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Résumé

Contribution du biofilm et du quorum sensing dans la bioprotection par les endophytes

bactériens

Notre travail consiste a mettre en évidence 1’effet bioprotecteur d’isolats bactériens
endophytes et la contribution du quorum sensing et la formation du biofilm vis-a-vis des
agents phytopathogénes. Nous avons isolé les bactéries endophytes associées aux racines du
romarin (Rosmarinus officinalis L.). Un total de 10 isolats a été sélectionné. Une
identification préliminaire des isolats a été réalisée, basée sur la description des critéres
culturaux, morphologique et métabolique. Les bactéries identifiées comprennent des coques a
Gram positif, des coques a Gram négatif, des bacilles a Gram négatif et une cocobacille a
Gram positif. La coloration au vert de malachite a mis en évidence la présence de spores chez
trois isolats (Rm1, Rm2, et Rm10). La recherche des enzymes respiratoire a montré que tous
les isolats endophytes sont catalase (+), tandis que trois isolats seulement sont oxydase (+). La
confrontation directe in vitro des isolats endophytes avec la souche phytopathogéne de
Fusarium oxysporum f.sp. albidinis a signalé le pouvoir antagoniste de la souche Rm2, alors
que les autres isolats ont enregistré une activité antagoniste moins importante. La mise en
évidence in vitro de la formation de biofilm a été effectuée selon deux techniques :
I’ensemencement sur gélose rouge Congo et la quantification sur microplaques. Les résultats
de ces deux techniques ont été en accord en confirmant la capacité de 7 isolats endophytes a

produire des biofilms.

Mots clés : bioprotection, bactéries endophytes, romarin, biofilm, quorum sensing.



Abstract

Contribution of biofilm and quorum sensing in bioprotection by endophytic bacteria

Our work aims to highlight the bioprotective effect of endophytic bacterial isolates and
the contribution of quorum sensing and biofilm formation againt phytopathogenic agents. We
isolated endophytic bacteria associated with the rosemary roots (Rosmarinus officinalis L.). A
total of 10 isolates were selected. Preliminary isolates identification was performed based on
the description of cultural, morphological and metabolic criteria. Identified bacteria included
Gram-positive cocci, Gram-negative cocci, Gram-negative bacilli, and a Gram-positive
cocobacillus. Malachite green staining revealed the presence of spores in three isolates (Rm1,
Rm2, and Rm10). Respiratory enzyme testing showed that all endophytic isolates are catalase
(+), while only three isolates are oxidase (+). Direct in vitro confrontation of endophytic
isolates with Fusarium oxysporum f.sp. albidinis phytopathogenic strain reported the
antagonistic power of Rm2 strain, while the other isolates recorded a less important
antagonistic activity. The in vitro demonstration of biofilm formation was performed by two
techniques: plating on Congo red agar and quantification on microplates. The results of these
two techniques were in agreement by confirming the capacity of 7 endophytic isolates to

produce biofilms.

Key words: bioprotection, endophytic bacteria, rosemary, biofilm, quorum sensing.
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Introduction

Introduction

A l'échelle mondiale, les maladies des plantes peuvent survenir dans I'ensemble de la
chaine de production végétale et restent I'une des plus grandes menaces pour le
développement durable, entrainant une perte de rendement annuelle de 13 a 22% pour les
denrées de base telles que le riz, le blé, le mais et la pomme de terre, ainsi que des codts
supplémentaires pour I'éducation et le développement de stratégies de gestion (Oerke 2006 ;
Savary et al., 2019).

Les maladies des plantes résultent d'interactions complexes entre les végétaux, les
agents pathogénes et I'environnement (He et al., 2021). Au cours de la longue histoire de
I'agriculture, I'nomme a développé une variété d'approches pour manipuler ces interactions
afin de créer un systeme favorable a la croissance et au développement des cultures. En raison
des préoccupations croissantes concernant la pollution de I'environnement et la toxicité
écologique résultant de l'utilisation aveugle de formulations chimiques, il existe un besoin
immédiat de baser les stratégies modernes de protection des plantes sur les ressources
naturelles (Bicht et al., 2020 ; Jamiotkowska ,2020).

La lutte biologique est une méthode de gestion des maladies des plantes en inhibant les
agents phytopathogénes, en améliorant l'immunité des plantes et/ou en modifiant
I'environnement par les effets de micro-organismes bénéfiques, de composés ou de systémes
de culture sains (Sommerhalder et al., 2010 ; Bragard et al., 2013 ; Burketova et al., 2015 ;
Vandenberghe et al., 2017 ; Zhou et wang , 2018 ; Yang et al., 2019 ; Poveda et al., 2020).
Les agents de lutte biologique microbiens protégent les cultures des dommages causés par les
maladies via différents modes d'action. Certains d’entre eux interagissent avec les plantes en
induisant une résistance ou en amorcant les plantes sans aucune interaction directe avec le
pathogéne cible. D'autres agissent a travers la compétition des nutriments ou d'autres
mécanismes modulant les conditions de croissance de l'agent pathogene. Les antagonistes
agissant par hyperparasitisme et antibiose interferent directement avec le phytopathogene. Les
composés impliqués, tels que les composés de signalisation, les enzymes et autres métabolites
interférents, sont produits in situ a faible concentration pendant l'interaction (kohl et al.,
2019).



Introduction

Une attention particuliere a récemment été portée sur l'utilisation d'endophytes
antagonistes comme agents de lutte biologique sous la forme d'une alternative intéressante
pour la gestion de certaines maladies des plantes, entrainant des effets environnementaux
minimes (Priya et al., 2022). Les endophytes ont un grand potentiel pour étre utilisés comme
biofertilisants et biopesticides dans le développement d'un systeme agricole durable, sOr et
efficace (Afzal et al., 2019). De plus, les bactéries endophytes stimulent la croissance des
plantes en augmentant la capacité d'absorption des nutriments de la rhizosphere et en

améliorant la photosynthese (Wu et al., 2021).

Il est connu maintenant qu'environ 40 a 80% des cellules bactériennes sur terre
peuvent former des biofilms (Flemming et Wuertz, 2019). Ce sont des structures complexes
formées par une communauté de microbes adhérant a une surface et/ou entre eux par la
sécrétion d'une matrice adhésive et protectrice. La mise en place de ces structures nécessite
une coordination de l'action entre les micro-organismes grace a de puissants systemes de

communication tels que le quorum sensing (Bourigault et al., 2021).

Malgré leurs impacts négatifs, les biofilms bactériens peuvent également avoir des
effets bénéfiques (Rosche et al., 2009 ). Par exemple, les bactéries Gram-négatives utilisent
souvent les N-acyl-homoseérine lactones (AHLSs) comme molécules de signalisation, qui sont
synthétisées par I'AHL synthase (luxl) et détectées par un régulateur transcriptionnel (luxR).
Il est intéressant de noter que les molécules AHL peuvent également déclencher une réponse
dans la plante héte, ou elle pourrait bénéficier de la capacité de répondre ou d'interférer avec
ce signal de détection de quorum (Delalande et al., 2005 ; Sieper et al., 2014 ; Legein et al.,
2020).

Notre travail a pour objectif d’étudier la contribution du biofilm et du quorum sensing
dans la bioprotection des plantes a travers une recherche bibliographique sur les endophytes et
leurs mécanismes d’action. Une partie expérimentale a été réalisée afin d’isoler et identifier
les bactéries endophytes du romarin (Rosmarinus officinalis L.) et de mettre en évidence leur

capacité a produire le biofilm.
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Chapitre 1. Syntheése bibliographique

1. Bioprotection contre les maladies des plantes

Les plantes sont menacées par des maladies qui causent d’importantes pertes de
rendement, sur les cultures vivriéres, fruitieres, légumiéres et ornementales, en particulier
dans les zones tropicales et tempérées chaudes (Della Mussia, 2014). Le mot "bioprotection™ a
été appliqué a un large éventail de processus et d’applications utilisant des microorganismes.
Ils comprennent la réponse de défense induite par les microorganismes dans les interactions
plante-sol et le traitement des cultures. Les produits utilisés en bioprotection ne doivent pas
présenter un risque sur la santé humaine et animale ni contribuer au développement d'une
résistance aux antibiotiques (IBMA, 2018). La lutte biologique ou le biocontréle, dans sa
forme la plus élémentaire, est l'utilisation de tout organisme vivant pour combattre une

maladie ou un ravageur spécifique des plantes (Eilenberg et al., 2001).

1.1. Controle biologique, ou biocontrdle
1.1.1. Définition
Le contrble biologique ou biocontrdle est parmi les méthodes de lutte non chimiques
contre les ravageurs et les agents pathogénes des plantes. Autrement dit, il peut étre défini
comme la réduction ou l'inhibition compléte des phytopathogénes par les micro-organismes
bénéfiques. Le biocontrble est sans danger pour l'environnement, durable, économiquement

viable et hautement spécifique (Aswathy et al., 2020 , Pandit et al., 2022 ).

Le biocontréle peut étre défini aussi comme 1’ensemble des méthodes de protection des
vegetaux basées sur la gestion des équilibres des populations d’agresseurs plutdt que sur leur
éradication par I’utilisation de mécanismes naturels. Seules ou associées a d’autres moyens de
protection, ces techniques sont fondées sur les mecanismes et interactions qui régissent les
relations entre espéces dans le milieu naturel (Dubernard, 2017). En 2020, le marché francais
du biocontrdle s’¢léve a 236 ME. 1l représente plus de 12 % du marché de la protection des

plantes. L’ambition d’IBMA est de passer le cap des 30% d'ici 2030 (IBMA, 2022).

1.2. Méthodes de biocontréle
1.2.1. Agents de biocontrole de type macroorganismes
Ces agents comprennent les nématodes, les insectes auxiliaires ou encore les acariens.

Un exemple emblématique est 1’utilisation de la coccinelle qui est un prédateur naturel de
4
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pucerons. Dans son jardin, il est possible d’accrocher des plaques d’ceufs de coccinelles dont
les larves et les coccinelles adultes se nourriront des pucerons. Les plantes seront ainsi

protégées (Gombert et Broucgsault, 2018).

1.2.2. Les médiateurs chimiques (dont les phéromones)
Des diffuseurs peuvent étre accroches aux branches dans les vergers des arbres fruitiers
comme les pommiers. Ceux-ci diffusent des phéromones et brouillent le message entre les
adultes d’insectes males et les femelles, ce qui diminue le risque de reproduction et donc la

présence de larves a I’intérieur des fruits (Gombert et Broucgsault, 2018).

1.2.3. Substances naturelles
Les substances naturelles sont définies comme des « substances organiques ou
minérales, non issues de la synthése chimique, d’origine végétale, animale ou minérale dont
les composants existent dans la nature » comme le cuivre ou la poudre de kaolin (Gombert et
Broucgsault, 2018).

1.2.4. Les microorganismes (bactéries, virus, champignons)

De nombreuses bactéries ont été utilisées comme biofertilisants ou biopesticides sur le
marché mondial et gérent activement les maladies des plantes. Par exemple, la bactérie
Bacillus thuringiensis produit une toxine qui freine le développement des chenilles, voire les
élimine. Elle peut étre utilisée pour lutter contre la pyrale, un papillon qui fait des ravages sur
plusieurs cultures, car sa chenille dévore les feuilles et méme les fruits (Manoj et al., 2020).

2. Utilisation des bactéries endophytes comme agent de biocontréle

Les végétaux abritent une communauté de micro-organismes commensaux et
mutualistes dont les plus connus et étudiés se trouvent au sein de leur systéme racinaire. Que
ce soit dans la phyllosphére (parties aériennes) ou dans la rhizosphére (racines), les
interactions plantes/microorganismes sont nombreuses et diverses. L'importance des
endophytes augmente puisque presque toutes les espéces de plantes existant a la surface de la
terre sont colonisées par un ou plusieurs microorganismes endophytes (Ryan et al., 2008).

2.1. Définition des endophytes
La premiere description des endophytes a été faite par le botaniste allemand Heinrich
Friedrich Link en 1809, suggérant la présence de microorganismes a l'intérieur des plantes
(Segaran et al., 2022). Alors que le terme «endophyte» a été inventé par De Bary en 1866 en
utilisant deux mots grecs «endon» qui signifie «a l'intérieur» et «phyton» qui signifie «plante»

pour définir les microorganismes qui poussent a l'intérieur des plantes. Cette définition a été
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modifiée plus tard par d'autres chercheurs (Chanway, 1997). Ils ont été définis de plusieurs
facons, mais la définition la plus couramment utilisée pour décrire les endophytes est celle de
Petrini (1991) : «les microorganismes qui résident a I'intérieur des tissus végétaux, durant tout
ou une partie de leur cycle de vie, sans détruire ni infecter les cellules » (Hyde et Soytong,
2008).

2.2. Les bactéries endophytes
Les bactéries endophytes sont définies comme des bactéries qui colonisent les tissus
vegétaux sains sans provoquer de symptdmes ni causer de lésions evidentes a I'ndte (Bacon et
Hinton, 2006). Elles sont considérées comme une sous-classe de bactéries rhizosphériques
(Reinhold-Hurek et Hurek, 1998). Selon Bacon et Hinton (2006), un endophyte bactérien est
un microorganisme qui vit en association avec des plantes formant une relation biotrophe

intercellulaire asymptomatique.

Les bactéries endophytes permettent aux plantes d'avoir une meilleure survie face aux
défis biotiques et abiotiques et a la concurrence d'autres plantes, donc ils offrent a leur hote un
énorme potentiel de protection et d'augmentation des performances agronomiques (Hardoim
et al., 2008) .

2.3. Répartition des endophytes

Les endophytes peuvent étre divisés en trois grandes catégories de stratégies de vie.
Les endophytes obligatoires sont incapables de se reproduire en dehors des plantes et sont tres
probablement transmis par les graines plutdét que par la transmission rhizosphérique. Les
endophytes facultatifs vivent librement dans le sol, mais ils coloniseront les plantes lorsque
I'occasion se présentera, généralement par une infection coordonnée (Hardoim et al., 2008).
Les endophytes passifs, la troisieme catégorie, ne cherchent pas activement a coloniser la
plante, mais le font plutdt a la suite d'événements aléatoires tels que l'ouverture de plaies le
long des poils absorbants. Parce que I'endophyte n'a pas la machinerie cellulaire nécessaire a
la colonisation des plantes, cette stratégie de survie passive peut le rendre moins compétitif
(Verma et al., 2004; Rosenblueth et Martinez-Romero, 2006 ; Hardoim et al., 2008).

2.4. Localisation et colonisation des plantes
Les bactéries colonisent principalement de maniére intercellulaire (Hinton et Bacon
1995 ; Hallmann et al., 1997). 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 et la compétition microbienne (Hallmann et al., 1997).

En outre, les sucres, acides aminés et minéraux sont abondants a I’intérieur du tissu végétal,
6
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bien qu’on les trouve aussi fréeqguemment dans les tissus vasculaires des plantes hotes
(Kobayashi et Palumbo, 2000).

Les densités bactériennes les plus élevées sont généralement observées dans les
racines et diminuent progressivement de la tige aux feuilles (Quadt-Hallman et Kloepper,
1996 ; Lamb et al., 1996). Indépendamment de la taille initiale de I'inoculum, les populations
endophytes ont tendance a se rapprocher des densités optimales en fonction du tissu végétal
(Lodewyckx et al., 2002).

2.5. Transmission des endophytes
Les voies de transmission de nombreux endophytes restent a déterminer, mais des
études ont pu montrer que la transmission verticale se produit des plantes a leur progéniture
(transmission d’une plante « mere » a une plante « fille »). Tandis que la transmission
horizontale se produit entre les plantes (transmission par des facteurs environnementaux)
(Figure 1) (Morgane, 2019).

Transmission verticale

Germination

b

Dissémination
dans le sol

Transmission hotizontale

Figure 1. Voies de transmission des endophytes chez les plantes a fleurs (Morgane, 2019).
a) Graine colonisée par un endophyte provenant d’une plante-mere, b) germination de la graine et colonisation
par I’endophyte de la racine ainsi que la dissémination dans la rhizosphere, ¢ et d) colonisation verticale du

jeune plant et colonisation horizontale par différents microorganismes.
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Les semences de plante-h6te sont I'une des voies de transfert identifiées de
I'endophyte. En se développant au sein d’un embryon de graine, les endophytes aboutissent a
la colonisation du jeune plant une fois cette derniere germée (Shahzad et al., 2018) . La
colonisation des graines permettant cette transmission verticale peut s’effectuer selon trois
voies (Kandel et al., 2017) :

- via les tissus non-vascularisés ou le xyleme des plantes ;
- via les organes reproducteurs femelles comme le stigmate ;

- ou par la contamination exogéne des graines a partir de I’environnement.

Indépendamment d’une transmission verticale, un végétal peut a tout moment étre
colonisé par les endophytes sur différents organes (Frank et al., 2017). Cette transmission
horizontale s’effectue a travers le sol, I’atmosphére par la dissémination de spores, ou encore
via des vecteurs tels que les insectes (Figure 1). Pour les bactéries endophytes, le sol est

I’endroit privilégié pour une transmission horizontale (Christian et al., 2016) .

2.6. Interactions plante-bactéries endophytes
En 1997, Hallmann indique que les micro-organismes endophytes établissent une
relation plus étroite avec leur héte et ils sont davantage protégés contre les stress biotiques et
abiotiques et peuvent, de ce fait, interagir plus longtemps avec la plante. Les endophytes
peuvent augmenter la condition physique des plantes en améliorant sa tolérance a la
sécheresse et aux métaux lourds, promouvant ainsi sa croissance et réduisant I’installation des

phytopathogénes (Segaran et al., 2022) .

Les endophytes peuvent former plusieurs types de relations avec leurs hotes, tels que

le mutualisme, le neutralisme, I'antagonisme ou le commensalisme (Narayanasamy, 2013) :

- Le mutualisme est la condition ou la relation est bénéfique aux deux organismes.

- L'antagonisme se produit lorsque I'organisme hote supprime strictement la croissance
et l'activité normale des agents pathogenes.

- Le commensalisme, c'est quand la relation ne cause aucun avantage ou préjudice
particulier au partenaire.

- L'association neutraliste entre deux organismes en interaction ne montre aucun effet,
mais lorsqu'un organisme exerce des effets néfastes sur un autre au cours de

I'interaction, il s'agit alors d'un antagonisme.
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2.7. Mécanismes d’action des endophytes bactériens
Les espéces bactériennes endophytes ont été identifiees par de nombreux chercheurs,
et il a été de plus en plus rapporté qu'elles réduisaient la croissance et I'activité d'une gamme
d'agents pathogenes des plantes (Latha et al., 2019) . Les mécanismes d’action impliqués dans
le contrdle biologique comprennent la compétition pour les nutriments ou pour I’espace,
I’antibiose, la sécrétion des enzymes lytiques et la stimulation des mécanismes de défense de
la plante (Figure 2) (Gayathri et al., 2022) .
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-Antibiosis;
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biocontrole -Induction of host resistance by endophytes.
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Figure 2. Communauté microbienne endophyte et ses différents mécanismes d’action (Gaiero

etal., 2013)
Le sol est capable d'influencer la composition de son microbiome et également la physiologie de la plante

(fleches brunes). La plante sélectionnent et recrutent des endophytes potentiels (fleche verte) grace aux
différences d'architecture racinaire. Les endophytes potentiels coopérent et se rivalisent les sites d'invasion sur la
racine (fleche bleue). Une fois établis a I'intérieur de la racine puis vers la plante entiére, certains endophytes

peuvent influencer la croissance de la plante (fleche violette) en assurant une bioprotection.

2.7.1. Lacompétition pour I’espace et les nutriments

La concurrence féroce qui persiste entre les microorganismes bénefiques et nuisibles
pour la nourriture a entrainé l'inhibition des agents phytopathogénes. La compétition pour ces
nutriments et niches est un mécanisme fondamental avec lequel les rhizobactéries promotrices

de la croissance végetale (PGPR) ainsi que les endophytes protégent les plantes. La
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chimiotaxie pour le carbone, les sucres, les vitamines et les acides aminés qui sont exsudés
dans la rhizosphere par les plantes hétes peut expliquer la compétition au niveau de la

rhizosphére (Compant et al., 2010).

La compétition pour le fer présente un cas particulier de compétition pour les éléments
nutritifs (Ongena et al., 2002). Le fer est un élément essentiel pour presque tous les étres
vivants. Cependant, il est peu biodisponible et est toxique dans sa forme libre car il engendre
des formes réactives de I'oxygéne. Pour se procurer le fer, les microorganismes sécrétent de
petites molécules nommées sidérophores ayant une trés forte affinité pour Fe®'. Les
sidérophores sont requis pour la pathogénie de plusieurs agents pathogeénes sur 1’hote, mais ce

sont également des éliciteurs de défense (Aude, 2014).

2.7.2. L’antibiose

L'antibiose est le processus de libération de métabolites secondaires et autres
composés volatils tels que les antibiotiques par le microorganisme bénéfique pour contréler la
pathogenese des agents phytopathogénes (Fravel, 1988). Les antibiotiques ont un mode
d'action différent pour inhiber les agents pathogenes en affectant la membrane cellulaire ou
les ribosomes ou d'autres constituants cellulaires. A des concentrations sous-inhibitrices, les
antibiotiques provoquent des effets physiologiques extrémes sur les microorganismes cibles et
suppriment la production de facteurs de virulence extracellulaires et les mécanismes

d'adhérence chez les bactéries (Ulloa-Ogaz et al., 2015 ).

2.7.3. Lasécrétion des enzymes lytiques

En plus des antibiotiques, plusieurs endophytes produisent des enzymes qui dégradent
la paroi cellulaire pour lutter contre les phytopathogenes. Ces enzymes de dégradation ont la
capacité d'altérer I'intégrité structurelle de la paroi cellulaire de certains champignons et ainsi
d'inhiber ou de tuer les pathogénes (Aswathy et al., 2020). Les enzymes lytiques des agents de
biocontrole dégradent directement la matrice de la paroi cellulaire ou perturbent le stade de
développement particulier de I'agent pathogene (Ulloa-Ogaz et al., 2015).

2.7.4. L’hyperparasitisme

L’hyperparasitisme est une stratégie écologique utilisé par les endophytes pour
protéger leurs plantes hétes pendant laquelle lI'agent pathogene est directement attaqué et
détruit par un endophyte particulier (Tripathi et al., 2008). Ce terme peut étre utilisé pour les
actinomycetes qui secrétent des enzymes de dégradation de la paroi cellulaire du champignon
hote et pour d’autres bactéries qui parasitent les champignons phytopathogénes (Kohl et al.,

2019).
10
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2.7.5. Induction de la résistance de I'h6te

La résistance systémique se distingue en deux types principaux, qui comprennent la
«résistance systémique induite (ISR)» et la «résistance systémique acquise (SAR)». L'acide
salicylique (SA) joue un réle exceptionnel dans la SAR, tandis que I'ISR nécessite de
I'éthylene et de I'acide jasmonique. La communication croisee entre ces signaux hormonaux
permet a la plante d'équilibrer finement la réponse de défense. Le renforcement des
appositions des parois cellulaires est I’un des mécanismes de défense pouvant étre induits par
les bactéries endophytes, empéchant ainsi la pénétration des agents pathogénes en renforgant
les barriéres structurelles de la plante (Latz et al., 2018).

La SAR se développe lorsque les plantes réussissent a activer leurs mécanismes de
défense en réponse a une primo-infection par un pathogene, notamment lorsque celle-ci induit
une réaction d'hypersensibilité. A travers cette derniere réaction, le pathogéne est limité dans
une lésion locale nécrotique du tissu desséché et ne peut se propager vers les parties saines
(Bakker et al., 2007). Tandis que, L’ISR induite par les endophytes représente une défense
systémique dont la protection des différentes parties de la plante est garantie sans migration
des bactéries. Le signal est souvent transporté a travers le systeme vasculaire ou a travers les

tissus grace a I’acide salicylique (Bent, 2005).

3. Contribution du biofilm et le quorum sensing dans le biocontrdle

Les plantes affrontent de nombreux agents biotiques, notamment des bactéries, des
champignons, des virus, des herbes indésirables et des nématodes (Gayathri et al., 2022).
Plusieurs études ont rapporté que les microorganismes associés aux plantes formant un
biofilm, protegent la plante de ces agents pathogénes et améliorent sa croissance (Matilla et
al., 2009 ; Selin et al., 2010 ; Arrebola et al., 2010 ; Fan et al., 2011 ; Xu et al., 2014 ;
Zeriouh et al., 2014 ; Wu et al., 2015 ; Abd El Daim et al., 2015 ; Chowdhury et al., 2015 ;
Zhou et al., 2016).

3.1. Le biofilm
La capacité des microorganismes a coloniser les surfaces biotiques et abiotiques est un
processus universel. Ce processus conduit a la formation de dépbts plus ou moins structurés,
regroupés sous le terme générique de « biofilm ». Ce comportement des bactéries apparait
comme une réponse adaptative a un environnement plus ou moins hostile, ou du moins peu

favorable a une croissance sous forme planctonique (Davey et O'Toole, 2000).

11
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Le biofilm a été découvert pour la premiére fois par Van Leeuwenhoek en tant que
croissance sur les surfaces des dents (Kathirvel et al., 2020). Costerton (1995) a considéré
comme biofilm toute association de microorganismes adhérant entre eux ou a une surface. De
ce fait, les biofilms sont des structures complexes formées par une communauté de
microorganismes adhérant a une surface et/ou entre eux par la sécrétion d'une matrice
adhésive et protectrice. La mise en place de ces structures nécessite une coordination de
I'action entre les microorganismes grace a de puissants systemes de communication tels que le

quorum sensing (Bourigault et al., 2021).

3.1.1. Formation du biofilm

Les bactéries forment des biofilms en réponse a des stress environnementaux tels que
le rayonnement UV, la dessiccation, la carence en nutriments, un pH ou température extréme,
des concentrations élevées de sel, une pression élevée et des agents antimicrobiens (Musa et
al,. 2020). La formation de biofilm est un processus de développement initié par des
organismes planctoniques (libres) formant des agrégats et/ou passant a un mode de vie associé
a la surface, et se termine lorsque les cellules s'échappent de la structure du biofilm dans un
processus appelé «dispersion » pour revenir au mode de croissance monocellulaire et

planctonique (Figure 3) (Rumbaugh et Sauer, 2020).
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Figure 3. Etapes de formation du biofilm (Rumbaugh et Sauer, 2020).
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Divers facteurs génétiques et environnementaux régulent la formation d'un biofilm. La
mobilité bactérienne facilitée par les flagelles est essentielle pour établir la connexion entre la
bactérie et la surface, tandis que la mobilité facilitée par les fimbriae est requise pour la
formation de la microcolonie (Mari et Vranes, 2007). Pour qu’il se forme, le biofilm passe

par plusieurs étapes (Figure 3).

a. L'attachement réversible
L'attachement des cellules bactériennes a la surface est la premiére étape de formation
du biofilm. II s’agit d’un processus aléatoire médié par le mouvement colloidal et les forces
gravitationnelles. Il est déclenché lorsque les microorganismes arrivent a la surface a une
certaine distance (entre 2 a 50 nm) (Beloin et al., 2008 ; Kostakioti et al., 2013).

b. L'attachement irréversible
L'attachement réversible conduit a un attachement de nature irréversible en raison
d'une liaison permanente en présence d'exopolysaccharides (EPS) (Hall-Stoodley et al.,
2004). Les EPS jouent un role fondamental dans la formation d'un biofilm et son attachement
a I'hdte. Leur quantité produite influence directement la force d'adhésion entre les

microorganismes et I'organisme héte (Bianciotto et al., 2009 ; Velmourougane et al., 2017).

c. Le développement de microcolonies
A ce stade, la formation des microcolonies se produit en raison de I'accumulation ainsi
que de la croissance des microorganismes. En outre, cette accumulation nourrit le lien entre
les bactéries et la surface, tout en protégeant les colonies des stress environnementaux (Hall-
Stoodley et al., 2004 ; VIamakis et al., 2013). Cette étape est avantageuse car elle permet
I'échange de substrats intraspécifiques ainsi que I'élimination des produits finaux des bactéries
(Hall-Stoodley et al., 2004 ; Madsen et al., 2012).

d. La maturation

L'étape de maturation comprend essentiellement divers processus adhésifs reliant les
bactéries entre elles lors de la prolifération ainsi que des processus perturbateurs formant
finalement des canaux dans la structure du biofilm (Stoodley et al., 2000). Ces canaux servent
de systeme circulatoire simple a travers lequel la distribution des nutriments aux
microcolonies se produit, ainsi que d'une voie de perception des métabolites nocifs
(Costerton, 1995 ; Maric et Vranes, 2007). De plus, a ce stade, le contact de surface active des
réponses qui conduisent finalement a des changements dans I'expression des géenes et a une
régulation positive de divers facteurs, notant que la division cellulaire est rare dans un biofilm

mature et I'énergie est utilisée pour produire les EPS (Divjot et al., 2020).
13
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e. Ladispersion
A ce stade, les cellules retournent finalement a leur état planctonique (Kaplan, 2010).
Lorsque le biofilm mdrit, il y a une limitation des ressources, et une accumulation des déchets
qui stimule la dispersion du biofilm. Les bactéries disséminées possedent la capacité de
relancer le processus de formation du biofilm lorsque les conditions environnementales sont
adéquates (Divjot et al., 2020).

3.1.2. Role du biofilm dans le biocontrole

Malgré leurs effets nocifs, les biofilms bactériens peuvent également avoir des effets
bénéfiques (Rosche et al., 2009 ). Autrement dit, la formation de biofilms bactériens est
souvent importante dans les milieux agricoles (Bogino et al., 2013). Ces biofilms bénéfiques
sont actuellement utilisés comme agents de lutte biologique (Timmusk et al., 2017 ). Les
bactéries bénéfiques productrices de biofilm pourraient étre utilisées comme biofertilisants
pour favoriser la croissance des plantes en produisant des phytohormones, ainsi que la
suppression des maladies et la protection contre le stress biotique et abiotique (Bais et al.,
2004 ; Khan et al., 2018).

3.2. Le quorum sensing (QS)

Le quorum sensing (QS) est un systéme de communication intercellulaire présent chez
de nombreux microorganismes (Yi et al., 2021). Le QS est un mode de signalisation
bactérienne qui repose sur la production de petites molécules médiatrices appelées " auto-
inducteurs” (Al), pendant la phase de croissance. Lorsqu'un seuil de concentration est atteint,
ces auto-inducteurs interagissent avec un régulateur transcriptionnel, permettant I'expression
spécifique d'un groupe de génes, en réponse a une forte concentration de ces Al (Abdelhakim
et al., 2017). Ces derniers sont classés en trois types en fonction de leurs voies de synthese, a
savoir les auto-inducteurs de type 1 (Al-1), les auto-inducteurs de type 2 (Al-2), et les auto-
inducteurs peptidiques (AIP) (Williams, 2007).

3.2.1. QS chez les bactéries a Gram positif

Les bactéries Gram-positives utilisent une signalisation basée sur les oligopeptides
avec un capteur. Ces oligopeptides auto-inducteurs sont détectés par des protéines
transmembranaires transportant les signaux par une cascade de phosphorylation. Les
variations sont reconnues par les récepteurs a deux composantes et assurent la spécificité du
signal (Figure 4) (Abdelhakim et al., 2017).
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Figure 4. Quorum sensing chez les bactéries Gram-positives (Abdelhakim et al., 2017).

3.2.2. QS chez les bactéries & Gram négatif

Les bactéries Gram-négatives produisent des auto-inducteurs de type acyl homosérine

lactone (AHL), par I’enzyme AHL-synthase. A faible densité, les molécules AHL sont

activement transportées de I'environnement externe vers le cytoplasme par un processus de

transport dépendant de I'ATP. A forte concentration, le transport s'effectue par diffusion

passive. Lorsque la concentration d'AHL atteint un seuil, les molécules auto-inductrices

d'AHL interagissent avec une protéine régulatrice R. Le complexe R-AHL se lie au promoteur

des genes cibles et initie leur transcription couplée a la densité bactérienne (Figure 5)

(Abdelhakim et al., 2017).
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Figure 5. Quorum sensing chez les bactéries Gram-négatives (Abdelhakim et al., 2017).
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3.2.3. Les voies de signalisation QS
Differentes especes bactériennes génerent differentes IA pour mener a bien leurs

fonctions de régulation dépendantes du QS (Jianfei et al., 2018).

a. QS basé sur les molécules AHL
L'AHL est principalement extracellulaire et pénetre dans les cellules en se liant au
récepteur LuxR. Cela conduit & l'activation de ce dernier, a l'induction de I'expression
d'exopolysaccharides synthétiques, de facteurs de virulence, et a la régulation de la formation
du biofilm (Li et al., 2019).

b. QS basé sur la sécrétion de peptides (AIP)

Ce systéme est basé sur la formation de I'oligopeptide a partir du peptide. Ils sont
sécrétées dans le milieu extracellulaire et ont une affinité pour les récepteurs membranaires de
type kinases de I'histidine (Amara et al., 2011). L'expression des AlPs est liée a la famille de
génes agrD. Une fois exprimée, la protéine AgrB liée a la membrane modifie leur
confirmation par I'ajout de thiolactone et peut ainsi étre exportee vers le milieu extracellulaire
sous forme d'oligopeptide (Saenz et al., 2000). Lorsque la concentration extracellulaire des
AIP atteint un seuil, ces molécules peuvent se lier au récepteur AgrC. La transduction du
signal transmembranaire génere l'auto-phosphorylation de I’AgrA activant ainsi plusieurs

voies de signalisation responsables de I'expression de la protéine agrBDCA (Li et al., 2012).

c. QS basé sur la production du systéeme Al-2

Il est basé sur une molécule de signalisation appelée furanosyl borate diester (Al-2).
Cette molécule bascule entre le signal inter- et intraspécifique en fonction de la concentration
et de la densité cellulaire (Walters et al., 2006). Ces molécules sont synthétisées par I'Al-2
synthase dans toutes les bactéries qu'elles utilisent. Cependant, ils peuvent l'utiliser dans la
transduction du signal pour percevoir et servir une variété de bactéries dans leur
environnement (Abdelhakim et al., 2017). La protéine Al-2 est également translatée dans les
cellules via des transporteurs spécifiques. Une fois a I'intérieur de la cellule, I'Al-2 subit une
phosphorylation et génére une voie de signalisation qui finit par réguler I'opéron régulé par
luxS (Roux et al., 2009).

d. QS basé sur les produits d'un autre systéeme
Une fluctuation naturelle du systeme QS est également observée .En fait, certaines
bactéries ne produisent pas d'auto-inducteurs, mais répondent plutdt aux signaux produits par

les auto-inducteurs d'autres bactéries (Abdelhakim et al., 2017). il a été démontré que
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Burkholderia cepacia répondait aux signaux QS produits par Pseudomonas aeruginosa via les

molécules signales de nature furanique (Riedel et al., 2006).

3.2.4. ROéle de quorum sensing dans le biocontrdle

Les métabolites microbiens qui font partie des systemes de communication
microbienne QS, sont utilisés efficacement dans les programmes de lutte contre les maladies
des plantes (Jayaprakashvel et Mathivanan, 2011). C’est pour cela, les systemes de régulation
QS sont répandus chez les bactéries associées aux plantes, y compris les PGPR et les souches
des agents de biocontrdle (Chernin, 2011). Par exemple, plusieurs études ont fourni des
preuves indirectes que les AHL jouent un réle dans I'immunité des plantes (Schikora et al.,
2011). Diverses PGPR capables de protéger les plantes contre les maladies fongiques et
bactériennes, se sont avérées productrices des AHL et d'autres signaux QS (Loh et al., 2002 ;
Haas et Defago, 2005).
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Chapitre 11. Matériel et méthodes

Notre étude porte sur l’isolement des bactéries endophytes du romarin, leur
identification préliminaire, leur éventuel pouvoir antagoniste envers les agents
phytopathogénes et la mise en évidence in vitro de la formation du biofilm par ces
endophytes. Notre travail expérimental a été réalisé au niveau du laboratoire de PFE du

département de Biotechnologie et de I’ Agro-écologie de 1’université Saad Dahleb (Blida 1).

1. Materiel végétal
La plante du romarin (Rosmarinus officinalis L.) a été récoltée de jardin botanique du
Hamma a Alger. L’identification botanique de I’espéce végétale a été effectuée par M™

Touahri S., ingénieure botaniste au niveau du jardin d’essais d’Alger.

Selon Quezel et Santa (1963), la classification taxonomique du romarin est la

suivante :

- Regne : Plantae

- Embranchement : Phanérogames
- Sous-regne : Tracheobionta

- Division : Magnoliophyta

- Classe : Magnoliopsida

- Ordre : Lamiales

- Famille : Lamiaceae (Labiées)

- Sous-famille : Nepetoideae

- Genre : Rosmarinus

- Espeéce : officinalis

Le romarin se désigne « iklil eljabal » en arabe, « leklil » en dialecte ou « Ihalhal »
dans certaines régions en Algérie. Il se trouve dans tous les pays méditerranéens, de
préférence dans les lieux secs et arides, exposes au soleil. A 1’état sauvage, il se trouve sur des

sols calcaires (Boulezazen, 2017).

Les feuilles du romarin sont linéaires, gaufrées, coriaces, sessiles, opposeées, rigides,
brillantes a bords repliés, verdatres en dessus et plus ou moins hispides blanchatres en dessous

(Figure 6.A). La plante est un arbuste ou sous arbrisseau de 0.5 & 2 m de longueur avec une
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tige tortueuse, anguleuse et fragile. L’écorce est linéaire a cyme plus ou moins simulant des
épis. La racine du romarin est profonde et pivotante. Ses fleurs varient du bleu péle au violet

avec des fruits sous forme de baies séches et lisses (Figure 6.B et C) (Boulezazen, 2017).

Figure 6. Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) (Boulezazen, 2017).

(A) feuilles et tige, (B) fleurs et (C) fruits.

Le romarin peut étre retrouvé a I’état sauvage, comme peut étre cultivé. C’est la plante
la plus populaire dans le bassin méditerranéen. Les fleurs s’épanouissent tout au long de
I’année ce qui attire de nombreux insectes (Emberger, 1960). Il est une plante ayant des
qualités et propriétés stimulantes, antiseptiques et insecticides (Sedjelmassi., 1993). Le
romarin a des usages multiples et est cultivé a des fins commerciales. Il peut étre un remede
aux problemes d’hypotension, de dépression et de fatigue chronique. Il est efficace aussi en
cas de faiblesses de la mémoire. Tandis qu’il doit néanmoins étre utilisé avec précaution, car

en cas surdosage il peut provoquer un empoisonnement (Kunkele et Lobmeyer, 2007).
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2. Isolement des bactéries endophytes du romarin
Nous avons procéder a 1’isolement des bactéries endophytes a partir des racines
fraichement collectées du romarin, transportées dans des sacs en plastiques puis conservées au
frais. Des échantillons sains, macroscopiquement dénués de Iésions ont été choisis. Apres le
tri, les échantillons sont lavés et frottés légerement sous I’ecau du robinet afin d’enlever les

impuretés.

2.1. Désinfection des échantillons
La désinfection superficielle des échantillons a pour objectif d’éliminer les
microorganismes qui adhérent a la surface des tissus des racines tout en préservant la
population microbienne endophyte. La désinfection des racines a été effectuée selon la
méthode décrite par de Favaro et al. (2012). Des segments de racines d’environ 1 ¢m ont été
initialement désinfectés dans le méthanol a 70% pendant 1 min puis dans une solution
d’hypochlorite de sodium a 2% pendant 5 min. La désinfection a été suivie par 5 rincages

successifs a 1’eau distillée stérile puis par un séchage sur du papier filtre stérile.

Pour vérifier I’efficacité de la désinfection, nous avons étalé un volume de 0,1 ml du
rincage final sur le milieu de culture et I’incubée pendant une nuit a 30 °C. Les bactéries qui
se développent seront qualifiées de « contaminants », et elles peuvent étre utilisées comme
référence. Si des souches identiques aux contaminants sont obtenues, elles seront

systématiquement éliminées.

2.2. Préparation de la solution mére
Aprés la désinfection, I'échantillon des racines a été broyé a l'aide d'un pilon et d'un
mortier sous conditions d'asepsie. Par la suite, 1 g du broyat a été placé dans 90 ml d'eau
distillée stérilisée puis ajusté a 100 ml. La suspension mére ainsi préparée a été diluée en
séries de cing fois de (10 a 10°) (Pettipher et al., 2005).

2.3. Ensemencement et incubation
Des aliquotes de 0,2 ml des trois derniéres suspensions, ont été déposés dans des
boites de Pétri, puis le milieu GN (gélose nutritive) en fusion a été coulé sur le volume de
suspension déposé. Le milieu ensemencé est par la suite mélangé en réalisant des
mouvements en huit sur le plan du travail, afin d’incorporer la suspension (Pettipher et al.,
2005).
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Aprés I’ensemencement, les boites ont été maintenues a 30°C pendant une semaine.
Les bactéries isolées ont été dénombrées et la concentration exprimée en UFC/g a été calculée

suivant la formule (Pettipher et al., 2005) :

C
N = 2C . dont :
vxd

- N : nombre d'UFC par gramme de végetal.

- Y. C :somme totale des colonies comptées.

d : taux de dilution a partir duquel le comptage a été obtenu.

-V :volume de solution déposée.

2.4. Purification et conservation des isolats
Afin de purifier les isolats obtenus, nous avons réalisé un étalement progressif des
bactéries sur une boite de pétri a 1’aide d’un fil de platine stérile, en effectuant des stries a la
surface de la gélose. Aprés incubation a 30°C pendant 24 a 48 h, les isolats obtenus ont été

ensuite conserves a 4°C pour d’autres utilisations ultérieures.

3. ldentification préliminaire des isolats endophytes
L’identification préliminaire des isolats endophytes comprend 1’étude des caracteres
culturaux, 1’étude morphologique et structurale et 1’étude de quelques caracteres

métaboliques.

3.1. Etude des caracteres culturaux
Pour chaque isolat, nous avons effectué une analyse macroscopique en notant I’aspect,
le relief, le contour, la couleur, la consistance, la forme, la taille des colonies et les
transformations macroscopiques du milieu de culture (présence de pigment et couleur)
(Erkmen, 2021).

3.2. Etude des caracteres morphologiques et structuraux
Chaque espece posséde une morphologie propre, reconnaissable principalement a
’aide des critéres morphologiques et structuraux. L’étude de ces caracteres a été réalisée sous

microscope a immersion, au grossissement x100 des cellules a 1’état frais ou apres fixation.

3.2.1. Examen microscopique a I’état frais
A I’aide d’une anse stérile, nous avons prelevé de la creme bactérienne et la déposé sur
une lame en verre. Une goutte du colorant bleu de méthyle a été ajoutée sur la créme

bactérienne et bien remuée afin de I’incorporer. Les bactéries ont été observées sous
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microscope optique (G : x100). L’examen permet de connaitre la morphologie et le mode de

groupement des cellules bactériennes de chaque isolat (Zhou et Li, 2015).

3.2.2. Coloration de Gram
La coloration de Gram permet a la fois de connaitre la forme des bactéries et de les
classer en 2 groupes en fonction de leur capacité ou non a retenir la coloration violette du
cristal violet. Elle teste I’alcoolo-résistance des bactéries et met en évidence la constitution de

la paroi.

Pour procéder a cette coloration, nous avons appliqué le protocole proposé par Coico
(2005). Des frottis ont été réalisés en étalant la creme bactérienne sur une lame en verre. Les
cultures bactériennes des isolats endophytes doivent étre jeunes ne dépassant pas 48 h. Les
frottis ont été fixes par la suite a la chaleur sur la flamme du bec Bunsen, puis colorés avec le
cristal violet (violet de gentiane phéniqué) durant 1 min. Un ringage a 1’eau a été effectué
suivi d’un mordancage au lugol pendant 1 minute afin d’accentue la coloration. L’épreuve de
I’alcoolo-résistance consiste a plonger les frottis colorés 3 a 4 fois dans un pot d’alcool
pendant quelques secondes. Apres le rincage des frottis a 1’eau, une contre coloration a la

fuschine a été réalisée pendant une minute.

Un dernier ringage a ’eau du robinet a été effectué suivi d’un séchage entre deux
feuilles de papier absorbant pour que les lames soient observées a 1’objectif 100 a immersion,
a pleine lumiere. La coloration violette des cellules indique que la bactérie est a Gram positif,

tandis que la coloration rose indique que la bactérie est a Gram négatif.

3.2.3. Coloration au vert de malachite
Cette coloration met en évidence la présence ou 1’absence des spores bactériennes.
Pour la réaliser, nous avons appliqué la technique décrite par Schaeffer et Fulton (1933), selon

les étapes suivantes :

- Réalisation d’un frottis a partir de la créme bactérienne.

- Fixation du frottis a la chaleur.

- Coloration par une solution agqueuse de vert de malachite a 5%.
- Chauffage a la vapeur pendant 10 min.

- Ringage a I’eau du robinet.

- Coloration a la safranine pendant 30 secondes.

- Observation microscopique a 1’objectif 100 a immersion, a pleine lumiére.
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Sous microscope optique, la présence de spores est indiquée par une coloration verte,

tandis que les cellules végétatives se colorent en rouge.

3.3. Etude de quelques caractéres méetaboliques
3.3.1. Test de catalase
Une colonie bactérienne a été disposée sur une goutte d’eau oxygénée (H,O, 10
volumes). La présence d'une catalase se traduit, en quelques secondes, par la formation de

bulles d'oxygene (effervescence) (Reiner, 2010).

3.3.2. Test d’oxydase
Le principe de ce test repose sur la propriété de 1’oxydase, une enzyme respiratoire, a
catalyser la réaction d’oxydation d’un substrat organique. La colonie bactérienne a été étalée
sur un disque imprégné de solution a 1 % de chlorhydrate de tetraméthyl-p-phenylénediamine.
Une réaction positive se traduit par une coloration violet-pourpre en quelques secondes
(Shields et Cathcart, 2010).

4. Recherche in vitro d’activité antagoniste des isolats endophytes
Les bactéries endophytes isolées ont été testées pour leur pouvoir antagoniste in vitro

vis-a-vis d’une souche phytopathogéne de Fusarium oxysporum f.sp. albidinis, ¢’est un agent
d’un flétrissement vasculaire du palmier-dattier (Phoenix dactylifera), appelé maladie du
Bayoudh (CMI, 1978, 1992; EPPO/CABI, 1997). Ces principaux moyens de transmission
sont les spores et le mycélium dans le sol. La contamination a lieu principalement par les
racines et s’étend dans les plantes par le systeme vasculaire. Le pathogéne se dissémine par
les rejets, le sol, et les hotes ne présentant pas de symptémes (OEPP,2003).
Cette derniére fait partie de la collection de laboratoire de Mycologie de notre département.
Pour mettre en évidence cette activité antagoniste, nous avons suivi la méthode décrite par
Howell (2003). Chaque isolat bactérien a été ensemencé en trait sur GN et incubé a 30°C
pendant 24 h. Apreés incubation, un disque du champignon pathogéne a été prélevé a 1’aide
d’une pipette de Pasteur puis déposé sur le milieu de culture a 3 cm du trait de la bactérie déja
ensemencée (Figure 7). Les témoins consistent a des boites contenant le disque du
champignon pathogene ou I’inoculum bactérien est remplacé par 1’eau distillée stérile. La
lecture des résultats consiste & mesurer la distance parcourue par le champignon en direction

de la bactérie.
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» Champignon pathogéne

3cm

Bactérie

Figure 7. Test de I’activité antagoniste in vitro.

5. Mise en évidence in vitro de la production de biofilm par les isolats

endophytes
5.1. Test de production de biofilm sur gélose rouge Congo
Nous avons utilisé la méthode préconisee par Freeman et al. (1989) par culture des
isolats bactériens sur la gélose rouge Congo et incubation pendant 24 heures a 37°C en
condition aérobie. La formation de biofilm est révélée par la présence des colonies noires
avec un cristallin de consistance seche, tandis qu’un résultat négatif est traduit par des

colonies rouges.

5.2. Méthode de quantification du biofilm sur microplaque

La méthode est basée sur la technique décrite par Stepanovic et al. (2007). Les isolats
bactériens ont été cultivés sur gélose trypticase soja (TSA) avec 2% de glucose et incubés
pendant 24h a 37°C. Une colonie a été transférée dans un tube contenant 10 ml du bouillon
trypticase soja (TSB) avec 2% de glucose. Les tubes ont été incubés a 37°C pendant 24h. Les
cultures ont €té¢ ensuite diluées a 1/100 avec du milieu neuf (TSB) et 200 pl de chaque
suspension bactérienne a été inoculée en triplicata, dans les puits d’une microplaque. Un
bouillon stérile a été utilisé comme témoin, également diluée, incubée et introduit dans la
plaque pour vérifier la stérilité. La microplaque a été incubée a 37°C pendant 24 heures, puis
la suspension bactérienne a ¢té aspirée et les puits ont été lavés trois fois avec 200 ul de
solution tampon (PBS : Phosphate-Buffered Saline) pour éliminer les bactéries planctoniques

et les biofilms formes ont été fixés avec 200 pl d’éthanol pendant 15 min.

La microplaque a été séchée a la température ambiante puis colorées avec 200 pl de
solution de cristal violet a 2% pendant 5 min. L’excés de colorant a été rincé par lavage a
I’eau distillée et la plaque séchée a la température ambiante. Une forte production de biofilm

est indiquée par la coloration foncée de la paroi des puits de la microplaque.
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Chapitre I11. Résultats et discussion

1. Isolement des bactéries endophytes du romarin
L’ensemencement et I’incubation de la solution du dernier rincage des racines du
romarin n’ont montré aucune croissance bactérienne ou fongique sur le milieu, indiquant

I'efficacité de la désinfection superficielle de notre échantillon (Figure 8.A).

Pour obtenir des isolats des bactéries endophytes, les suspensions dilutions du broyat
des racines ont été ensemencées sur le milieu général GN, et incubées pendant une durée
d’une semaine pour permettre le développement d’un maximum de bactéries. Apres
incubation, 130 colonies ont été dénombrées sur la boite correspondant & la dilution 107
(Figure 8.B). La concentration en bactéries endophytes par gramme de notre échantillon est

estimée alors & une valeur de 6,5x10° UFC/g.

Figure 8. Aspect des boites d’ensemencement aprés une semaine d’incubation.
p

(A) Eau du dernier ringage, (B) ensemencement de la dilution 107,

2. ldentification préliminaire des isolats endophytes
Apreés isolement, nous avons sélectionné 10 isolats différents : Rm1, Rm2, Rm3, Rm4,
Rm5, Rm6, Rm7, Rm8, Rm9, et Rm10. La selection de ces isolats a éte basée sur les criteres

culturaux. Les différentes colonies sélectionnées ont été réensemencées dans des boites de
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Pétri contentant le méme milieu d'isolement. La procédure est répétée jusqu'a I'obtention des

cultures pures (Figure 9).

Figure 9. Aspect cultural de quelques isolats purifiés.
(A) Rm1, (B) Rm2, (C) Rm4, (D) Rm8, (E) Rmo.

2.1. Description macroscopique des isolats
La majorité des isolats présentent un aspect brillant, une consistance crémeuse avec
une forme circulaire réguliére et regrouper en points (Figure 9). Les résultats de la description

des critéres culturaux de chaque isolat pur sont résumés dans le Tableau 1.

2.2. Caractéres morphologiques et structuraux
2.2.1. Observation a I’état frais
Aprés I’ajout de bleu de méthyléne aux prélevements et leur observation a 1’état frais
sous microscope photonique, nous avons noté que la morphologie des cellules bactériennes
varie entre coques, bacilles et une qui a la forme coccobacille (Tableau 2, Figure 10).
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Tableau 1 : Description macroscopique des isolats endophytes aprés purification.

Isolat Couleur Taille Aspect Forme et contour Elévation Consistance Opacité

Rm 1 Creme Petite [> 1] Brillante Circulaire réguliére Bambée Crémeuse Opaque

Rm 2 Orange Petite [> 1] Brillante Circulaire réguliére Elevée Crémeuse Opaque

Rm 3 Jaunatre Petite [< 1] Brillante Regroupé en points Bambee Crémeuse Opaque

Rm4  Crémeuse Petite [> 1] Brillante Circulaire réguliére Elevée Crémeuse Opaque

Rm5 Creme Petite [> 1] Mat Circulaire réguliére Elevée Seche Opaque

Rm 6 Jaune Moyenne [> 2] Brillante Circulaire réguliere Bambee Crémeuse Opaque

Rm7 Creme Petite [> 1] Brillante Circulaire réguliere Bambee Crémeuse Opaque

Rm 8 Creme Moyenne [> 1] Brillante Circulaire réguliére Bambée Grasse Opaque au centre et
translucide au bord

Rm9 Blanche Petite [> 1] Brillante Circulaire réguliere Bambee Crémeuse Opaque

Rm 10 Orange Petite [< 1] Brillante Regroupé en points Elevée Crémeuse Opaque
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Figure 10. Observation microscopique a 1’état frais des isolats endophytes (Gx100).
(A) Bacille, (B) coque, (C) coccobacille.

2.2.2. Coloration de Gram
L’observation des frottis fixés des 10 isolats endophytes sélectionnés apres coloration
de Gram a révélé la présence des deux types de Gram, dont 7 isolats sont a Gram positif et 3

isolats sont & Gram négatif (Tableau 2, Figure 11).

A - B . ' ' . j Q’ {
.' ' ’

Figure 11. Observation microscopique des frottis apres la coloration de Gram des isolats
endophytes (Gx100).
(A) Rm1 (Gram +), (B) Rm7 (Gram +), (C) Rm6 (Gram -).

2.2.3. Coloration au vert de malachite
Les résultats de la coloration de nos isolats au vert de malachite, ont montré la
présence de spores colorés en vert chez 3 isolats parmi le total de 10. 1l s’agit de Rm1, Rm2 et
Rm10, tandis que les 7 autres isolats endophytes n’ont pas produit de spores (Tableau 2,
Figure 12).
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Figure 12. Observation microscopique des frottis aprés la coloration au vert de malachite des
isolats endophytes (Gx100).
(A) Rm4 (absence de spores), (B) Rm2 (présence de spores colorées en vert).

Couleur verte : endospore ; Couleur rouge : cellule végétatif.

Tableau 2 : Résultats des observations microscopiques apres colorations.

Isolat Morphologie Gram Sporulation
Rml Coque + (+)
Rm2 Coque + (+)
Rm3 Coque + )
Rm4 Coque + )
Rm5 Coque + )
Rm6 Coque - )
Rm7 Coque + )
Rm8 Bacille - )
Rm9 Bacille - )
Rm10 Coccobacille + (+)

2.3. Caractérisation métabolique des isolats endophytes
La recherche de la catalase et d’oxydase est une étape primordiale a effectuer. Pour le
test de catalase, tous nos 10 isolats endophytes sont producteurs de cette enzyme, dont nous
avons enregistré la formation d’effervescence suite a leur contact avec le peroxyde
d’hydrogéne (Tableau 3, Figure 13). Alors que pour le test d’oxydase, les trois isolats Rml,

Rm8 et Rm9 produisent cette enzyme en montrant une couleur violette en contact avec le
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disque contenant le réactif, tandis que les 7 autres isolats ne la produisent pas (Tableau 3,
Figure 14).

Figure 14. Résultat du test de production d’oxydase.
(A) Rm1 (oxydase +), (B) Rm3 (oxydase -), (C) Rm8 (oxydase +).

Tableau 3 : Résultats des tests de production des enzymes respiratoires par les bactéries
endophytes isolées.

Isolat Catalase Oxydase
Rml (+) (+)
Rm2 (+) )
Rm3 (+) )
Rm4 (+) )
RmM5 (+) )
Rm6 (+) )
Rm?7 (+) )
Rm8 (+) +)
Rm9 (+) (+)
RmM10 +) Q)

33



Chapitre 111. Résultats et discussion

3. Activité antagoniste in vitro des isolats endophytes
Pour révéler le pouvoir antagoniste des bactéries endophytes, on a mis en interaction
nos isolats avec 1’agent pathogéne Fusarium oxysporum f.sp. albidinis (Foa). L’apparition de
zones d’inhibition a été enregistrée chez certaines interactions en montrant 1’effet inhibiteur
de certains de nos isolats (Figure 15). Les résultats numériques de 1’activité antagoniste des 10

isolats sont représentés dans la Figure 16.

Interaction

Figure 15. Résultats du pouvoir antagoniste in vitro des isolats endophytes sélectionnés.
(T) Témoin (Foa), (A) Foa x Rm1, (B) Foa x Rm4, (C) Foa x Rm2, (D) Foa x Rm7.

Il roa
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Figure 16. Valeurs moyennes des diametres des colonies de 1’agent pathogene (Foa) en interaction
avec les isolats endophytes.
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Le témoin représenté par les boites contenant seulement la souche de Foa, a enregistré
une valeur moyenne de 6,25 cm. Les isolats qui ont montré un effet inhibiteur de la croissance
mycélienne du pathogéne sont Rm1, Rm2, Rm3, Rm4, Rm5, Rm6, Rm7 et Rm8, en
enregistrant des valeurs inférieures au témoin allant de 4,36 cm (Rml) & 5,66 cm (Rm4).
Tandis que les deux isolats Rm9 et Rm10 ont enregistré des valeurs moyennes de 6,4 cm et

6,9 cm, respectivement, dépassant ainsi les valeurs enregistrées par le témoin (Figure 16).

4. Production de biofilm par les isolats endophytes
4.1. Production sur milieu gélosé rouge Congo
D’aprés les résultats obtenus de ce test, 7 isolats endophytes parmi le total de 10 ont
pu produire du biofilm sur la gélose rouge Congo, montrant des colonies noires brillantées
(Figure 17.A). 1l s’agit des isolats Rm1, Rm2, Rm4, Rm5, Rm6, Rm9 et Rm10. Tandis que
les trois isolats Rm3, Rm7 et Rm8 n’ont pas produit de biofilm, présentant des colonies
rouges (Figure 17.B).

Figure 17. Résultats du test de la formation de biofilm sur milieu gélosé rouge Congo.

(A) Colonies noires (présence de biofilm), (B) Colonies rouges (absence de biofilm).

4.2. Quantification du biofilm sur microplaque

La quantification du biofilm a révélé la capacité de certains isolats a s’adhérer a la
paroi des puits de la microplaque. Dans le cas des isolats Rm1, Rm2, Rm4, Rm5, Rm6, Rm9
et Rm10, les puits correspondant ont retenu une coloration tres foncée du cristal violet, ce qui
indique une production trés importante des constituants du biofilm. Par contre, les isolats
Rm3, Rm7 et Rm8 n’ont pas adhéré a la paroi des puits, dont ces derniers ont été
complétement incolores identiguement au témoin (Figure 18). Les résultats de la
quantification du biofilm sur microplaque confirment ceux obtenus dans le test précédent

réalisé sur gélose rouge Congo.
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Figure 18. Résultats de la quantification du biofilm sur microplaque.
(A) Vue de profil, (B) vue de dessus.
5. Discussion générale
Les endophytes bactériens isolés des plantes médicinales possédent un réle vital,
remplissent des missions importantes dans le maintien de la croissance et de la santé des
plantes, ou elles pourraient étre utilisés comme inoculant pour établir un systéeme de

production agricole durable (Hassan, 2017, Kushwaha et al., 2020).

Notre travail avait pour objectif d’isoler les bactéries endophytes du romarin
(Rosmarinus officinalis L.), et de mettre en évidence la formation du biofilm par les isolats
sélectionnés et leur éventuelle utilisation comme agent de bioprotection contre les agents

phytopathogenes (Fusarium oxysporum f.sp. albidini dans notre étude).

La premiére partie de notre travail consiste a isoler les bactéries endophytes qui
colonisent les racines du romarin. Aucune croissance bactérienne ou fongique n'a été
enregistrée sur le milieu de culture utilisé pour la boite ensemencée par la solution du dernier
ringage des racines, indiquant I'efficacité de la méthode de désinfection, dont nous pouvons
considérer que les étapes de la désinfection réalisées sont suffisantes pour éliminer les
épiphytes et que les isolats obtenus peuvent étre considérés comme des endophytes de la
plante (Abu-Gharbia et al., 2020). La clé majeure pour réussir a isoler et étudier les
endophytes est de s'assurer de la stérilité de la surface des échantillons choisis (Hallmann et
al., 1997).

Aprés la sélection de dix isolats parmi 130 colonies poussées sur le milieu

d’isolement, 1’observation de ces isolats a 1’état frais a montré la présence d’une diversité

36



Chapitre I11. Résultats et discussion

morphologique importante (des bactéries sous forme de coques, de bacilles et de
coccobacilles). La réalisation de la coloration de Gram et I’observation microscopique des
frottis sous fort grossissement (x100), a montré que les isolats Rm1, Rm2, Rm3, Rm4, Rm5 et
Rm7 sont des coques & Gram positif et que Rm6 est une coque a Gram négatif. Les deux
bacilles Rm8 et Rm9 sont & Gram négatif, alors que Rm10 est une coccobacille a Gram
positif. La coloration de Gram est une coloration de base de la bactériologie. 1l existe deux
grands groupes de bactéries basés sur les différences structurales de la paroi cellulaire. Cette
coloration permet de distinguer ces deux groupes. C'est une coloration double qui permet de
différencier les bactéries non seulement d'apres leur forme et leur disposition, mais surtout
d'apres leur affinité pour les colorants liée a la structure de la paroi (Brian-Jaisson, 2014 ;
Lezzar et Abdelmalek, 2016). Elle permet d'apprécier I'importance et I'équilibre de la flore

entre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif (Mariani-Kurkdjian et al., 2016).

Dans un travail de Minakshi et al. (2021) sur la bioprospection des communautés
bactériennes endophytiques bénéfiques associées a Rosmarinus officinalis pour soutenir la
santé et la productivité des plantes, ils ont trouvé que parmi 42 souches isolées, 17 étaient a
Gram positif et 25 & Gram négatif, variant de batonnets, cocci a coccobacilles. Les bactéries a
potentiel de biocontr6le multiple comprennent des genres classés comme cellules Gram-
positives, telles que les firmicutes Bacillus, Paenibacillus et Brevibacillus, les actinomycétes
tels que lesisolats de  Streptomycétes et les isolats Gram-négatifs, y

compris Pseudomonas, Photorhabdus et Serratia (Lee et al., 2022).

Dans d’autres recherches, un total de 11 ordres et 88 genres de bactéries endophytes
avaient documenté des associations avec des plantes médicinales dans la littérature. Les
commandes les plus courantes étaient les Bacillales, les Enterobacterales et les
Pseudomonadales, qui représentaient 72,62 %. Les genres les plus courants
étaient Bacillus , Pantoea et Pseudomonas, qui représentaient 58,92 %. Streptomyces sont
largement signalés comme favorisant la croissance et le développement des plantes,
etBacillus , Pseudomonas et Paenibacillus peuvent influencer la croissance, la résistance au
stress et le métabolisme des plantes médicinales (Gao et al., 2015 ; Zhao et al., 2015 ; Qi et
al., 2021).

Dans une autre étude réalisée par Morgane en 2019 sur la diversité chimique et
biologique d’endophytes de palmiers, neuf genres différents parmi les 66 souches
bactériennes ont été isolés et identifiés comme Bacillus, Paenibacillus, Caballeronia,

Paraburkholderia, Luteibacter, Enterobacter, Serratia, Pantoea et Stenotrophomonas. Des
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souches des ordres Bacilliales et Burkholderiales sont couramment isolées lors de la
recherche d’endophytes. Il a été montré que leur présence chez une plante-hGte pouvait
prévenir de maladies, promouvoir le développement de la plante ou encore stimuler ses
défenses (Choudhary et Johri, 2009 ; Depoorter et al., 2016).

Les tests de recherche des enzymes respiratoires dans notre étude indiquent que tous
les isolats endophytes produisent la catalase, par contre, seulement trois isolats (Rm1, Rm8 et
Rm9) produisent I’oxydase. L'importance des réactions catalytiques, par lesquelles le
peroxyde d'hydrogéne est décomposé en eau et en oxygene, est bien connue en ce qui
concerne la différenciation des organismes Gram-positifs. En outre, le test catalase est facile,
rapide et peu coliteux (Taylor et Achanzar, 1972). L’activité puissante de la catalase est I'une
des caractéristiques biochimiques déterminantes de plusieurs especes bactériennes (Taylor et
Achanzar, 1972). Par ailleurs, d’aprés White et al. (2021), I'absence de catalase modifie
gravement la composition de la matrice EPS, entrainant une sensibilité accrue aux
antibiotiques des bactéries associées au biofilm. Tandis que l'oxydase ou cytochrome
oxydase, est un test de base d’identification des Grams-négatifs. La recherche de cette enzyme
est utile dans le repérage des colonies de Neisseriaceae et dans le diagnostic des bacilles a
Gram négatif (Delarras, 2014).

La capacité des bacilles a former des endospores résistantes facilite leur formulation et
leur durée de conservation (Ongena et Jacques, 2008). Les spores des bactéries se présentent,
examinées a I’état frais, dans la goutte pendante ou entre lame et lamelle sous forme de
corpuscules fortement réfringents qui paraissent, suivant la mise au point du microscope, soit
brillants et lumineux, soit sombres. Or il arrive que certains bacilles contiennent des
granulations, le plus souvent des substances de réserve, qui ressemblent a premiére vue a des
spores. Le but de la coloration des spores est de permettre au bactériologiste de s'assurer qu'il
ne confond pas les spores avec ces granules fortement réfringents (Dorner 1926). Nos
résultats de la coloration des spores avec le vert de malachite montre que les isolats Rm1,
Rm2 et Rm10 sont des bactéries sporulant, tandis que les isolats Rm3, Rm4, Rm5, Rm6, Rm7,
rm8 et Rm9 ne forment pas de spores. Dans 1’étude menée par Minakshi et al., 2021, la
formation d'endospores a été observée chez 16 isolats parmi un total de 42 souches.

La corrélation entre les composes bioactifs produits par les bactéries endophytes et la
tolérance aux maladies des plantes hétes a été largement étudiée (Bibi et al., 2012). De méme,
certaines bactéries endophytes de Panax ginseng, démontrent une activité antimicrobienne

contre Botrytis cinerea et Cylindrocarpon destructans (Hong et al., 2018). Cependant,
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I'utilisation d'endophytes antagonistes comme agents de biocontréle fait I'objet d'une attention
particuliére en tant qu'option intéressante pour la gestion de certaines maladies des plantes,

avec un impact minimal sur I'environnement (De Silva et al., 2019).

Dans notre étude, nous avons comparé la croissance du champignon phytopathogene
Fusarium oxysporum f.sp. albidinis, cultivé seul sur milieu de culture, avec sa croissance en
présence de nos 10 isolats endophytes sélectionnés. L’isolat Rm2 a montré 1’effet inhibiteur le
plus remarquable, tandis que Rm4, Rm9 et Rm10 ont présenté une faible activité antagoniste.
Récemment, plusieurs études ont préconisé le rbéle des endophytes, en particulier des
endophytes bactériens, dans l'atténuation du stress abiotique et biotique chez les plantes
cultivées en apportant aux plantes plusieurs avantages directs et indirects (Sarma et Saikia,
2014 ; Rho et al., 2018). Les souches antagonistes potentielles d'endophytes peuvent étre
criblées pour leur capacité de lutte biologique car toutes les souches ne présentent pas une
activité similaire. Ceci a été montré par Gonthier et al. sur l'utilisation de Suillus luteus contre
les pathogénes fongiques Heterobasidion irregulare et H. annosum qui infectent le pin
sylvestre (Pinus sylvestris) qui résultait en une diminution de la sensibilité aH.

annosum uniguement, et non a H. irregulare (Gonthier et al., 2019).

En outre, dans 1’étude réalisée par Zicca et al. (2020) sur I’activité antagoniste des
Bacillus endophytes de I'olivier contre Xylella fastidiosa, ils ont montré que les souches
appartenant aux especes B. velezensis et B. amyloliquefaciens ont montré la plus forte activité
antagoniste contre la souche pathogéne et que I'activité des souches appartenant aux especes
B. subtilis, B. simplex, B. mojavensis, B. safensis et B. pumilus était également remarquable.
En revanche, les souches appartenant aux autres especes de Bacillus utilisées dans cette étude

n‘ont provoqué aucune inhibition de la croissance de X. fastidiosa.

Les mécanismes de lutte biologique comprennent la production d'agents antifongiques
ou antibactériens, de sidérophores, la compétition des nutriments et l'induction d'une
résistance ou d'une immunité systémique de I'n6te (Thakur et al. 2020). Les endophytes
peuvent également conférer aux plantes une résistance aux métaux et réduire leur toxicité en

raison de leur capacité intrinséque a tolérer différents types de métaux (Ma et al. 2016).

Diverses souches d’endophytes appartenant aux genres Serratia, Pseudomonas,
Rhizobium, Bacillus, Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter, Bradyrhizobium,
Streptomyces et Cladosporium, ont été identifiés a partir de diverses especes végetales,
agissent comme agents de lutte biologique et peuvent sécréter des enzymes hydrolytiques

pour éliminer des pathogenes fongiques des plantes tels que F. oxysporum, Rhizoctonia
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solani, Pythium ultimum et Sclerotium rolfsii (Mercado-Blanco et Bakker, 2007 ; Jadhav,
2016 ; Khare et Yadav, 2017).

Les résultats obtenus dans notre étude montrent que 7 isolats parmi les 10 sélectionnés
sont des souches capables de produire un biofilm. Une prévalence un peu inferieure (60%) a
été rapportée par Ouchar et al., (2013), avec des souches pathogeénes issues de produits
alimentaires. Par ailleurs, les substances exopolymeres (EPS) peuvent déterminer les
interactions plantes-microorganismes et ont un grand potentiel en tant que composés bioactifs
(Jaroszuk-Sciset et al., 2020). Ces polyméres, qui sont trés souvent abondants dans les
biofilms bactériens (40% a 95% de la biomasse totale), permettent aux micro-organismes de
coloniser, de s'adapter et de prospérer dans de nouvelles niches écologiques et dans des
conditions physiques, chimiques et biologiques extrémes (Flemming et Wingender, 2001 ;
Czaczyk et Myszka, 2004 ; Gérska et al., 2007 ; Donot et al., 2012).

Plusieurs rhizobactéries telles que Holomonas, Pseudomonas et Bacillus produisent
également des EPS, contribuant a atténuer le stress salin et arsenical chez le riz (Mukherjee et
al. 2019). En 2018, Kakar et al. ont montré qu’avec la formation de biofilm, Alcaligenes
faecalis et Bacillus amyloliquefaciens ont pu supprimer les maladies du riz. De plus, Haggag
et Timmusk (2008) ont prouvé que Paenibacillus polymyxa inhibe la pourriture du collet chez
Arabidopsis, en formant le biofilm. Avec cette méme bactérie, Kasim et al. (2016) ont

démontrés qu’elle améliore la tolérance de 1’orge au stress dd a la salinité.

Chez B. subtilis, il a été révélé que la production et la sécrétion des molécules QS
jouent un role important dans la formation du biofilm (Lopez et al., 2009). En outre, les
études révelent que les EPS ainsi que les signaux QS jouent un réle essentiel dans la
formation du biofilm (Rinaudi et Giordano, 2010). Aujourd'hui, le biofilm joue un r6le clé
dans la protection des cultures contre différentes conditions de stress et dans la production de
cultures (Divjot et al., 2020). Plusieurs rapports ont fourni des preuves indirectes que les AHL
jouent un rdle dans I'immunité des plantes (Schikora et al., 2011). Dans une étude récente
réalisée par Suryanti et al. (2020), 9 isolats parmi un total de 20 avaient la capacité de réduire
la formation de pigment de violacéine et les symptémes de la pourriture molle des pommes de
terre en produisant les AHLs. Ces résultats montrent que la lactonase AHL produite par ces
isolats peut étre utilisée comme agent quorum quenching (QQ) pour inhiber le mécanisme QS

de I’agent pathogene.
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Conclusion

Au cours de ce mémoire, nous avons etudie les bactéries endophytes afin de mieux
cerner leur importance dans la bioprotection et leur éventuelle utilisation en tant qu’agent de
biocontrole. La présente étude s'articule sur deux axes, le premier a permis de définir les
différents rbles des bactéries endophytes dans les plantes et les mécanismes impliqués a
travers une recherche bibliographique. Le deuxiéme vise a l'isolement et la caractérisation de
différentes bactéries endophytes associées au romarin (Rosmarinus officinalis L.).

Les résultats de I’isolement ont démontré que les racines du romarin sont colonisées
par des bactéries endophytes. Dans un premier temps, les résultats de I'examen macroscopique
et microscopique des souches bactériennes endophytes ont mis en évidence 10 isolats
bactériens appartenant a priori a différents genres (morphologie, type de Gram et production

de spores).

Le pouvoir antagoniste des isolats endophytes vis-a-vis de la souche phytopathogene
de Fusarium oxysporum f.sp. albidinis (Foa), a été testé par confrontation directe.
L’isolat Rm2 a enregistré I’effet inhibiteur le plus important, ce qui suggere que c’est une
souche potentiellement active, et est susceptible de produire des substances antifongiques et
autres molécules impliquées dans I’inhibition des agents pathogeénes. En outre, les isolats
Rml, Rm3, Rm5, Rm4, Rm5, Rm6 et Rm7 n’ont montré qu’une faible activité antagoniste,
tandis que les deux isolats Rm9 et Rm10 n’ont présenté aucun effet inhibiteur envers la

souche pathogene.

Les résultats de la mise en évidence de la formation de biofilm ont montré I’aptitude
de certains isolats endophytes sélectionnés a produire des biofilms. Parmi un total de 10
bactéries, 7 isolats ont produit des biofilms sur la gélose rouge Congo ainsi que sur les parois

de la microplaque.

Ce présent travail, bien que les essais ne soient que préludes, permet de mieux cibler et
délimiter d’avance 1’enchainement des investigations futures. Ces bactéries endophyte ont une
grande importance médicale et biotechnologique et mérite d’autres études plus approfondies.
Il sera donc intéressant d’identifier davantage ces bactéries avec des méthodes génomiques,
d’¢élargir les tests des isolats bactériens sur une gamme plus large de champignons et bactéries

phytopathogeénes, d’identifier les métabolites bioactifs des souches antagonistes, de tester
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I'activité antagoniste des métabolites bioactifs in vitro mais aussi in vivo, comme il sera
intéressant également de tester d’autres activités biologiques, telles que I’activité anti-
oxydante et anticancéreuse, afin de les valoriser dans les différents domaines

biotechnologiques.
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Annexes
Annexe 1
Milieux de culture utilisés

- Milieu Gélose nutritif (GN)

Extrait de viande 19
Extrait de levure 250
Peptone 5¢g

Chlorure de sodium (NaCl) 1,25¢
Agar 15¢

Eau distillé 1000 ml

- Milieu Gélose trypticase soja (TSA)

Peptone de caséine 15¢
Peptone de soja 59
Chlorure de sodium 50
Agar 159
Eau distillé 1000 ml

- Bouillon trypticase soja (TSB)

Peptone de caséine 179
Peptone de soja 39
Chlorure de sodium 50
Phosphate dipotassique 250
Glucose monohydraté 259

Eau distillé 1000 ml
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Annexe 1

(Suite)

- Milieu Gélose rouge Congo

Bouillon cceur cervelle 379
Saccharose 50¢
Gélose 10g
Colorant de rouge Congo 0,89
Eau distillé 1000 ml

Les milieux sont par la suite autoclavés pendant 20 min a 120° C.
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Annexe 2

Préparation des solutions

- Vert malachite (solution aqueuse a 0,5% (poids / volume))
Vert malachite 05¢g

Eau distillée 100 ml

- Solution de Safranine (solution alcoolique a 2,5% (poids / volume))
Safranine 250

Ethanol a 95% 100 mli
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Annexe 3

Valeurs moyennes du diametre des colonies de Fusarium oxysporum f.sp. albidinis en

interaction avec les 10 isolats endophytes

Isolat endophyte Diameétre des colonies de Foa (cm)
Rm1l 5,3
Rm2 4,36
Rm3 5,00
Rm4 5,66
RmS 5,20
Rm6 5,20
Rm7 5,40
Rm8 5,50
Rm9 6,4
Rm10 6,9

Témoin 6,25




