
et al., 2008).

- Latransmission verticale se produit lorsque 1’organisme recoit du matériel génétique
provenant de son ancétre. Elle se caractérise par la colonisation d'un nouvel héte, qui
est la descendance de I'néte principal lui-méme infecté. Les hyphes des endophytes
fongiques pénetrent alors dans les graines de pollen ou propagules de la plante hote.
Par conséquent, il permet de contaminer la descendance de I'héte principal et les
endophytes fongiques restent les mémes génétiquement (dissémination par

reproduction asexuée) (Miral, 2018).
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2.3.2

La transmission horizontale se caractérise par la colonisation d’un nouvel hote
n’ayant, la plupart du temps pas de lien avec I’hote primaire par la dissémination de
spores par un vecteur de dispersion. Apres germination, I’hyphe pénétre et colonise
le nouvel hote soit par les stomates soit par pénétration directe au travers de
I’épiderme (Clay et Schardl, 2002).

Les associations plante-champignons

Il existe trois types d’interactions entre la plante et les champignons :

Types 1 antagoniste : la phase de reproduction sexuée de la plante est supprimée
par la formation de stromas épiphytes sur les inflorescences en développement. Cela
permet aux champignons endophytes de se propager horizontalement pendant le
stade de reproduction sexuée et la libération d'ascospores.

Type 2 pleiotropique : les stromas se forment sur certains thalles alors que sur
d’autres le champignon se développe dans I’inflorescence qui produit des graines
infectées. Cette association intermédiaire entre les types 1 et 3.

Type 3 mutualiste : le champignon endophyte croit dans I’ovule en développement
au sein d’une inflorescence et « infecte » les semences. Tout au long du
développement de la plante, le mycélium est sous une forme strictement endophyte,

sa reproduction est asexuée (Repussard et al., 2013).

Avantages et inconvenients de la symbiose pour les champignons endophytes

L'espace intercellulaire est une niche pour les champignons endophytes, dans

laquelle il existe peu de concurrence avec d’autres microorganismes, et une source de

nutriments : les glucides, les acides organiques, les composés azotés et les ions inorganiques.

La plante protege les champignons des environnements extérieurs et intérieurs. L hyphe est

en contact étroit avec la cellule végétale mais ne semble pas développer de structures

d’alimentations particuli¢res (Repussard et al., 2013).

2.3.3

Quelques exemples de champignons endophytes

2.3.3.1 Les champignons endophytes micoryziens

On appelle des mycorhizes, du grec "Mukes", qui signifie champignon et "Rhiza,"

qui signifie racine (Sahraoui et lounes, 2013). Les mycorhizes sont des unions durables,

basée sur I'échange mutuel de métabolites entre les racines des plantes et certains

10
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champignons présents dans le sol. Le nouvel organe mixte est formé de tissu de la plante
hote et du champignon mycorhizien (ou symbiote fongique). Grace a cette relation
symbiotique, chagque partenaire optimisera son développement (Chataigner et Duponnois,
2017, Sahraoui et lounes, 2013).

Les endomycorhizes (du grec Endon : a I’intérieur) sont caractérisées par 1’absence
de manchon mycélien externe et par la pénétration des hyphes fongiques dans les cellules
corticales (Duponnois et al., 2013). Le terme fait référence a la présence de structures
intracellulaires - vésicules et arbuscules qui se forment dans la racine au cours des différentes
phases de développement. Ces mycorhizes sont le groupe le plus souvent recensé, car elles
se trouvent sur une vaste gamme taxonomique de plantes, tant herbacées que ligneuses. Le
symbiote végétal va des bryophytes aux angiospermes. Les hyphes aseptisés pénetrent dans
les cellules corticales des racines et forment des vésicules et des arbuscules caractéristiques.
Le plasmalemme de la cellule héte invagine et enferme les arbuscules. Les champignons
mycorhiziens a arbuscules appartiennent a neuf genres : Gigaspora, Scutellospora, Glomus,
Acaulospora, Entrophospora, Archaeospora, Gerdemannia, Paraglomus et Geosiphon, la
seule endosymbiose fongique connue avec des cyanobactéries (Das et Varma, 2009,

Duponnois et al., 2013).

2.3.3.2 Les champignons endophytes des graminées (genre Neotyphodium)

Les champignons endophytes des graminées les plus fréquents appartiennent a 7
genres de la famille des Clavicipitaceae, la tribu des Balansiae : Atkinsonella, Balansia,
Epichloé&, Myriogenospora, Neotyphodium, Nigrocornus et Parepichloé. Les champignons
endophytes du genre Neotyphodium désignent la forme anamorphe (asexuée) des
champignons du genre Epichloé. La spécificite vis-a-vis de leur hote est forte ; les
Neotyphodium ne sont associés qu’a une seule sous-famille de Poaceae : les Pooideae. Les
Neotyphodium se reproduisent de maniére strictement asexuée par transmission verticale.
L’hyphe se développe dans I’épi, dans les méristemes floraux, puis dans les ovules. Il pénétre
ensuite dans I’embryon et infecte une nouvelle génération de graines. Neotyphodium
colonise 1’espace intercellulaire de toutes les parties de la graminée. Un gradient de
concentration croissant de la base vers la région apicale a été mis en évidence. L hyphe est
beaucoup plus ramifié au niveau des méristemes de la partie basale ou inférieure, que dans

les feuilles en croissance ou matures (Repussard et al., 2013, Duponnois et al., 2013).

11
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2.4  Les bactéries endophytes

Les bactéries endophytes sont des bactéries présentes a I’intérieur des tissus végétaux
et qui peuvent provoquer des maladies dans certaines conditions et chez différents génotypes
d'hétes. Plusieurs études ont prouvé que ces bactéries ont la capacité de favoriser la

croissance des plantes (Bai et al., 2002, Compant et al., 2011).

De nombreux endophytes bactériens proviennent de I’environnement de la
rhizospheére, de rhizodép6ts. Les chercheurs ont suggéré que la pénétration des endophytes
bactériens dans les racines se fait par la colonisation des poils racinaires. Dans une certaine
mesure, des sécrétions sont également produites a la surface des tiges et des feuilles
(Abedinzadeh et al., 2018). On les retrouve chez la plupart des espéces végétales,
généralement en moindre quantité que les pathogenes, soit de facon latente ou colonisant
activement, localement ou de fagon généralisée les tissus des végétaux (Maheshwari et al.,
2020). Les endophytes ont été isolés, observés, étudiés chez une large sélection d’espéce de
plantes de Monocotylédones et Dicotylédones, allant des espéces ligneuses telles que les
chénes, les poivriers, le cerisier, le citronnier, vers les espéces herbacées comme les
betteraves sucriéres, le mais, la canne a sucre, les choux, le trefle et les tomates (Kobayashi
et Palumbo, 2000). La densité de population des endophytes est trés variable et dépend de
I’espéce bactérienne, du génotype de 1’hote, de son stade de développement et des conditions

environnementales (del Barrio-Duque et al., 2019).

Les bacteries endophytes associés aux plantes ont amélioré la croissance des plantes,
participent a la transformation des nutriments du sol (De Meyer et al., 2015), augmentent
I’efficacité de la solubilisation des phosphates, aident a la réduction des stress abiotiques,

I’amélioration phénotypique de I’architecture racinaire (Zhang et al., 2018).

2.4.1 Distribution

Les bacteries endophytes représentent un groupe écologiquement hétérogene. Elles se
rencontrent au niveau du systéme racinaire, du systéme caulinaire et des feuilles (Mcinroy
et Kloepper, 1995a) et peuvent étre aussi présentes dans d’autres parties de la plante telles
que les fruits, les tubercules, les graines et les ovules, dans les écorces, les chaumes des tiges.
D’autre part, des études plus poussées ont démontré qu’elles sont aussi présentes dans le

xyléme, notamment attachées a la paroi des vaisseaux (Wilson, 2000).
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2.4.2 Endophytes Rhizobiens

Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) sont un groupe hétérogéne de
bactéries du sol qui colonisent les racines des plantes et peuvent favoriser leur croissance
par une grande variété de mécanismes comme la solubilisation du phosphate, la production
de sidérophores, la fixation biologique de I’azote (Figure 03)...(Bhattacharyya et Jha, 2012).
Les rhizobia sont d’abord définis par leur aptitude a induire la formation de nodules fixateurs
d’azote sur les racines ou les tiges des plantes et a réduire I’azote atmosphérique en
ammonium assimilable par la plante. Cette réaction et catalysée par un complexe
enzymatique nitrogénase. Tous les rhizobia caractérisés sont des bactéries du sol a Gram

négatif, généralement mobiles grace a la présence d’un ou plusieurs flagelles (Long, 1996,
Shishido et al., 1996).
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Figure 3. Fixation d’azote a partir des nodules du rhizobium (Bhattacharyya et Jha, 2012).

Dans les racines, circulent des glucides et composés carbonés (issus du métabolisme de la plante et de la
photosynthése), qui servent de nourriture pour la croissance des bactéries (fleches vertes). En paralléle, la
bactérie préléve le diazote atmosphérique N; et le transforme en NH4* (grace a la nitrogénase) qui va pouvoir
étre assimilée par la plante.
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2.4.3 Endophytes non Rhizobiens

Les bactéries endophytes non rhizobiennes sont tres diversifiées et leurs fonctions
sont généralement associées a leurs activités de promotion de la croissance des plantes. Ils
sont egalement connus comme des "auxiliaires”, améliorant I’efficacité de la symbiose

rhizobium-légumineuses (Downie, 2014, Mekkiou, 2005).

Les Pseudomonadales, les Enterobacteriales, et certains Bacilli et Paenibacilli sont
parmi les taxons des NRE les plus communément trouvés dans les structures végétales
souterraines, que les approches d’analyse des microbiomes soient dépendantes ou non de la
culture. A titre d’exemple d’une étude de culture dépendante ont montré que les genres
Enterobacter et Pseudomonas étaient les genres les plus fréquemment identifiés dans les
racines de pois chiche. De plus, le genre Micromonospora a été identifié comme étant
communément associé aux nodules des légumineuses, et que les nodules de plusieurs
légumineuses peuplés de NRE comprenaient au moins les genres Bacillus, Pseudomonas,
Xanthosomas, Agromyces, Microbacterium, Curtobacterium et Micromonospora, ainsi que
des membres de la famille des Enterobacteriaceae (Menéndez et Pago, 2020, Maheshwari
etal., 2019).

Dans les études de cultures indépendantes, que I’on trouve couramment dans les
microbiomes racinaires (Tableau 01), les NREs les plus fréqguemment isolés sont les ordres
Sphingomonadales, Enterobacteriales, Burkholderiales, Caulobacterales, et
Rhodospirillales, du phylum Proteobacteria, et le genre Syntrophomonas du phylum
Firmicutes sont les plus abondantes dans les racines entieres de Trifolium. Les
protéobactéries et les Firmicutes sont les phyla avec les plus grandes abondances d’unités
taxonomiques opérationnelles (OTU) dans les microbiomes de I’endosphére des racines de
riz. Dans les racines de mais, I’embranchement des protéobactéries représente environ 85 %
du microbiome racinaire total. La famille des Enterobacteriaceae et les genres Burkholderia
(Considérés comme des R-rhizobia), Herbaspirillum, Curvibacter, Acinetobacter,
Stenotrophomonas, Pseudomonas (protéobactéries), Stenotrophomonas et Curtobacterium
(actinobactéries) étaient significativement enrichis dans les racines de mais (Menéndez et
Paco, 2020, Maheshwari et al., 2019).
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Tableau 01. Les endophytes non rhizobiennes et leurs plantes hotes

Plantes héte

Endophytes non rhizobiennes

Références

Mais Burkholderia pickettii (Rodrigues et al., 2008).
Klebsiella variicola (Jiang et al., 2008)
Bacillus megaterium (Ahmad et al., 2008).
Arthrobacter globiformis (Thakuria et al., 2004).
Microbacterium testaceum

Soja Enterobacter sakazakii

Enterobacter agglomerans
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Pseudomonas citronellolis
Pantoea sp.

(Tian et al., 2008).

Pomme de terre

Enterobacter asburiae
Klebsiella sp.

Pantoea agglomerans
Paenibacillus odorifer

(Lopez-Lopez et al., 2010).

(Mclnroy et Kloepper, 1995b).

(Zinniel et al., 2002).

Les bananes

Klebsiella variicola

(Amarger et al., 1997).

Canne a sucre

Klebsiella variicola

(Amarger et al., 1997).

Le blé Klebsiella sp. (Van Berkum et al., 1998).
Mycobacterium sp. (Verma et al., 2004).
Streptomyces (Verma et al., 2004).

Carottes Klebsiella terrigena (Asis Jr et Adachi, 2003).
Pseudomonas fluorescens (Van Berkum et al., 1998).
Pseudomonas putida
Staphylococcus saprophyticus
Salmonella enterica

Le riz Azospirillum caulinodans

Sphingomonas paucimobilis
Burkholderia sp.
Herbaspirillum seropedicae
Klebsiella variicola

(Engelhard et al., 2000).
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Serratia sp.
Serratia marcescens
Sphingobacterium sp.

Plants d'agrumes

Enterobacter cloacae

Bacillus sp.

Methylobacterium mesophilicum
Burkholderia cepacia

Pantoea agglomerans
Curtobacterium flaccufaciens
Nocardia sp.

(Araujo et al., 2001).

2.4.3.1 Actinobactéries endophytes

Les actinobactéries sont des bactéries a Gram positif avec une teneur élevee en GC.

Elles sont une composante importante de la diversité microbienne, elles habitent

principalement le sol et sont isolées a partir d’habitats et d’environnements divers et méme

inhabituels. Les espéces les plus fréquemment observées appartiennent aux genres Nocardia,

Micromonospora et Streptomyces sont les plus abondants. Elles persistent a I’intérieur de

I’h6te végétal pendant de longues périodes sans causer de symptdémes desordonneés

observables, possedent la capacité d’inhiber ou de tuer une grande variété de

microorganismes pathogénes nuisibles (Kalam et al., 2017, Diarra et al., 1996).
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1 Mode de vie des NRE

Une étude suggere que, bien que les NRE ne puissent pas coloniser les nodules des
plantes par elles-mémes, elles peuvent coloniser les tissus végétaux par des mécanismes
d’entrée par fissure ou en envahissant le cordon d’infection rhizobien. L’inoculation des
cultures avec de tels rhizobiums et endophytes efficaces favorisant la croissance des plantes
peut guérir les problémes de perte de fertilitt du sol, de fluctuation des conditions
climatiques et de lutter contre les attaques des pathogénes, ravageurs, etc. Pour que les
inoculants bactériens réussissent a améliorer la croissance et la productivité des plantes, des
facteurs comme I’exsudation par les racines des plantes. Des recherches supplémentaires
peuvent étre inévitables pour comprendre la présence des bactéries non rhizobiennes dans
les nodules des racines et leur effet sur la fixation biologique de 1’azote « Biological Nitrogen
Fixation » (BNF) (Menéndez et Paco, 2020).

Les 3 stratégies de vie des NRE dans les plantes :

Les endophytes obligatoires sont incapables de proliférer a ’extérieur des plantes et sont
probablement transmis par les graines plutdt que par la rhizosphére.

Les endophytes facultatifs vivent librement dans le sol, mais colonisent les plantes lorsque
I'occasion se présente par une infection coordonnée.

Les endophytes passifs ne cherchent pas activement a coloniser les plantes mais le font a la
suite d'événements stochastiques comme des blessures ouvertes le long des poils absorbants
(Hardoim et al., 2008).

2 Types de transmission des endophytes dans les plantes

Les plantes sont les hotes de communautés complexes de bactéries endophytes qui
colonisent I’intérieur des tissus souterrains et aériens. Les bactéries vivant & I’intérieur des
tissus végétaux en tant qu’endophytes peuvent étre acquises horizontalement a partir de
I'environnement a chaque nouvelle génération, ou transmises verticalement de génération en

génération via les semences (Frank et al., 2017).

La plupart des bactéries endophytes sont susceptibles d'‘étre transmis
horizontalement. Premierement, la diversité des bactéries dans les graines et les semis élevés
dans des conditions stériles est généralement plus faible que la diversité des plantes cultivées
dans le sol. Ce qui suggere que la majorité des endophytes sont acquis dans I'environnement

(Hardoim et al., 2012). Deuxiemement, les bactéries endophytes sont souvent des
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généralistes, car les propriétés bénéfiques des endophytes peuvent typiquement transférer a
des plantes apparentées éloignées. Les généralistes bactériens qui infectent de nombreuses
especes différentes de plantes doivent se déplacer horizontalement entre elles, et il est peu
probable qu'elles soient strictement transmises verticalement (Compant et al., 2005, Ahemad
et Khan, 2011a, Khan et al., 2012).

2.1 Transmission verticale

2.1.1 Transmission verticale par les semences

Des bactéries ont été détectées dans les graines stérilisées en surface de diverses
espéces, y compris des plantes cultivées comme la luzerne (Charkowski et al., 2001), le mais
(Liu et al., 2013, Johnston-Monje et Raizada, 2011), le haricot (Lopez-Lopez et al., 2010),
et I'arbre sud-américain Anadenanthera colubrina (Alibrandi et al., 2018). Les bactéries qui
sont trouvées dans différentes parties de la graine, y compris I'enveloppe, I'endosperme et
les tissus embryonnaires (Mitter et al., 2017, Compant et al., 2011), elles ont tendance a
appartenir a des genres spécifiques, en particulier Bacillus et Pseudomonas, mais aussi
Paenibacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Pantoea et Acinetobacter (Truyens et al.,
2015).

Il existe des preuves que certains endophytes de semences ont des effets bénéfiques
sur I'hote, les endophytes indigenes peuvent contribuer a la libération de la dormance des
graines par la production de cytokinines et des interactions entre les hormones bactériennes
et végetales. D'autres endophytes des graines peuvent favoriser la germination et la
croissance des plantes dans des conditions environnementales difficiles (Goggin et al.,
2015).

2.1.2 Transmission verticale via le pollen

L’un des moyens possibles pour les endophytes de pénétrer dans les graines est de
passer par les gamétes males. Des endophytes sont identifiées a I'intérieur et a la surface du
pollen de différentes especes vegétales. Les grains de pollen sont exposes a I'environnement
extérieur, et peuvent étre colonisés horizontalement a partir de l'atmosphére, ou par
I'intermédiaire de pollinisateurs ou d'autres animaux. Si les bactéries présentes dans ou sur
pollen proviennent de l'intérieur de la plante, leur transfert vers les graines et les plantules

constituerait une transmission verticale (Figure 4) (Truyens et al., 2015).
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2.1.3 Transmission verticale vers les racines

Les bactéries résidant dans la rhizosphere pourraient également avoir le potentiel de
pénétrer et de coloniser les racines des plantes. Ce micro-écosystéeme est largement connu
comme l'une des principales sources de colonisation endophytique (Hallmann et al., 1997).
Ainsi, les endophytes utilisent différents mécanismes pour s'introduire dans les tissus
végeétaux, en particulier dans les racines (Figure 04). Le mode d'entrée le plus courant des
bactéries endophytes dans les tissus végétaux est par les fissures des racines primaires et
latérales, ainsi que par diverses blessures tissulaires survenant a la suite d'un accident
(Serensen et Sessitsch, 2007).

Stomates . I

Radicules en

Lenticelles germination

Blessures
=~ AR

— Fissures

Nodules

Figure 04. Transmission verticale des endophytes dans les plantes (Santoyo et al., 2016)

La voie d'entrée la plus courante est celle des racines, a travers les cellules ciliées des racines primaires et
latérales, les fissures et les blessures des racines, ainsi que I'hydrolyse des cellules racinaires. Les autres voies
d'entrée sont les stomates, en particulier sur les feuilles et les jeunes tiges, les lenticelles et les radicelles
germées. La transmission verticale des semences est également un autre moyen d'hériter des endophytes a
travers les générations de plantes hotes.
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2.2 Transmission horizontale

2.2.1 Colonisation endophytique de la spermosphére

La graine en germination est entourée par la spermosphere qui est une zone a courte
vie et microbiologiquement dynamique, ou les bactéries peuvent avoir des effets benéfiques
sur la germination (Nelson, 2004, Schiltz et al., 2015). L’exsudation du carbone par la graine
sous forme des sucres, des protéines et des acides gras peut étre considérée comme une
source d'énergie pour les endophytes, ce processus peut altérer la composition bactérienne
du sol qui entoure la graine. La mise en place des interactions bénéfiques sont juxtaposées
par les relations présélectionnées par la plante (Roberts et al., 2009). La différence entre les
bactéries endophytes de la spermosphere et ceux de la rhizosphere indique que la sélection
spécifique des microorganismes est contrdlée par les graines elles méme (les bactéries
endophytes sélectionnées peuvent coloniser la graine semée en quelques heures) (Frank et
al., 2017).

2.2.2 Colonisation des racines

Les plantes sélectionnent certains consortiums microbiens, ou certaines bactéries qui
sont plus aptes a envahir la surface des racines (en formant des biofilms). C’est pour cela la
colonisation bacterienne racinaire est un processus actif (Abedinzadeh et al., 2019). Cette
colonisation suit un ordre chronologique qui commence de la surface des racines, puis dans
les tissus internes, et enfin, dans les vaisseaux du xyleme des entre-nceuds et des feuilles.
Les endophytes penetrent 1’endosphere racinaire par un mecanisme de secretion
enzymatique c’est 1’endoglucanase qui dégrade la paroi cellulaire (dégradation de
I'endopolygalacturonase). Selon plusieurs études, I'entrée est facilitée par des fissures dans
les racines car les bactéries ont été localisées aux sites d'émergence des racines latérales et

aux extrémités des racines (lyer et Rajkumar, 2017).

2.2.3 Entrée dans les tissus aériens

Les transporteurs environnementeaux comprennent I'atmosphere, la pluie, le sol, les
pollinisateurs ou d'autres insectes. Les endophytes peuvent pénétrer dans les tissus aériens
via les surfaces aériennes, notamment la tige, les feuilles, les fleurs (anthosphere)... 1l existe
des preuves suggérant que les bactéries pénetrent dans les feuilles et les tiges par les stomates
(Correa-Galeote et al., 2018).
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2.2.3.1 Dispersion aérienne des microbiomes végétales

La phyllosphére est la partie aérienne de la plante, elle est considérée comme I'un des
habitats microbiens les plus répandus sur la planéte. Les épiphytes des plantes peuvent
coloniser la plante de l'intérieur. De nombreuses bactéries de la phyllosphére sont
probablement transmises par les bioaérosols, qui sont de minuscules particules comprenant
des bactéries, des champignons, des virus ou du pollen, libérées dans I'atmosphére par des

environnements terrestres et marins (Frank et al., 2017).

2.2.3.2 Colonisation endophytique des feuilles par les stomates

Des études sur des bactéries endophytes ont montré qu'elles peuvent utiliser des
ouvertures dans I'épiderme des plantes, notamment des stomates (ouvertures dans la partie
aérienne des plantes qui permettent et contrblent les échanges gazeux et la transpiration de
I'eau entre les plantes et I'atmosphere), les lenticelles (pores surélevés dans la tige des plantes
ligneuses qui permettent également les échanges gazeux) et les cloques (pores qui sécrétent
de I'eau, généralement pres des bords des feuilles). Les bactéries endophytes pénétrent dans
les stomates sans nuire a la plante (Arnaud et Hwang, 2015, Carrell et al., 2016). D'autres
preuves soutenant la colonisation de bactéries bénéfiques dans les stomates proviennent de
I'étude d'Azospirillum brasiliense. Lorsqu'elles sont appliquées au mais en pulvérisation
foliaire (pour controler I'entrée dans le sol), les bactéries ne peuvent pas survivre dans
I'espace foliaire, mais colonisent a l'intérieur des feuilles et des tiges, éventuellement par le

biais des stomates (Frank et al., 2017).
2.2.4 Transmission des endophytes par les insectes

Les insectes qui se nourrissent de plantes peuvent étre porteurs de maladies végétales.
Ces insectes ont des piéces buccales percantes et suceuses, qui peuvent percer les cellules
du phloéme ou du xyleme et d’en aspirer le contenu, et parfois propager des agents
pathogénes des plantes. La flore endophyte n'existe pas seulement dans les tiges dont se
nourrissent les insectes, mais aussi dans I'ensemble de la plante réceptrice, y compris les
racines. Par conséquent, les insectes se nourrissant de seve sont des vecteurs potentiels du

microbiome bénéfique ou commensal des plantes (Frank et al., 2017).
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3 Effets des endophytes sur les plantes

Les endophytes ont des caractéristiques impliquées dans la facilitation de
I’acquisition des nutriments, la production de phytohormones et la modulation de leurs
niveaux, la tolérance aux stress abiotiques ou biotiques, la production de sidérophores et
d'autres métabolites, et I'induction de la résistance aux maladies, I’amélioration de la qualité

de vie des plantes(Del Barrio-Duque et al., 2019).

Les bactéries fonctionnent principalement sous forme de consortiums dans divers
microbiomes naturels. Cependant, la base moléculaire des associations plantes-NRE reste
mal comprise, du moins par rapport a ce que I’on sait des relations symbiotiques entre les
Iégumineuses et les endophytes sont tres complexes. Dans le cas particulier des
lIégumineuses, les NRE vivant dans les nodules agissent certainement en symbiose pour

augmenter la croissance, la santé et la survie des plantes (Menéndez et Paco, 2020).

3.1 Production de phytohormones et promotion de la croissance des racines

Les hormones végétales sont des messagers chimiques qui influent sur la capacité
d’une plante a réagir a son environnement. 1l existe cinq grands groupes d’hormones : les
auxines, les gibbérellines, I’éthyléne, les cytokinines et I’acide abscissique. L’ acide indole-
3-acétique (AIA) (Tableau 2) est considéré généralement comme la plus importante auxine
native. Il fonctionne comme une molécule signal importante dans la régulation du
développement des plantes, y compris I’organogenése (croissance des racines), réponses
tropicales, les réponses cellulaires telles que I’expansion, la division et la différenciation
cellulaires, et la régulation des genes. La production de composés semblables a I’auxine
augmente la production et la germination des graines ainsi que la croissance des pousses et
le tallage. 65 bactéries endophytes ont été isolées a partir de la tige, de la racine et des nodules
de deux varietés de soja, et 56 isolats etaient capables de produire de I’AlA dans différentes
conditions a différentes concentrations (Dudeja et Giri, 2014). Un total de 166 bactéries
endophytes provenant des racines du pois chiche (Cicer arietinum), du pois (Pisum sativum)
et de luzerne (Medicago sativa) dont la majorité d’entre elles ont favorisé la croissance des

racines (Verma et al., 2021).

3.2 Solubilisation du phosphore

Un autre attribut bénéfique important des bactéries endophytes est la solubilisation du

phosphore (P) (Tableau 2). L’amélioration de la fertilité des sols est I’une des stratégies les
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plus courantes pour augmenter la production agricole. La fixation biologique de I’azote est
tres importante pour ameliorer la fertilité des sols, la solubilisation du phosphate est aussi
importante. Le P est I’un des principaux macronutriments essentiels a la croissance et au
développement biologiques. Les microorganismes offrent un systeme de secours biologique
capable de solubiliser le P inorganique insoluble du sol et de le rendre disponible pour les
plantes. La capacité de certains microorganismes a convertir le P insoluble en une forme
accessible, comme I’orthophosphate, et a le rendre disponible pour les plantes. Les bactéries
sécrétent des acides organiques et des phosphatases pour solubiliser le P (Hossain et
Lundquist, 2016).

3.3 Production de métabolites

Les bactéries endophytes produisent divers types de métabolites secondaires comme
les antibiotiques, les acides organiques, I’ammoniac, les enzymes et les hormones de
croissance (type d’acides organiques) (Tableau 2). Ces métabolites ont un effet bénéfique
direct ou indirect sur la plante. L’ammoniac répond a la demande en azote des plantes et les
acides organiques aident a la solubilisation des nutriments insolubles. Dudeja et Giri (2014)
ont signalé la production de métabolites par les endophytes, ils ont trouvé que sur 10°
bactéries endophytes, 33 % produisaient du peptide, 33 % produisaient 1’enzyme pectinase

et 51 % produisaient I’enzyme cellulase.

3.4 Production de sidérophores

Les sidérophores bactériens sont des composés de faible poids moléculaire ayant une
grande affinité de chélation du fer (I1l) qui sont responsables de la solubilisation et du
transport du fer (I11) dans les cellules bactériennes. Le fer est un minéral essentiel et sa
séquestration par des sidérophores bactériens spécifiques peut induire le développement de

maladies vegétales (Menéndez et Paco, 2020).

L'acquisition du fer a partir des sidérophores produits par des especes microbiennes
(Tableau 2) a été décrite pour Escherichia coli, Salmonella typhimurium (Martinez et al.,
1990) et Actinobacillus pleuropneumoniae (Diarra et al., 1996). Lacava et al. (2006) ont
évalué la capacité de Methylobacterium sp. isolée en tant que bactérie endophyte a produire
des sidérophores. Toutes les souches de Methylobacterium sp. testées étaient « Milieu

Chrome Azurol S » CAS-positives pour la production de sidérophores.
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3.5 Activités de biocontrole

Les endophytes jouent un réle important dans la protection des plantes hotes contre les
agents pathogenes. Les endophytes ne sont pas affectés par la compétition des
microorganismes du sol et la colonisation des tissus vegétaux. Ils peuvent pénétrer dans les
cellules végétales, stimuler la réponse de défense de la plante et produire des métabolites
antifongiques in situ (Tableau 2). Le role potentiel d'un grand nombre de microorganismes

endophytes comme agents de lutte biologique anti-fusarium a été étudié (Vermaetal., 2021).
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Tableau 2. NRE et leurs effets sur la promotion de la croissance des plantes.

NRE

Caractéristiques de promotion de la croissance des plantes

Références

Pseudomonas putida

AlA, sidérophores, HCN, ammoniac, exopolysaccharides, solubilisation du P

(Ahemad et Khan, 2011a)

Pseudomonas aeruginosa

AlA, sidérophores, HCN, ammoniac, exopolysaccharides, solubilisation du P

(Ahemad et Khan, 2010a)

Klebsiella sp.

AIlA, sidérophores, HCN, ammoniac, exopolysaccharides, solubilisation du P

(Ahemad et Khan, 2011b)

Enterobacter asburiae

AlA, sidérophores, HCN, ammoniac, exopolysaccharides, solubilisation du P

(Ahemad et Khan, 2010Db)

Acinetobacter sp.

AIA, P solubilisation, sidérophores

(Rokhbakhsh-Zamin et al., 2011)

Pseudomonas sp.

AlA, sidérophores

(Maetal., 2011)

Psychrobacter sp.

Mobilisation des métaux lourds.

(Maetal., 2011)

Pseudomonas aeruginosa 4EA
Pseudomonas sp.

Sidérophores

(Naik et Dubey, 2011)

Ochrobactrum cytisi,
Bacillus sp. PSB10

AlA, sidérophores, HCN, Ammoniac

(Wani et Khan, 2010)

Paenibacillus polymyxa

AlA, sidérophores

(Phi et al., 2010)

Rahnella aquatilis

Solubilisation du P, AIA, ACC désaminase

(Mehnaz, 2011)

Pseudomonas aeruginosa

Sidérophores

(Braud et al., 2009)

Pseudomonas fluorescens,
Ralstonia metallidurans

Sidérophores

(Braud et al., 2009)

Proteus vulgaris

Sidérophores

(Braud et al., 2009)

Pseudomonas sp.

Solubilisation du P, AIA, sidérophores, HCN, activité de biocontrole

(Braud et al., 2009)
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Chapitre 3 Interaction entre les légumineuses et les bactéries endophytes

Les bactéries NRE sont présentes dans plusieurs especes végétales, suggérant une
présence ubiquitaire dans presque toutes les plantes supérieures (Luo et al., 2012). La
structure de ces communautés dépend des facteurs biotiques et abiotiques du sol qui affectent
la survie des bactéries, des facteurs de 1’héte qui permettent la colonisation et des
déterminants microbiens qui affectent la capacité des endophytes a se reproduire (Gaiero et
al., 2013). L'application de nouveaux outils tels que les technologies de séquencage de
nouvelle génération dans I'étude de la flore endophyte des plantes montre que sa composition

est largement sous-estimée (Hardoim et al., 2015).

1 Les signaux chimiotactiques entre les plantes et les endophytes

Les bactéries endophytes envahissent et colonisent les tissus internes des plantes.
Elles utilisent les métabolites organiques des plantes pour leur croissance et leur survie, et
évitent les réponses de défense de I'néte. Le principal site d'entrée des endophytes dans les
tissus végétaux est la zone racinaire (Compant et al., 2005, Gaiero et al., 2013) mais ils
peuvent également envahir les tissus aériens (Chi et al., 2005). Les bactéries NRE peuvent
pénétrer par les fleurs de la plante, et peuvent étre trouvées dans les fruits. Une autre fagon
d'invasion de la plante hote est l'infection des graines, assurant ainsi leur présence dans de

nouvelles plantes (Ibafiez et al., 2017).

Les sighaux chimiotactiques jouent un role trés important dans la premiere étape de
la colonisation de la surface racinaire. De plus, ils peuvent améliorer leurs performances
compétitives et réguler I'expression des genes impliqués dans les tissus végétaux invasifs
(Compant et al., 2010, Compant et al., 2005). Pendant ce temps, la plante hote reconnait et
sélectionne les bactéries bénéfiques avec lesquelles elle s'associe, par conséquent, la
communauté bactérienne endophyte peut étre différente de la communauté bactérienne de la
rhizosphére. Par conséquent les associations microorganismes-microorganismes et
microorganismes-plantes sont impliqués dans le processus de colonisation des tissus
vegétaux. Le dialogue croisé entre les plantes hotes et les bactéries endophytes potentielles
commence par des molécules de signalisation libérées par les racines des plantes (Bais et al.,
2004).

Les signaux chimiques et les nutriments sécrétés par les racines régulent et
déterminent l'abondance et la diversité des bactéries qui colonisent la racine des plantes
(Ibafiez et al., 2017), le systeme de détection du quorum « Quorum Sensing » (QS) des

endophytes potentiels joue un réle important dans la colonisation des tissus vegétaux, car il
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régule I'expression des génes bactériens impliqués dans ce processus. Les signaux QS les
plus courants chez les bactéries Gram-négatives sont les N-Acyl Homosérine Lactones
(AHL) tandis que chez les bactéries Gram-positives, ce sont des peptides (Gaiero et al.,
2013, Kleerebezem et al., 1997). Il est bien connu que les plantes peuvent affecter

positivement ou négativement les réponses QS dépendantes des AHL (Gaiero et al., 2013).

Une fois que NRE potentiel est attiré par les racines de la plante, il doit sy attacher.
Les pili de type IV sont essentiels & I'adhésion et a la colonisation bactériennes aux surfaces
des cellules hétes. De plus, les composants de surface, les exopolysaccharides (EPS) et les
lipopolysaccharides (LPS), des bactéries Gram-négatives participent a l'attachement et a la
colonisation. En outre, la reconnaissance plante-bacterie peut étre régulée par des effecteurs
bactériens délivrés dans les cellules végétales par un systeme de sécrétion protéique de type
[11 (Carvalho et al., 2016).

Une fois que les bactéries endophytes potentielles sont attirées par la racine et se
fixent a sa surface, elles se multiplieront et atteindront une densité de population qui leur
permet de former des biofilms. La formation de biofilms permet aux bactéries du sol non
sporulées de coloniser leur habitat environnant. Les principaux composants des biofilms sont
I'eau et les cellules bactériennes. Le deuxiéme composant le plus important est la matrice
EPS, qui constitue une barriere physique pour empécher la diffusion de substances
défensives de I'hbte et protéger contre le stress environnemental. Les composants mineurs
comprennent des macromolécules comme les protéines, 'ADN et d'autres produits libérés
par la lyse cellulaire (Rinaudi et Giordano, 2010, Meneses et al., 2011). Meneses et al.
(2011) ont prouve que la biosynthese des EPS est nécessaire a la formation du biofilm de
Gluconacetobacter diazotrophicus PALS et a la colonisation endophytique des racines, car
lorsqu'ils ont éliminé un gene impligué dans la biosynthése des EPS, les bactéries mutantes
ont été éliminées. Les bactéries mutantes présentaient des défauts de formation de biofilm,

de l'attachement a la surface des racines et de la colonisation endophytique.

La reconnaissance des signaux bactériens par les plantes est principalement assurée
par les récepteurs kinases de la plante « Receptor-Like Kinase » (RLK), telles que les
récepteurs kinases riches en leucine « Leucine-Riche Repeat Receptor-Like Kinase » (LRR-
RLKS), les kinases associées a la paroi « Wall Associated Kinases » (WAK), les kinases de
type récepteur de lectine « Lectine Receptor-Like Kinase » (LecRLKS), les récepteurs Lys-

motif (LysM), entre autres ; et par les petits ARN des plantes comme les microARN
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(miRNA) et les petits ARN interférents « Small Interfering RNA » (siRNA) (Carvalho et al.,
2016).

Aprés la colonisation initiale, certains endophytes pénétrent dans les racines et
accedent aux tissus intérieurs, ils migrent vers le haut jusqu'a la base des feuilles ou des tiges.
Ils peuvent passer par I’extrémité de la racine (voie apicale) ou par la couche médiane de
I’épiderme (Compant et al., 2005). Trois modes d'entrée des organismes fixateurs d'azote
dans les racines ont été décrits : (a) par les blessures, en particulier dans les racines latérales
ou adventives, (b) a travers les poils racinaires, (c) entre les cellules épidermiques non
endommagées (Cocking, 2003). Il a été proposé que les enzymes cellulolytiques et
pectinolytiques produites par les endophytes soient impliquées processus d'infection
(Hallmann et al., 1997). Le mécanisme " crack entry " permet a certains endophytes de
pénétrer passivement a l'intérieur de la plante en utilisant les jonctions entre le poile racinaire
et les cellules épidermiques adjacentes, ou les couches cellulaires endodermiques perturbées
résultant de I'émergence des cellules en développement. Ce mode d'entrée (généralement
associé avec une pénétration active) a été suggéré pour différentes especes bactériennes
telles que Burkholderia, Bacillus, et Herbaspirillum (Ji et al., 2008, Compant et al., 2005).
Fait intéressant, cette voie d'entrée est une ancienne stratégie utilisée par les rhizobiums

lorsqu'ils entrent en symbiose avec certaines légumineuses (Fabra et al., 2010).

2 NRE dans les nodules des légumineuses

Bien que lintérieur de n'importe quel organe végétal puisse étre colonisé, une
colonisation endophytique particuliére a lieu dans les nodules des racines de légumineuses.
Nous appelons les bactéries endophytes des nodules comme les occupants des nodules
incapables d'induire leur formation, excluant ainsi les rhizobiums compatibles (Ibafiez et al.,
2017). Au début, les NRE des nodules étaient considérées comme des artefacts provenant
d'une surface défectueuse. Plus tard, qu'elles étaient capables de coloniser efficacement
I'intérieur des nodules induits par des souches rhizobiennes compatibles. A I'heure actuelle,
la colonisation endophytique des nodules de légumineuses est un domaine prometteur pour
I'identification de souches bactériennes ayant de nouvelles activités de « Plant Growth
Promoting Bacteria » (PGPB) ou pour l'optimisation de l'inoculation de rhizobactéries
favorisant la croissance des plantes « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » (PGPR). En
effet, ces NRE et les rhizobiums partagent des ressources nodulaires, du moins en théorie,

ils peuvent avoir un impact positif ou négatif sur la fixation biologique de I'azote. De plus,
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les nodules fournissent un environnement contr6lé et riche en source de carbone ou les

bactéries endophytes peuvent se multiplier (Bai et al., 2002, Ibafiez et al., 2017).
2.1 Diversité des NRE et de leurs légumineuses hoétes

Au fur et a mesure que la recherche s'étend pour inclure de nouvelles zones
géographiques ou d'autres clades de légumineuses, de plus en plus de NRE sont décrits a
I'intérieur des nodules. Jusqu'a 2017, une large gamme de bactéries a été décrite comme
endophytes des nodules. Elles comprennent des bactéries Gram-négatives ou Gram-positives
incluses dans des phyla phylogénétiquement diversifiés telles que les Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria et le groupe Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB)
(Ibénez et al., 2017).

Chez les Proteobacteria, les NRE ont été trouvées principalement dans les espéeces
d’alpha, béta, et gamma. Dans les Firmicutes les genres Bacillus et Paenibacillus
contiennent la plupart des endophytes non nodulants. Au sein d’Actinobacteria, les bactéeries
appartenant aux genres Microbacterium, Mycobacterium, Agromyces, Ornithinicoccus,
Nocardia, Streptomyces et Micromonospora ont eté décrites comme des endophytes des
nodules (Zakhia et al., 2006, Trujillo et al., 2010). Compte tenu de tous ces rapports, les
bactéries d'Agrobacterium, suivies de Bacillus et Pseudomonas sont les genres les plus
fréguemment obtenus a partir de l'intérieur de nodules d'une grande diversité de

legumineuses (Verma et al., 2021, Ibafez et al., 2017).

Quant aux légumineuses hotes, elles appartiennent a deux sous-familles
(Papilionoideae et Mimosoideae). Cependant, a notre connaissance, aucune étude n’a
rapporté la présence des microorganismes endophytes dans les nodules des membres de la
sous-famille des Caesalpinioideae. Cette situation peut étre liée au fait que la nodulation
n'est pas si courante dans ce groupe de léegumineuses, ainsi qu'a l'absence de racines
profondes, et au manque d'études approfondies sur ces plantes. L'élargissement des études
sur les NRE et les membres nodulant ce groupe de légumineuses permettra de mieux

comprendre la diversité bactérienne présente dans les nodules (Ibafiez et al., 2017).

Concernant I'existence d'une spécificité dans I'association endophytique, les preuves
suggerent qu'il n'existe pas de mécanismes de reconnaissance aussi stricts que ceux
impliqués dans la symbiose rhizobiennes pour la colonisation endophytique des nodules (De
Meyer et al., 2015). Premiérement, la grande diversité phylogénétique des bactéries

endophytes comparées a la gamme phylogénétique (relativement) étroite des rhizobiums.
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Deuxiémement, certains genres tels qu’Agrobacterium, Bacillus et Pseudomonas peuvent
coloniser les nodules de Iégumineuses phylogénétiquement diverses. De méme, les nodules
d'une méme espéce végétale peuvent héberger un groupe trés diversifié de bactéries
endophytes. Par exemple, les bactéries des genres phylogénétiquement distants Bacillus,
Agrobacterium et Pantoea ont été décrites comme des endophytes des nodules de Glycine.
Cependant, les données semblent indiquer que les plantes peuvent sélectionner un sous-
ensemble spécifique de micro-organismes pour permettre la colonisation des nodules. De
plus, les auteurs ont proposé une corrélation entre certains rhizobiums occupant les nodules
et certains groupes de microorganismes endophytes. Cependant, ce concept n'a pas encore

été confirmé (Ibafez et al., 2017).
2.2 Mode d'entrée des NRE dans les racines et les nodosités des Iégumineuses

Les genres bactériens les plus freqguemment isolés a I'intérieur des nodules racinaires
sont également ceux qu’on rencontre souvent comme endophytes des légumineuses, ce qui
suggere que la colonisation des nodules ne repose pas n'est pas basée sur des caractéristiques
microbiennes spécifiques autres que celles requises pour la colonisation racinaire (Compant
etal., 2010). Cependant, il n'est pas clair s’il existe un trait microbien supplémentaire associé
a la colonisation des nodules racinaires (Figure 4), ou une signalisation spécifique plante-
microbe pour l'invasion de cet organe spécialisé. Les sites de colonisation primaire et
d'entrée des NRE dans la plante sont les tissus indifférenciés situés au-dessus de I'extrémite
des racines et les points d'émergence des racines latérales, comme également decrit pour les
rhizobiums. La premiere étape du processus d'entrée des endophytes non-symbiotiques dans
les tissus implique également I'adsorption des racines et la prolifération bactérienne, formant

des structures de biofilm a la surface des racines (Reinhold-Hurek et Hurek, 2011).

La diversité genétique entre les endophytes des nodules et leur large gamme d'hétes
indiquent 1’absence de reconnaissance moléculaire sophistiquée entre les partenaires.
Cependant, il devient clair que les plantes peuvent sélectionner leur population bactérienne
endophyte par des mécanismes encore mal compris. Il se peut que les endophytes utilisent
une forme ancestrale de colonisation et d'accommodation, impliquant des caractéristiques
anciennes. Des recherches sur les déterminants génétiques des partenaires qui permettent
aux endophytes de coloniser et de s'adapter au sein des nodules peuvent révéler la premiere
étape des interactions bénéfiques entre les plantes et les bactéries (Zgadzaj et al., 2015,
Shiraishi et al., 2010).

30



Chapitre 3 Interaction entre les légumineuses et les bactéries endophytes

Key
@ Rhizobium

@ Non-rhizobial
bacterium

Figure 4. Mode d'entrée dans les racines des plantes partagé par les rhizobiums et les NRE (Ibafiez
etal., 2017).

(a) Mode d’entrée a travers des couches cellulaires épidermiques perturbées résultant de I'émergence de racines

latérales en développement (crack entry), (b) la colonisation des poils absorbants, sans induction de

changements morphologiques, et I'invasion ultérieure par les espaces intercellulaires a travers les espaces

intercellulaires, (c) la colonisation des cordons d'infection préalablement induits par des souches rhizobiennes.

2.3 Effets bénéfiques des endophytes sur les nodules racinaires

Le nodule racinaire est une niche environnementale induite par des bactéries
symbiotiques. Depuis longtemps, les chercheurs ont pensé que les rhizobiums ou les Frankia
étaient les seuls habitants des nodules chez les légumineuses et les plantes actinorhiziennes
respectivement. Les données actuelles montrent que les nodules hébergent une grande
diversité bactérienne et que des endophytes symbiotiques et non symbiotiques coexistent.
Micromonospora saelicesensis a été identifié comme l'espéce bactérienne la plus
fréquemment isolée dans les nodules des plantes légumineuses et actinorhiziennes (Trujillo
et al., 2010, Gaiero et al., 2013).

Cependant, le rdle écologique des bactéries endophytes autres que les rhizobiums et
Frankia dans le nodule racinaire et leur interaction avec ces bactéries fixatrices d'azote sont
encore mal connues. Chez Lotus japonicus, il a été rapporté que la colonisation des nodules

par les bactéries endophytes est un processus sélectif, contr6lé par I'néte, et que l'infection
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chronique des nodules nécessite des EPS bactériens. Par conséquent, il semble que 1’hote
Iégumineux envahi par la formation du cordon d'infection contréle non seulement I'entrée
des symbiotes dans les nodules, mais également les endophytes (Ibafiez et al., 2017).
Cependant, aucune information n'est disponible chez les Iégumineuses infectées de maniére
intercellulaire sans cordon d'infection. Considérant que certaines légumineuses peuvent
contréler I'entrée des endophytes dans les nodules, on peut en déduire que ces bactéries

situees dans les nodules sont bénéfiques (Zgadzaj et al., 2015, Gaiero et al., 2013).

En fait, les rapports montrent que la co-inoculation avec les NRE améliore la santé
et le rendement des plantes par rapport a I'inoculation avec des rhizobiums seuls (Sturz et
al., 1997). Plusieurs auteurs ont découvert que lorsqu'il est combiné avec les rhizobiums, le
NRE agit comme un partenaire efficace et améliore la fixation de l'azote chez les
légumineuses (Martinez-Hidalgo et Hirsch, 2017, Sturz et al., 2000). Il a également été
démontré que I'inoculation de Micromonospora améliore la croissance aérienne de la luzerne
et I'absorption d'azote par la plante. L’augmentation de 1'absorption d'azote par la plante est
un phénomeéne général dans cette interaction (Martinez-Hidalgo et al., 2014). Dans le méme
sens, la co-inoculation de l'arachide avec le symbiote Bradyrhizobium et Enterobacter a
augmenté le nombre de nodules (Ibafez et al., 2009). Chez Melilotus dentatus, il a été
démontré qu'une souche d'Agrobacterium initialement isolée des nodules d'Onobrychis
viciifolia pouvait co-habiter les nodules racinaires avec la souche symbiotique
Sinorhizobium meliloti, sans affecter la croissance et la nodulation des plantes (Wang et al.,
2006).

Comme nous le savons tous, les légumineuses peuvent reconnaitre les performances
des rhizobiums dans les nodules racinaires et imposer des sanctions qui affectent la santé du
symbiote. Par conséquent, les effets positifs (ou du moins non nuisible) du NRE sur les
plantes hotes conduiront également a I'aptitude écologique de ces endophytes. Cependant, il
a été constaté que l'inoculation de NRE peut affecter négativement les parametres de
croissance et de rendement des haricots communs. Par exemple, les souches
d'Agrobacterium peuvent réduire la nodulation de Rhizobium gallicum chez cette plante. Cet
effet semble étre spécifique a I'hdte, car le NRE nont pas affecté la nodulation de

Sinorhizobium meliloti avec la luzerne (Ibafez et al., 2017).
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3 Pisum sativum-Bactéries endophytes

Pisum sativum L. (pois) fait partie de la famille des Fabaceae, qui regroupe diverses
espéces de plantes herbacées annuelles. Elle est composée de 751 genres répartis en 19000
espéces différentes. La culture du pois a besoin d’un climat relativement frais ; les
températures moyennes doivent étre comprises entre 7-24°C. P. sativum est cultivé dans les
régions ou les précipitations ne dépassent pas 400 mm. En raison de sa teneur en fibres, en
protéines, en amidon et de nombreuses autres propriétés, cette espéce fournit plusieurs types
d’aliments et d'importantes cultures de saison fraiche pour ’'Homme et les animaux
(Maheshwari et al., 2019, Maheshwari et al., 2020).

Un grand nombre de genres bactériens endophytes a été signalé dans les nodules et
les racines de P. sativum (Tariqg et al., 2012). Comme Pantoea (Shishido et al., 1996),
Escherichia et Bosea (Sun et al., 2009), Phyllobacterium (Romero et al., 2014),
Sphingomonas (Hallmann et al., 1997), Pseudomonas et Agromyces (Sturz et al., 2000),
Microbacterium et Paenibacillus, Aerobacter (Garcia et al., 2010), Agrobacterium
(Rosenblueth et Martinez-Romero, 2006), Chryseomonas et Curtobacterium et Erwinia
(Mishra et al.,, 2009), Flavimonas (Sturz et Nowak, 2000), Sphingomonas,
Methylobacterium (Tarig et al., 2012), Blastobacter (Stajkovi¢ et al., 2009), Devosia,
Rhodopseudomonas, Phyllobacterium (Sturz et Nowak, 2000).

Maheshwari et al. (2019) ont trouvé que presque tous les isolats du pois étaient des
producteurs d'ammoniac. Les bactéries endophytes produisent également un certain nombre
d'acides organiques comme les acides gluconique, oxalique, lactique, malique, formique,
etc. (Sharma et al., 2013). Ces acides organiques favorisent la croissance des plantes en
solubilisant les minéraux, en chélatant les métaux et en rendant les nutriments disponibles
pour les plantes. Le nombre le plus élevé de producteurs d'acides organiques provenait des

nodules par rapport aux racines du pois (Maheshwari et al., 2019).
3.1 Solubilisation du phosphore et production des siderophores chez P. sativum

Le phosphore est le deuxiéme élement nutritif le plus nécessaire a la croissance des
plantes. Il existe dans le sol sous forme insoluble et n'est pas accessible directement aux
plantes (Miller et al., 2010). De nombreuses études ont rapporté la présence d'endophytes
solubilisant le phosphore des différentes parties du pois (Maheshwari et al., 2019)
principalement des Pseudomonaceae, Burkholderiaceae et Enterobacteriaceae.

(Maheshwari et al., 2019) ont trouvé également quelques isolats bactériens endophytes qui
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produisent des sidérophores comme Bacillus cereus, B. flexus, B. megaterium Lysinibacillus
fusiformis, L. sphaericus, Microbacterium phyllosphaerae Micrococcus luteus (Mishra et
al., 2009, Garcia et al., 2010, Maheshwari et al., 2019).

3.2 Infection de P. sativum par I’endophyte Rhodococcus fascians

Plusieurs souches de la bactérie du sol Rhodococcus fascians maintiennent un mode
de vie épiphyte tandis que d'autres deviennent endophytes et pathogenes. L'infection par des
souches pathogénes de R. fascians peut provoquer une déformation des feuilles, fasciation
des galles foliaires et la formation d'un balai de sorciére chez de nombreuses plantes
monocotylédones et dicotylédones, ainsi qu'une inhibition de la croissance des racines
comme cela a été montré chez le pois. Dhandapani et al. (2018) ont constaté que la souche
virulente de R. fascians a transformé le cotylédon d’une source unigque de graine germee en
une source compétitive de nutriments pour I’agent pathogéne. De toute évidence, la souche
virulente avait un impact significatif sur la tige de la plante en tant que source de nutriments.
Cependant, les souches endophytes ont continué a affecter les transporteurs de nutriments
dans la tige. La croissance des racines est inhibée par le virulent R. fascians. Etant donné
que le niveau endogéne dans la racine est considéré comme super-optimal et que la
cytokinine appliquée inhibe la croissance des racines, une inhibition supplémentaire pourrait
étre si R. fascians augmentait les niveaux de cytokinine endogéne. L'inférence que les
niveaux plus élevés de cytokinine dans les racines sont liés a I’accumulation de chlorophylle.
Cependant, en termes de cytokinines individuelles mesurées, il existe un manque de
corrélation entre la cytokinine des racines de virus (inhibition de la croissance) et la teneur

en cytokinine similaire ou supérieure des racines chez le pois (Dhandapani et al., 2018).
4 Importance des endophytes en agriculture

Les bactéries endophytes sont importantes en agriculture et peuvent former des
nodules sur les racines et/ou les tiges en association avec des bactéries fixatrices d’azote du
phylum Proteobacteria (Mishra et al., 2009). Les bactéries endophytes ont une variété
d’effets bénéfiques sur leur plante héte, notamment une activité favorisant la croissance,
régulant le métabolisme des plantes et la signalisation des phytohormones qui conduisent a
l'adaptation au stress environnemental abiotique ou biotique, controlent les

phytopathogénes. Dans ce sens, il existe de nombreuses études qui ont prouvé les effets
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bénéfiques des NRE, comme : Bacillus sp. dans des plantes d'Arachis hypogaea a induit une

résistance systémique contre Sclerotium rollo (Cocking, 2003).

L’utilisation de bactéries endophytes est d'une importance particuliéere pour le
développement d'applications agricoles pour améliorer les performances des cultures dans
des conditions de stress associées au froid, a la secheresse ou aux sols contaminés, ou de

renforcer la résistance (Miliute et al., 2015).

De nombreuses publications ont documenté divers effets des bactéries endophytes
sur la santé et la croissance des plantes. Etant donné que les bactéries endophytes peuvent
produire une variété de composés, tels que les antibiotiques ou la chitinase, elles peuvent
inhiber la croissance des agents pathogénes, jouant ainsi un réle dans le contréle biologique,
de sorte que les bactéries endophytes favorisent la disponibilité et I'absorption des
nutriments, et fournissent a la plante un agent de résistance aux maladies. Il a également été
démontré que les endophytes stimulent un mécanisme de défense contre les maladies
latentes, appelé résistance systémique induite (RSI), qui confere un niveau de protection plus
élevé contre une variété d'agents pathogenes, les endophytes peuvent étre utilisés sous forme
de bioinoculants dans l'agriculture comme amendements pour promouvoir la croissance et

la santé des plantes (Miliute et al., 2015).

Certaines bactéries endophytes qui ont la capacité de tolérer ou de résister a des
concentrations élevées de polluants présentent également les caractéristiques pour favoriser
la croissance des plantes. Santoyo et al. (2016) ont rapporté que plusieurs bactéries
endophytes ont été isolés de la plante hyper accumulatrice de Zn/Cd Sedum plumbizincicola
et cing isolats montrant des activitées PGPB ont été sélectionnées pour une étude plus
approfondie. Ces activités comprenaient une activité ACC désaminase, la production d'acide
indole-3-acétique, la synthése de sidérophores et la solubilisation du phosphore. De plus,
les souches ont montré une résistance elevée a I'inhibition de la croissance par les métaux
lourds, notamment Cd, Zn et Pb. Une souche particuliére, Bacillus pumilus E2S2, a
augmenté de maniére significative I'absorption du Cd par la plante, la longueur des racines
et des parties aériennes, ainsi que la biomasse fraiche et seche, par rapport aux plantes non
inoculées. Ainsi, les bactéries endophytes de S. plumbizincicola ont amélioré sa capacité de
phytoextraction et, en méme temps, ont favorisé la croissance de cette plantes (Santoyo et
al., 2016).
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Conclusion

On conclut que la grande diversité des bactéries endophytes dans les plantes
I[égumineuses jouent un role essentiel dans I'équilibre physiologique des plantes et dans le
fonctionnement des agroécosystémes parce que certains endophytes bactériens ont le potentiel
de coloniser toutes les parties de la plante et d'interagir de maniére bénéfique avec la plante
hote (favorisant une meilleure assimilation et absorption des nutriments...). Ces traits
specifiques permettent aux légumineuses d’améliorer également leur capacité a promouvoir la

croissance dans des conditions de stress biotique et abiotique.

Les légumineuses (notamment la luzerne, le trefle, les lupins, les haricots verts, les pois,
les arachides, le soja, les féves, les pois chiches et lentilles) représentent des composants
importants de l'alimentation humaine. En effet, les legumineuses sont une riche source de
protéines de fibres alimentaires, de micronutriments et de composés bioactifs. Donc
I’interaction entre les légumineuses et les endophytes possédent souvent des caractéristiques
intéressantes qui peuvent étre exploitées dans plusieurs applications biotechnologiques, des
applications agricoles, industrielles ou environnementales, et peuvent étre aussi appliqués dans

le biocontr6le, la biofertilisation, la production de bioénergie et la biorémédiation.

L’impact écologique global est encore mal connu et doit étre abordé dans les futures
études. L’application réussie et durable des interactions bactériennes doit étre poursuivie pour

une agriculture meilleure, plus verte, et plus rentable.
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Résumé

L'association des plantes et des bactéries endophytes comprend une grande diversité de taxons
bactériens et d'htes végétaux. Dans cette étude bibliographique nous présentons un apercu
général sur la relation entre les légumineuses et les bactéries endophytes non rhizobiennes « Non
Rhizobial Endophytes » (NRE). Les legumineuses sont des plantes hdtes de communautés
complexes de bactéries endophytes qui colonisent l'intérieur des tissus souterrains et aériennes, il y
a plusieurs mécanismes impliqués dans l'invasion des endophytes et leurs effets sur les hotes
(négatifs ou positifs). Les bactéries NRE peuvent étre acquises horizontalement a partir de
I'environnement a chaque nouvelle génération (via le sol, l'atmosphére et les insectes...), ou
transmises verticalement de génération en génération (via les graines et le pollen...). La majorité
des bactéries NRE sont capables de favoriser la croissance des légumineuses par la production de
phytohormones, I'acquisition de nutriments et en conférant une tolérance aux stress abiotiques et
biotiques. La colonisation par les endophytes est essentielle pour apporter ces avantages a la plante
hote, et les plantes en retour fournissent les nutriments pour leur croissance. L'utilisation de
bactéries endophytes présente un intérét particulier pour le développement d'applications agricoles
permettant d'améliorer les performances des cultures dans des conditions de stress liées au froid, a
la sécheresse ou aux sols contamineés, ou de renforcer la résistance.
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