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Résumé

Depuis un demi-siecle, les agriculteurs utilisent les pesticides chimiques pour lutter contre
agents phytopathogénes. Cette utilisation systématique a conduit a plusieurs effets négatifs sur
la santé humaine et I’environnement. Par conséquent, les systémes de cultures modernes
s’orientent vers des solutions innovantes écologiquement compatibles. Dans ce contexte, cette
¢tude vise a étudier I’effet bioprotecteur des bactéries endophytes bénéfiques et de leurs
substances bioactives pour la lutte contre les agents phytopathogénes chez une espece
végétale cultivée, la tomate (Solanum lycopersicum) et une espéce sauvage, la luzerne
tronquee (Medicago truncatula). Une premiére partie de ce travail a été consacrée a 1’étude
des activités antifongiques et de bioprotection des composés organiques volatils (COV)
produits par des bactéries endophytes isolées a partir de la tomate pour prévenir l'infection par
Botrytis cinerea en post-récolte. Cinquante souches bactériennes ont été isolées de différents
sites de la région du CapBon en Tunisie de différents organes. Au total, 36 % des souches
bactériennes endophytes produisent des COV avec un effet antifongique contre B. cinerea in
vitro. Parmi celles-ci, cing souches ont été sélectionnées pour une étude approfondie (4
souche de Bacillus et 1 souche d’Enterobacter). Il a ét¢ montré qu’elles produisent un noyau
commun de sept COV ainsi que différents COV antifongiques spécifiques et connus. Le test
de bioprotection des fruits de tomate a montré que la souche Enterobacter TR1 produit les
COV les plus protecteurs contre I'infection par B. cinerea avec le 3-méthylbutan-1-ol en tant
que composé volatil majeur qui a é€té a son tour tester et a prouvé son efficacité in vitro
comme in vivo sur les fruits de tomate. Dans la seconde partie nous avons étudié 1’effet
antagoniste et bioprotecteur des consortia bactériens endophytes issus de la Iégumineuse
sauvage Medicago truncatula contre les agents pathogenes racinaires Phoma medicaginis et
Verticillium alfalfae. Une collection de 976 souches bactériennes a été établit sur la base d’un
isolement fait de deux site salins (Solima et Ennfidha) et deux sites non salins (Bulla-Regia et
ElKef) du Nord de la Tunisie. Les résultats ont montré que les plantes de M. truncatula saines
hébergent une diversité bactérienne endophyte remarquable qui differe entre les sites de
collecte salins et non salins. Les tests d’antagonisme in vitro ont montré que >90% des
consortia bactériens ont une activité contre P. medicaginis et V. alfalfae, respectivement. Le
consortium antagoniste le plus actif composé de 4 souches appartenant au genre Bacillus a
montré un effet protecteur des plants de M. truncatula contre 1’attaque par P. medicaginis et
V. alfalfae in vivo. L’étude de 1’expression de quelques génes impliqués dans le systeme de
défense (LOX, PAL, PR4, PR5, PR10) chez les plantes a montré que les voies de signalisation
de ’acide jasmonique/éthylene et de 1’acide salicylique sont impliquées dans ’induction de la
résistance systémique chez les plantes de M. truncatula amorcée par le consortium bactérien
sélectionné contre 1’attaque de P. medicaginis.

Mots clés : Activité antifongique, consortia endophytes, maladie de la tige noire, pourriture
grise, résistance systémique induite, verticilliose, tomate (Solanum Lycopersicum), Medicago
truncatula



Abstract

For half a century, farmers have used chemical pesticides to control plant pathogens. This
systematic use has led to several negative effects on human health and the environment.
Therefore, modern cropping systems are moving towards innovative ecologically compatible
solutions. In this context, this study aims to study the bioprotective effect of beneficial
endophytic bacteria and their bioactive substances for the fight against phytopathogenic
agents in a cultivated plant species, tomato (Solanum lycopersicum) and a wild species,
truncated alfalfa (Medicago truncatula). A first part of this work was devoted to the study of
antifungal activities and the bioprotection of volatile organic compounds (VOCs) produced by
endophytic bacteria isolated from tomato to prevent postharvest infection by Botrytis cinerea.
Fifty bacterial strains were isolated from different sites in the CapBon region in Tunisia from
different organs. In total, 36% of endophytic bacterial strains produce VOCs with an
antifungal effect against B. cinerea in vitro. Of these, five strains were merited for further
study (4 Bacillus strain and 1 Enterobacter strain). They have been shown to produce a
common core of seven VOCs as well as various specific and known antifungal VOCs. The
tomato fruit bioprotection test showed that the Enterobacter TR1 strain produced the most
protective VOCs against B. cinerea infection with 3-methylbutan-1-ol as the major volatile
compound which in turn was tested and has proven its effectiveness in vitro antifungal
experiment and in vivo on tomato fruits. In the second part we studied the antagonistic and
bioprotective effect of endophytic bacterial consortia from the wild legume Medicago
truncatula against the root pathogens Phoma medicaginis and Verticillium alfalfae. A
collection of 976 bacterial strains was established on the basis of an isolation made from two
saline sites (Solima and Ennfidha) and two non-saline sites (Bulla-Regia and EIKef) in
northern Tunisia. The results showed that healthy M. truncatula plants harbor a remarkable
endophytic bacterial diversity that differs between saline and non-saline collection sites. In
vitro antagonism tests have shown that> 90% of bacterial consortia have activity against P.
medicaginis and V. alfalfae, respectively. The most active antagonist consortium composed of
4 strains belonging to the genus Bacillus showed a protective effect of M. truncatula plants
against attack by P. medicaginis and V. alfalfae in vivo. The study of the expression of some
genes useful in the defense system (LOX, PAL, PR4, PR5, PR10) are involved in the
induction of systemic resistance in plants of M. truncatula initiated by the selected bacterial
consortium against attack by P. medicaginis.

Key words: Antifungal activity, endophytic consortia, black stem disease, gray mold, induced

systemic resistance, verticillium wilt.
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plantes de Medicago truncatula infectées Verticillium alfalfae prétraitées par le consortium 167
bacterien BE 2. ... o e



Liste des abréviations

AMF : champignons mycorhiziens a arbuscules

AUdPC : Aire sous la courbe de progression de maladie (Area under disease progression
curve)

AUGPC : Aire sous la courbe de progression de croissance (Area under growth progression
curve)

BR : Brunissement des racines

CFU : Unité formant colonie

CMI : Concentration minimale inhibitrice
COV : Composé organique volatil

ET : Ethyléne

HR : Humidité relative

IAE : I'Intensification Agricole Ecologique
ISR : Résistance systémique induite

JA : Acide jasmonique

LB : Luria Bertani

LBA : Luria Bertani Agar

LR : Longueur des racines

NFV : Nombre des feuilles vertes

NRS : Nombre des racines secondaires
PDA : Potato dextrose Agar

PFF : Poids frais des feuilles

PFR : Poids frais des racines

SA : Acide salicylique
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La population mondiale est en continuel accroissement ce qui fait de I'agriculture une
activité primordiale dans le développement économique et mondial puisqu'elle subvient a 80
% de la consommation en aliments dans le monde (FAO, 2014). Pour assurer une production
alimentaire réguliére, I’agriculture doit faire face aux ennemis des cultures (maladies et
ravageurs) qui réduisent environ 20 a 30 % la production agricole dans le monde (Pérez-
Garcia et al.,, 2011). La lutte contre les maladies et ravageurs des cultures a été depuis
longtemps dépendante de I’utilisation des pesticides synthétiques qui, malgré leur efficacité,
engendrent des conséquences desastreuses sur la santé humaine et 1’environnement et ne
constituent pas une solution durable vu leurs colts économiques et environnementaux éleves.
En effet, en plus de leur composition en éléments toxiques (métaux lourds), les pesticides
chimiques laissent des résidus nocifs dans le sol, I'eau et I'atmosphére, et induisent une
pression de sélection des souches résistantes chez les agents phytopathogeénes (Arellano-
Aguilar et Rendon, 2016 ; Villarreal-Delgado et al., 2018). De ce fait, les Iégislations relatives
a I’homologation des pesticides chimiques dans plusieurs pays du monde et en particulier en
France et en Tunisie deviennent de plus en plus strictes en vue de la réduction de I'application
de fongicides synthétiques en agriculture et méme de leur élimination dans les espaces
publics. Par conséquent, le développement de nouvelles technologies de lutte contre les
ennemis des cultures qui soient efficaces et respectueuses de I'environnement est devenu une
nécessité accrue. L'une des alternatives prometteuses pour atteindre cet objectif est la lutte
biologique qui repose sur 1’utilisation d'organismes naturels et de leurs extraits pour la lutte
contre les agents pathogénes des plantes. En effet, cette méthode de lutte est une alternative
prometteuse et durable pour réduire a la fois (i) les attaques des maladies et ravageurs des
plantes, (ii) le risque de développement la résistance chez les organismes phytopathogénes,
ainsi que (iii) la contamination de I’environnement par les éléments toxiques tels que les
métaux lourds et en faveur d’une production d’aliments sains et de qualité¢ (Reyes et al.,
2015). Historiqguement, l'utilisation des agents de lutte biologique a commencé au debut du
XIXe siecle, mais au cours des derniéres décennies les études se sont multipliées pour 1’étude
de I’effet bioprotecteur des micro-organismes - et en particulier des bactéries - pour la lutte
contre les agents phytopathogénes (MEYER, 1962).

Les bactéries ont toujours été privilégiées pour la lutte contre les agents pathogenes en
raison de leurs propriétés de colonisation des différentes niches écologiques (épiphytes,
endophytes, rhizosphériques) et de production de plusieurs métabolites qui peuvent agir

directement sur 1’agent pathogéne, stimuler les défenses de plantes et/ou améliorer leur
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nutrition. Parmi les micro-organismes bactériens, les bactéries endophytes ont suscité 1’ intérét
des chercheurs du fait de leur capacité a coloniser les tissus internes des plantes sans causer
des symptdbmes de maladies, ainsi que de leurs propriétés de stimuler les défenses et la
croissance des plantes (Santoyo et al., 2016). Multiples sont les mécanismes utilisés par les
bactéries endophytes pour contréler les attaques des organismes phytopathogénes des
cultures. Des mécanismes d’antagonisme par contact tels que I'hyperparasitisme (Chen et al.,
2016) et a distance par la production de composés a faible poids moléculaire tels que les
lipopeptides et les enzymes lytiques (chitnases, glucanases, protéases) ont été décrites chez
plusieurs endophytes a savoir Bacillus subtilis, B.amyloliquefaciens, Pseudomonas putida,
Streptomyces spp. (Zhang et al., 2016; Jaaffar et al., 2017; Piechulla et al., 2017). Des
bactéries endophytes stimulant les mécanismes de résistance induite (ISR pour Induced
Systemic Resistance) ont été décrites par plusieurs auteurs (Pal et Gardener, 2006;
Chowdhury et al., 2015). Les endophytes bactériens sont aussi connus pour stimuler la
croissance des plantes par leur capacité a produire des phytohormones telles que les auxines,
les gibbérellines et les cytokinines, ainsi que par leur capacité a solubiliser le phosphore ou de

fixation de 1’azote atmosphérique (Santoyo et al., 2016).

Mise a part tous ces composés solubles produits par les bactéries endophytes, elles sont
aussi connues pour la production d’une panoplie de composés volatils qui peuvent avoir une
action directe d’antagonisme contre les agents pathogenes et peuvent aussi stimuler la

croissance et les défenses chez les plantes.

Ces metabolites sont communément appelés composés organiques volatils (COV) et
peuvent agir directement contre le pathogéne (antibiose directe) en détruisant la paroi
cellulaire ou indirectement, en induisant une résistance systémique chez la plante (Panpatte et
al., 2017). Les COV ont un faible poids moléculaire et sont dérivés des voies de biosynthése
des micro-organismes dans le cadre de leur métabolisme primaire et secondaire(Gotor-Vila et
al., 2017). lls sont utilisés a des fins différentes telles que I'augmentation de la productivité
dans I'agriculture ou la protection des plantes contre les maladies fongiques (Panpatte et al.,
2017). De nombreux agents bactériens appartenant au genre Streptomyces (Li et al.,
2012;Wang et al., 2013; Boukaew et al., 2017;Lyu et al., 2020) ou Pseudomonas (Vaishnav et
al., 2015;Hern&ndez-Lebn et al., 2015 ; Elkahoui et al., 2015; Zhou et al., 2016 ; Raza et al.,
2016;Bouaoud et al., 2018) sont capables de produire des COV. On distingue plus
particulierement le genre Bacillus qui synthétise des COV ayant une activité antifongique

élevée, comprenant des aldéhydes, des cétones, des hydrocarbures, des alcools, etc. (Liu et al.,
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2008; Asari et al., 2016; Gotor-Vila et al., 2017 ; Lim et al., 2017 ; Gao et al., 2017 ;Liu et al.,
2018; Zhao et al., 2019; Morita et al., 2019 ;Wu et al., 2019; Calvo et al., 2020; Zhang et al.,
2020) . Le facteur le plus important qui influence la production de ces métabolites est la
souche bactérienne utilisée. Le nombre de COV et leur concentration different en fonction de
I’espéce bactérienne ou encore des souches de la méme espece. De plus, le substrat sur lequel
le microorganisme antagoniste est cultivé influence également considérablement la production
en raison des différences dans les sources d'azote ou de carbone (Di Francesco et al., 2020;
Gotor-Vila et al., 2017; Raza et al., 2016).

La volatilisation aisée de ces composes permettrait leur dispersion a travers tout le
verger et les cultivars. Au stade post-récolte, les COV pourraient étre considérés comme des
antimicrobiens idéaux car leur activité ne nécessite pas de contact entre 1’agent de la lutte
biologique et le pathogéne ou les aliments. Cependant, afin d'accomplir une application fiable,
I'étude des modes d'action de I'antagoniste et du pathogene est cruciale pour comprendre leur
interaction et leur biologie. La plante ou le fruit comme troisiéme facteur doit également étre

pris en compte (Parafati et al., 2015).

Les agents de lutte biologique ont été utilisés pour la lutte contre les agents pathogenes

qui attaquent les plantes en cultures et méme leurs produits en post-récolte.

Les modes d’action des bactéries endophytes pour lutter contre les agents
phytopathogénes des plantes sont dépendants du stade de développement de la plante,soit
avant ou apres la récolte. En ce qui concerne la période de pré-récolte, des actions
prophylactiques, comme 1’inoculation des cultures par les agents de lutte biologique pour
éliminer les agents pathogeénes potentiels qui résident dans le sol agricole, ainsi que pendant la
plantation et le développement des plantes jusqu'a l'obtention du fruit, de la graine ou du
produit végétal, sont effectuées (Hernandez-Ledn et al., 2015). La réduction de I’effet de la
maladie en phase pré-récolte est soit le résultat de 1’effet indirect des agents de lutte
biologique par le biais de la promotion de la croissance de la plante (Mrabet et al., 2011), soit
le résultat de I’effet direct des agents de lutte biologique par la production des métabolites
comme les lipopeptides (Ben Slimene et al., 2012) ou des enzymes lytiques telle que la
chitinase (Slimene et al., 2015), la pectinase et la protéase (Kalai-Grami et al., 2014) ou
encore des composes organiques volatiles (Dhouib et al., 2019). Ces metabolites ont eté
décrits pour leurs effets inhibiteurs contre des phytopathogenes comme P.medicaginis et
Verticillium spp.
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Une fois que les fruits ou légumes ont été collectés, ils doivent étre transportés et
stockeés, ce qui continue de les rendre vulnérables aux attaques d'agents pathogénes. Plusieurs
des agents pathogénes découverts pendant les périodes de pré-récolte peuvent continuer a
affecter la qualité du produit apres la récolte comme Botrytis cinerea, Colletotrichum musae,
Penicillium expansum ou Alternata alternata (Shafi et al., 2017). Par conséquent, I'application
d'agents de lutte biologique sur les cultures apres récolte devrait étre une priorité pour une
production alimentaire durable. La compétition pour I'espace et les nutriments, la production
de métabolites diffusibles et de composés organiques volatils constituent les principaux
modes d’action utilisés par les endophytes bactériens pour lutter contre les maladies de post-
récolte (Zhang et al., 2010 ; Sang and Kim, 2012; Zheng et al., 2013; Gao et al., 2017; Gao et
al., 2018; Zhao et al., 2019; Damasceno et al., 2019).

L’objectif de cette thése est d’étudier la diversité, de sélectionner et d’élucider les
mécanismes d’action des bactéries endophytes isolées a partir de deux plantes modeles
Solanum lycopersicum L. et Medicago truncatula pour la lutte contre leurs agents pathogenes
a savoir Botrytis cinerea d’une part, Phoma medicaginis et Verticillium alfalfae d’autre part.

L’ étude des bactéries endophytes isolées a partir de la tomate fait 1’objet du premier
chapitre de cette thése par 1’analyse de leur effet antagoniste et protecteur en condition de

post-récolte contre B.cinerea.

L’analyse des consortia bactériens endophytes isolés a partir de la luzerne tronquée
annuelle fait 1’objet du second chapitre avec 1’étude de leur effet antagoniste in vitro et in vivo

contre Phoma medicaginis et Verticillium alfalfae.
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1.  Importance des endophytes
1.1. Notion du microbiome, pyramide de la maladie et du pathobiome

Les maladies des plantes sont considéréees comme un facteur majeur affectant le
développement de I'agriculture. Traditionnellement, les maladies sont traitées par
I’application de pesticides, qui engendrent la pollution de I'environnement et des problémes

de santé pour 1’étre humain et les animaux.

Selon la théorie du « triangle de la maladie » publiée pour la premiere fois par Stevens
en 1960, I’apparition et la gravité¢ d’une maladie résultent de I’interaction de trois facteurs: la
sensibilité de la plante hote, la virulence du pathogene et les conditions environnementales
favorables ou non au développement de la maladie (Figure 1). Pour prévenir la maladie des
plantes, il faut modifier au moins I'une de ces trois composantes. Cette relation triangulaire est
propre a la phytopathologie par rapport aux sciences vétérinaires et médicales car les plantes
terrestres possedent une faible capacité de stockage thermique et leur immobilité empéche de
s'échapper d'un environnement inhospitalier, ce qui met I'accent sur la constitution génétique
de I'n6te (Francl, 2001).
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Figure 1. Triangle de la maladie (Stevens, 1960)

Certains phytopathologistes ont développé la théorie du triangle de la maladie en ajoutant un
ou plusieurs parameétres supplémentaires incluant les humains, les vecteurs et le temps. Ce qui
a donnée lieu a la création de représentations plus complexes tenant en compte de 1’ensemble
des interactions entre les différents facteurs influant le développement de la maladie chez la
plante (Agrios, 2005)
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Les communautés microbiennes maintiennent la santé des écosystemes en influencant le
réseau alimentaire mondial, y compris l'agriculture, le cycle des nutriments, 1’assimilation de
l'azote et la séquestration du CO,. De plus, en maintenant la santé des écosystémes, ils
contribuent également a la santé des plantes, de la faune et des humains (Cavicchioli et al.,
2019). Des travaux récents révelent une forte influence du microbiome sur le développement

de la maladie et la santé des plantes (Clemente et al., 2012; Cavicchioli et al., 2019).

Dans les derniéres années, les chercheurs ont accordé beaucoup d'attention a
I'élucidation de la composition et des fonctions des microbiomes des plantes et du sol. Des
microbes vivent a l'intérieur (endosphere) ou a I'extérieur (épisphere) des tissus végétaux.
Parmi ces micro-organismes, les bactéries et les champignons sont prédominants. Environ
quelques milliers de taxons bactériens et fongiques ont été signalés dans les tissus végétaux.
Ils jouent des roles importants tels que I’augmentation de la disponibilité des nutriments et
deleur absorption par les plantes et l'augmentation de la tolérance des végétaux aux stress.
Ainsi, la santé de la plante (croissance et survie) est le résultat du fonctionnement
physiologique de la plante en association avec son microbiote (Dastogeer et al., 2020).

Les théories écologiques suggérent que le microbiome associé aux plantes est faconné
par des interactions entre I'nGte, les micro-organismes et 1I’environnement. Des études basées
sur la technique de génétique d’association (ou GWAS, Genome Wide Association Studies)
ont montré que le génome de I'hdte influence la composition du microbiome, et de nombreux
taxons proviennent du microbiome ancestral, suggérant une rétroaction positive du
microbiome végétal durant tous les processus d’évolution. En effet, plusieurs loci de
caractéres quantitatifs associés a l'adaptation des plantes au stress biotique et abiotique ainsi
que des traits morphologiques et physiologiques identifiés chez les végétaux ont été le résultat
de la variation dans les traits du microbiome, la richesse en espéces et la structure de la

communauté microbienne des racines, de la phyllosphere et de 1’endosphere (Trivedi et al.,
2020).

Une étude récente menée par Bernardo-Cravo et al., 2020 a mis en évidence la nécessité
de tenir compte de la composante du microbiome de I’hote dans la dynamique de la maladie.
Ces auteurs ont ainsi reformulé le concept de pyramide de la maladie qui contient désormais
un gradient de sensibilit¢ de I'hote, le degré d’antagonisme du microbiome de I'hdte face
aupathogene, la pathogénicité du pathogéne, et les conditions environnementales (Figure 2).

Cette notion nous emmeéne a déterminer le mode d’interaction entre la plante et son
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microbiome, la plante et le stress (abiotique et/ou biotique) et particulicrement entre 1’entité

plante-microbiome et son environnement (les bioagresseurs et les facteurs abiotiques...).

Figure 2. Adaptation de la représentation de la pyramide de la maladie évoquée par Bernardo-
Cravo et al., 2020, contenant un gradient de sensibilité de I'hdte (de la résistance et de la
tolérance a la sensibilité élevee), le microbiome de I'h6te, la virulence de I'agent pathogéne et
les conditions environnementales (favorables ou non a l’installation de la maladie). Un
microbiome perméable n'agitpas comme un barriere aux agents pathogenes; il permet
I'établissement d'agents pathogenes, la prolifération et I'invasion de I'hdte. Un environnement
donné interagit simultanément avec I'nGte, le microbiome de I'néte et le pathogéne, en
modifiant chacun ainsi que leurs interactions les uns avec les autres. La maladie est plus
intense au centre, ou la sensibilité, la perméabilité, la pathogénicité sont plus fortes, ainsi que
les conditions environnementales les plus favorables a la maladie sont trouvées. Les
conditions environnementales comprennent des facteurs biotiques (les microbiomes dans

I’environnement) et abiotiques (humidité, température...).
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En effet, ’interaction plante-microbiome-pathogene peut nous conduire vers un concept
de pathobiome pour mieux expliquer le role et la dynamique des communautés microbiennes
face & une maladie (Vayssier-Taussat et al., 2014; Bass et al., 2019). Le concept de
pathobiome a émergé a l'origine de la recherche sur le microbiome humain, qui s'est avéré
essentiel pour maintenir la santé humaine. En conséquence, le terme pathobiome a été inventé
pour décrire la communauté microbienne globale liée a la maladie. Le concept de pathobiome
a également été utilisé pour représenter les organismes pathogénes complexes affectant les
animaux et les plantes (Bass et al., 2019). En général, une plante saine est étroitement
associéee a une communauté d'organismes stable et diversifiée, représentant les facteurs
biotiques qui soutiennent la croissance des plantes et remplissent des fonctions importantes
pour I'néte et qui sont ensemble décrits comme le symbiome. Un déplacement collectif de ce
symbiome écologiquement stable vers le pathobiome implique une transition
compositionnelle, conduisant a la perturbation de la croissance normale de telle sorte que les
plantes ne peuvent pas remplir les fonctions au meilleur de leur potentiel génétique (Pitlik et
Koren, 2017). Un pathobiome pourrait étre défini comme I'ensemble des organismes (c'est-a-
dire des communautés eucaryotes, microbiennes et virales complexes) dans I'environnement
biotique de la plante, qui interagissent avec I'ndte pour détériorer son état de santé (Bass et al.,
2019 ; Mannaa et Seo, 2021) (Figure 3). Des études récentes sur la pathologie végétale ont
démontré que I’hypothése d’une maladie a un pathogéne, basée sur les postulats
fondamentaux de Koch, est insuffisante pour décrire le processus de la maladie de maniére
plus holistique et réaliste, en particulier lorsque des communautés complexes d’organismes
sont impliquées (Broberg et al., 2018 ; Mannaa et Seo, 2021). Méme lorsqu'un seul agent
pathogeéne est impliqué, d'autres organismes qui I'accompagnent sont susceptibles d'atténuer
ou de renforcer les effets pathogenes et devraient donc étre considérés comme faisant partie

du processus pathologique (Bettenfeld et al., 2020 ; Mannaa et Seo, 2021) (Figure 3).
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Figure 3. Un diagramme schématique du systeme complexe de I'holobionte veégétal, y
compris les microbes bénéfiques associes aux plantes «le symbiome » et les microbes
pathogénes collectifs « le pathobiome ». Les microbes bénéfiques et pathogénes sont en
antagonisme continu et en compétition pour Il'espace et les nutriments. Lorsque les microbes
pathogeénes prédominent, ils interferent avec les fonctions normales des plantes, entrainant le
développement de maladies. Les interactions coopératives entre les microbes pathogénes
peuvent entrainer une maladie plus grave et des infections multiples. Le microbiome vegétal
stable et bénefique peut étre modifié pour faciliter le développement de certaines maladies
(Mannaa et Seo, 2021).

Parmi les microbiotes les plus étudiés des plantes dans la derniere décennie sont les
endophytes. Une diversité importante en terme de genres et d’espéces des endophytes
colonisant les différents organes et tissus des herbacées, des ligneuses ou méme des mousses a
été démontrée (Hallmann et Berg 2006; Schulz and Boyle, 2014; Mercado-Blanco and
Lugtenberg, 2014). Parmi les endophytes les plus étudiés, on distingue les bactéries. Le
nombre des cellules bactériennes colonisant les racines peut atteindre 10* & 10® cellules par

gramme de tissus racinaires (Bulgarelli et al., 2013). Les bactéries endophytes permettent aux
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plantes de renforcer leurs capacités a surmonter les différentes contraintes abiotiques et
biotiques (Glick, 2015 ;Conrath et al., 2015).

1.2.  Importance des endophytes chez les plantes

Des bactéries endophytes ont été trouvees dans toutes les especes vegétales. Ainsi, une plante
exempte d’endophytes est une exception rare dans l'environnement naturel (Partida-Martinez
and Heil, 2011).Les communautés bactériennes endophytes des racines sont typiquement
enrichies enProtéobactéries (50%), Actinobactéries (10%), Firmicutes (10%) et les
Bacteroidetes (10%) (Liu et al., 2017). Divers genres tels que Streptomyces, Agrobacterium,
Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Paracoccus, Lysinibacillus,
Staphylococcus et d'autres ont été décrits. Les bactéries endophytes affectent la croissance des
plantes directement ou indirectement. La promotion directe de la croissance des plantes se
produit par la facilitation de l'acquisition de ressources de l'environnement, notamment
l'azote, le phosphore et le fer ainsi que la modulation de la croissance des plantes en
fournissant ou en régulant diverses hormones végétales, notamment l'auxine, les cytokinines
ou I'éthylene. La promotion indirecte de la croissance des plantes se fait parla limitation ou
I’empéchement des dommages causés par divers agents pathogenes (les bactéries, les
champignons et les nématodes)a travers la production d'antibiotiques ou d'enzymes dégradant
la paroi cellulaire, par I’induction de la résistance systémique chez la plante et la synthése de
composeés volatils inhibiteurs des agents pathogenes (Glick, 2015; Conrath et al., 2015).

Les communautés bactériennes foliairessont constituées en grande partie de
Protéobactéries, d'Actinobactéries et de Bacteroidetes (Wagner et al., 2016). Dans une étude
faite par Horton et al. (2014) afin de caractériser le microbiote des feuilles d’A. thaliana, 5
057 Unites Taxonomiques Opérationnelles (ou OTU, d'aprés lI'anglais Operational Taxonomic
Units) bactériennes ont été trouvées, la majorité appartenant a des familles dans les
Proteobactéries, Bacteroidetes et Actinobactéries En particulier, Sphingomonas (a-
protéobacteries), Flavobacterium (Bacteroidetes), Rhizobium (a-protéobactéries) et
Pseudomonas (y-protéobactéries).Roman-Reyna et al. (2020) ont montré que la plupart des
bactéries endophytes des feuilles de riz appartiennent aux Protéobactéries avec les genres
Pseudomonas, Xanthomonas, Mycoplasma, et Burkholderia comme les plus abondants. Lopez
et al.(2020) ont étudié le bactériome de I'endosphére des plants de tomates malades et sains et
ont montré une augmentation substantielle de l'abondance des Actinobactéries dans les
communautés a l'intérieur des feuilles de plantes malades par rapport aux plantes saines. Dans

les feuilles symptomatiques, les Actinobactéries représentaient 58,28% et s'accompagnaient
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d'une diminution des Protéobactéries de 32,86 a 25,72%. En revanche, le bactériome de

I'endosphére des feuilles saines présentait 15,73% d'Actinobactéries.
1.3.  Colonisation des plantes par les bactéries endophytes

La colonisation des plantes par les microorganismes endophytes se fait par deux voies :
une transmission horizontale a partir du milieu environnant (endosphére et phyllosphére) et

une transmission verticale parle biais des graines (Santoyo et al., 2016) (Figures 4 et 5).

Les relations écologiques et évolutives ont un impact sur le mode de transmission des
endophytes. Dans de nombreuses symbioses transmises verticalement, le symbiote obligatoire
passe tout son cycle de vie a l'intérieur de I'hdte et est incapable de survivre dans
I’environnement a lui seul (Bright et Bulgheresin 2010). La transmission verticale évolue
lorsque les partenaires symbiotiques sont mutualistes, comme un moyen d'assurer une
transmission du symbiote bénéfique d'une génération a l'autre (Herre et al., 1999). Il est
possible aussi que certains endophytes bactériens soient transmis a la fois verticalement et
horizontalement (c'est-a-dire, transmission en mode mixte), tel qu’un endophyte qui est
bénéfique a son hoéte dans une circonstance particuliere (par exemple, la tolérance a un stress

biotique) peut étre transmis a la progéniture a travers la semence.
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Figure 4. Les voies de pénétration des bactéries endophytes dans les différents organes de la
plante. La voie la plus courante pour pénétrer est a travers les racines, leurs points
d’émergence et les blessures sur les racines. D'autres sites incluent les stomates, sur les
feuilles et les jeunes tiges et les lenticelles. En outre, les rhizobiasont capables de coloniser les
tissus internes des plantes en formant des nodules. La transmission verticale via les semences
est également un autre moyen utilisé par les endophytes pour passer d’une génération d’hote a

une autre (Santoyo et al., 2016).

1.3.1. Transmission verticale des endophytes

Certaines plantes forment des relations de mutualisme avec des endophytes qui sont
transmisvia les semences (Saikkonen et al., 2010 ; Hodgson et al., 2014).11 existe un certain
nombre de genres bactériens que I'on trouve généralement dans les semences, appartenant
principalement aux phyla Protéobactéries, Firmicutes, Actinobactéries et Bactéroides. Ainsi,
des genres tels que Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter, Micrococcus, Paenibacillus,
Pantoea, Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas, Sphingobacteria et
Microbacterium ont été trouves a plusieurs reprises dans des microbiomes de semences

d'espéces végétales phylogénétiqguement éloignees (Taulé et al., 2021).

Une étude de polymorphisme terminal de la longueur des fragments de restriction de
I'ADNr 16S a montré la présence des mémes genres des endophytes sur plusieurs génotypes
de mais (Johnston-Monje et Raizada, 2011). D'autres études ont signalé une présence continue
de souches endophytes particulieres a travers les générations dans le riz et le mais

(Mukhopadhyay et al., 1996 ; Liu et al., 2012), soutenant é¢galement ’idée du transfert de
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géneration en genération des endophytes colonisant les semences. Les bactéries endophytes
des semences peuvent améliorer la germination des graines, promouvoir la santé des semis,
améliorer la croissance des plantes et atténuer le stress. Ces capacités peuvent étre attribuées a
la production d'enzymes extracellulaires, de phytohormones et de métabolites secondaires.
Compte tenu des propriétés de promotion de la croissance et de lutte biologique de ces
microbes, ceux-ci peuvent donc étre appliqués en tant que biofertilisants et en bioremédiation
(Shahzad et al., 2018).

Germination
Dispersion de 1a bactérie “1;"9
Tolérance osmotigue
Endospores - - Compétition avec les bactéries
i\im)'l_l.‘i_eei phytase Tra nsmission dul’environnement sxteme
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Figure 5.Résumé schématique des voies de colonisation et des déterminants, des modes de

transmission et des fonctions des bactéries endophytes des semences. Apres la germination
des semences, la communauté bactérienne végétale est établie a partir des endophytes des
semences et des bactéries présentes dans lI'environnement extérieur. Certaines de ces bactéries
pourraient étre transférées a la prochaine génération de plantes via les semences. Cela conduit
non seulement a la dispersion des bactéries, mais assure également le transfert de
caractéristiques bactériennes bénéfiques a la prochaine génération de plantes (Truyens et al.,
2015).
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1.3.2. Transmission horizontale

La transmission horizontale de bactéries aux plantes est la capacité a recruter un
ensemble diversifié de symbiotes de I'environnement en fournissant un moyen pour répondre
a un environnement en évolution (Carroll, 1988). La diversite des bactéries dans les semences
et les jeunes plantules dans des conditions stériles est genéralement inférieure a la diversité
des bactéries des plantes cultivées dans le sol (Hardoim et al., 2012), suggérant que lamajorité
des endophytes sont acquises de I'environnement (Figures 4 et 5). Les endophytes bactériens
ont généralement un large spectre d’héte vu qu’ils peuvent coloniser des taxons de plantes
tres éloignés (Ma et al., 2011 ; Compant et al., 2005 ; Khan et al., 2012). Les plantes
apparaissent capables d’accueillir une grande diversité d’endophytes qui dépend de
I'environnement de la plante (par exemple, le type de sol) et de son génotype (Schlaeppi et
Bulgarelli, 2015 ; Edwards et al., 2015).

1.3.3. Processus de colonisation des plantes par les bactéries endophytes

Le processus de colonisation implique une communication complexe entre la plante et
les microorganismes. Le processus de colonisation des racines, nécessite la reconnaissance de
composés spécifiques dans les exsudats racinaires par les bactéries endophytes (Compant et
al., 2005 ; Rosenblueth and Martinez-Romero, 2006). La colonisation endophytique implique
une série de facteurs environnementaux et génétiques permettant la pénétration de
I’endosphére végétale (Compant et al., 2010). Les associations hote-bactéries peuvent
impliquer des interactions et des processus de reconnaissance spécifiques. La composition des
exsudats dépend du cultivar, de I'exposition de la plante au stress, du stade de croissance de la
plante et peut également présenter des différences le long de la structure racinaire entrainant
des différences dans la composition des diverses communautés bactériennes (Haichar et al.,
2008). Les différences dans la composition de I'exsudat racinaire peuvent également
influencer le processus de colonisation (Lugtenberg et al., 2001). De plus, certains exsudats
sont connus pour avoir des effets négatifs sur les souches bactériennes. Les différences entre
les composés attractifs ou répulsifs qui affectent la colonisation bactérienne sont susceptibles
d'avoir un effet sur l'expression des génes bactériens (Bais et al., 2006). En plus de la
chimiotaxie des exsudats et des activités de mucilage ou de lutte biologique, des
caractéristiques telles que les flagelles bactériens, le quorum sensing (aptitude d'un
microorganisme a détecter la densité de population de ce microbe) ainsi que la production de
composés / enzymes spécifiques sont impliquées dans les processus de colonisation. Les
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flagelles permettent aux bactéries d'entrer en contact avec les exsudats et les composants du
mucilage des racines et la chimiotaxie provoquée par les flagelles peut donc jouer un réle

important dans la colonisation des racines (Compant et al., 2010).

Une fois a lintérieur des racines, les bactéries endophytes peuvent coloniser
systématiquement les tissus végétaux adjacents. Bien que les bactéries endophytes pénetrent
généralement dans les plantes a travers les racines, les parties aériennes des plantes, y compris
les tiges, les feuilles, les fleurs et les cotylédons peuvent également constituer des voies de
pénétration (Lugtenberg, 2015).

1.3.3.1. Colonisation de la rhizosphére par les bactéries endophytes

L’utilisation des systémes de détection bactérienne basés sur 1’utilisation d’immuno-
marqueurs comme les GFP / Gus A, et I’hybridation in situ par fluorescence (FISH) a révélé
que les cellules bactériennes colonisent d'abord la rhizosphére, c¢’est-a-dire la région du sol
directement impactée par les racines et leurs microorganismes associés (Gamalero et al.,
2004). La population de bactéries rhizosphériques peut varier entre 10°-10° cellules
bactériennes par gramme du sol de la rhizosphére (Bulgarelli et al., 2013). Celles-ci se fixent
aux surfaces radiculaires pour former une chaine de cellules (Hansen et al., 1997). Elles
peuvent ainsi coloniser toute la surface racinaire (Benizri et al., 2001). Des traits bactériens
comme la motilité et la production de polysaccharides jouent un réle important dans la

colonisation de la rhizosphére végétale (Santoyo et al., 2016).

1.3.3.2. Colonisation des racines par les bactéries endophytes

Apres la colonisation de la rhizosphére et du rhizoplan (surface externe des racines), les
bactéries endophytes poursuivent leur chemin vers l'intérieur de la racine de la plante. La
colonisation des racines des plantes est contrblée par différents facteurs. Ces facteurs
comprennent (i) la fixation et la motilité bactérienne, (ii)le quorum sensing (QS) qui est un
processus de communication cellule-cellule bactérienne qui implique la production, la
détection et la réponse aux molécules de signalisation extracellulaire appelées auto-inducteurs
(Al) (Rutherford et al., 2012), (iii) le taux de croissance bactérien, (iv) la minimisation de la
concurrence par la production des substances antagonistes (Compant et al., 2010) (Figure 6).
Pour réussir la colonisation, les bactéries doivent entre autre s'adapter métaboliquement aux

nutriments disponibles dans les tissus racinaires de la plante (Matilla et al., 2007).
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Le processus de pénétration dans I'hdte peut étre passif ou actif. Une pénétration passive
peut se produire a travers les blessures au niveau de la racine et les zones d'émergence des
racines et les pointes racinaires (Hardoim et al., 2015). La pénétration active par les bactéries
endophytes compétentes est réalisée au moyen d'un mécanisme complexe comportant la
reconnaissance, la motilité, I’attachement, la formation de biofilm, la pénétration et I’invasion
des tissus. En effet, les bactéries peuvent atteindre les sites d'entrée des racines, comme les
émergences racinaires latérales et blessures, en utilisant la motilité de contraction médiée par
les pili (fibres de surface dynamiques) de type IV. Ce processus a été observé chez les
bactéries endophytes diazotrophiques Azoarcus sp. BH72 colonisant les racines de riz (Bohm
et al., 2007). Néanmoins, chaque bactérie endophyte a son propre modéle de colonisation
(Zachow et al., 2010). Cela implique l'adhésion bactérienne aux structures de surface
cellulaire, qui est médiée par des polysaccharides, les pili et les adhésines bactériennes (Hori
and Matsumoto, 2010; Serrato et al., 2010).De plus, la sécrétion d'enzymes dégradant la paroi
cellulaire, sont connues pour étre impliquées dans la pénétration bactérienne et la propagation
dans la plante (Compant et al., 2005). Les genes codant les enzymes de dégradation de la
paroi cellulaire existent largement dans les génomes des bactéries endophytes (Straub et al.,
2013). En effet, Sessitsch et al. (2012)ont montré que les génes codant pour des enzymes
impliquées dans la dégradation des polymeéres végétaux telles que les cellulases, xylanases,
cellobiohydrolases, endoglucanase et des protéines liantes a la cellulose ont été détectées dans
le métagénome des communautés endophytiques bactériennes de la racine du riz. Reinhold-
Hurek et al. (2006) ont prouve que les endoglucanases sont cruciales pour Azoarcus sp. pour
pouvoir coloniser les tissus racinaires du riz. Pour pouvoir pénétrer intracellulairement, les
endophytes bactériens peuvent aussi sécréter des pectinases pour dégrader la paroides cellules
végetales. Il a été constaté que la pectinase est déterminante dans le processus d’infection
précoce de Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 , bactérie formant des relations symbiotiques avec
les légumineuses Aeschynomene americana (Piromyou et al., 2015).La colonisation racinaire
médiée par Quorum Sensing a été demontree avec un mutant de P. fluorescens 2P24 portant
une mutation dans un gene de la famille LuxR-Luxl (génes qui régulent des fonctions diverses
telles que la synthese d'exoenzymes, la conjugaison, la production d'antibiotiques, la
luminescence et la formation de biofilm par les bactéries (Gray et Garey, 2001)) (Wei et
Zhang, 2006). Un mutant pcol de P. fluorescens 2P24 a montré une réduction de la formation
de biofilm et de la colonisation des racines ainsi qu’une diminution de 1’activité de lutte
biologique contre Gaeumannomyces graminis attaquant le blé (Wei et Zhang, 2006). Le
Quorum sensing affecte donc la capacité compétitive des souches bactériennes, influencant
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davantage leur colonisation de la rhizosphere dans des conditions naturelles (Compant et al.,
2010). Des études ont montré que les mutants de Serratia liquefaciens ou Serratia plymuthica,
qui ne produisent pas de N-acyl homosérine lactones (AHL) (médiateurs du Quorum sensing
chez les bactéries Gram négatif), ne différaient pas dans leur capacité de colonisation des

racines de tomate et de colza (Schuhegger et al., 2006; Mdiller et al., 2009).

De plus, une autre fagon par laquelle les bactéries endophytes évitent d'étre detectées
comme agent pathogene par la plante est le maintien d’une faible densité cellulaire par rapport
aux bactéries pathogenes (Zinniel et al., 2002). Par conséquent, la présence des bactéries
endophytes est déterminée par des facteurs de hasard et des deéterminants génétiques
bactériens qui permettent I’interaction plante-bactéries (Hardoim et al., 2008). L'héte végétal
joue également un role essentiel dans la sélection d'un partenaire endophyte, ou la sécrétion
d'exsudats racinaires spécifiques et une réponse sélective de défense des plantes sont
considérées comme des facteurs importants dans la sélection d'endophytes spécifiques
(Rosenblueth et Marténez-Romero, 2006).

En outre, Kost et al., (2013) ont constaté que 1’oxalotrophie, c¢’est-a-dire la capacité
d’utiliser 1’oxalate comme source de carbone, est nécessaire pour réussir la colonisation de
Burkholderia phytofirmans PsJN sur le lupin et le mais. L’oxalotrophie a été signalée étre
associée uniquement a des espéces de B. phytofirmans bénéfiques pour les plantes, les especes
du genre Burkholderia pathogénes pour les végétaux ou pathogenes opportunistes pour les
humains ne peuvent pas utiliser 1’oxalate (Kost et al., 2013). Cette étude suggére un réle de
I’oxalate chez les végétaux pour sélectionner des endophytes bénéfiques, tout en évitant les

agents pathogeénes bactériens provenant des communautés bactériennes complexes du sol.

Dans I’ensemble, les traits discutés ci-dessus semblent étre nécessaires pour 1’invasion active
et la transmission systémique des bactéries endophytes a ’intérieur des plantes. Apres leur
entrée dans les racines, les bactéries endophytes peuvent se propager de maniére systémique
pour coloniser les tissus aériens. Chez les plantes, les racines latérales émergentes traversent
1'épiderme, le cortex, I’endoderme, la bande casparienne (bande autour de I'endoderme) et le
péricycle, formant ainsi naturellement une voie d’entrée pour les bactéries pour entrer sur ces
sites. Les bactéries peuvent encore pénétrer davantage via les vaisseaux du phloéme et du
xyléeme (Compant et al., 2010). Les bactéries colonisant l'intérieur des tissus conducteurs
peuvent étre entrainer vers les pousses et les feuilles par la transpiration des plantes (Compant
etal., 2010).
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Figure 6. Les sites de colonisation des plantes par les bactéries endophytes (Compant et al
2010). Les bactéries endophytes colonisent les racines avec une densité de communauté
bactérienne entre 10°-10* (cfu/gramme de poid frais de tissus) dans des conditions naturelles
(Compant et al., 2010).

1.3.3.3. Colonisation des parties aériennes par les bactéries endophytes

Certaines bactéries colonisent aussi les parties aériennes des plantes. Provenant des
populations d'épiphytes de la phyllosphére (ensemble des organes aériens considéré comme
habitat pour les microorganismes), elles pénetrent par des ouvertures naturelles (stomates et
hydathodes), et les blessures générées par le vent, les insectes et les agents pathogénes
(Vorholt, 2012). Dans une feuille, les bactéries peuvent coloniser les cellules de I'épiderme
supérieur, les cellules du mésophylle palissadé, les vaisseaux du xyléme ainsi que des espaces
intercellulaires (Olivares et al., 1997) (Figure 7). Des bactéries endophytes ont été isolées des
organes reproducteurs, comme les fleurs, les fruits et les graines des plantes, mais en faible
densité (Rosenblueth et Martinez-Romero, 2006; Compant et al., 2011; Truyens et al., 2015).
Conformément a cela, Compant et al. (2011) ont visualisé la colonisation de Pseudomonas

spp.et Bacillus spp. dans la vigne en utilisant 1’hybridation in situ en fluorescence (FISH) et
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ont trouvé que ces bactéries colonisent 1’épiderme et le xyléme, les espaces intercellulaires
des cellules pulpaires et le long des parois cellulaires a l'intérieur des graines. Un autre
exemple est la souche Streptomyces mutabilis 1ALl qui contrdle le champignon pathogéne
Fusarium culmorum dans les semis de blé et qui colonise la zone a l'intérieur du caryopse,
jusqu'a la couche d'endocarpe des graines de blé (Toumatia et al., 2016).
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Figure 7. Représentation schématique des modeles de colonisation bactérienne dans une
feuille. L'image ci-contre montre que la présence de bactéries a été détectée dans le pétiole, la
nervure médiane et les nervures des feuilles. L'image montre a droite une coupe transversale
de feuille agrandie, ce qui démontre que les bactéries endophytes peuvent non seulement
coloniser I'apoplaste mais elles sont également présentes au niveau intracellulaire (Liu et al.,
2017).

1.4.  Classification et diversité des bactéries endophytes
1.4.1. Facteurs affectant la diversité des bactéries endophytes dans les plantes

Les communautés bactériennes colonisant les plantes sont influencées par divers
facteurs biotiques et abiotiques incluant le pH, la salinité, le type, la structure, I’humidité et la
composition organique du sol ainsi que les exsudats libérés par la plante (Fierer, 2017). Des
facteurs comme I'environnement extérieur, y compris le climat, la présence d'agents
pathogeénes et les pratiques humaines peuvent aussi influencer le microbiote des plantes. Le
génotype et I'espéce végétale ainsi que la morphologie des racines jouent un réle important
dans le recrutement des bacteries par la plante (Reinhold-Hurek et al., 2015 ; Hartmann et al.,

2009; Ladygina et Hedlund, 2010; Chaparro et al., 2014). Par exemple, des especes végétales
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poussant dans un sol similaire peuvent héberger des communautés bactériennes
significativement différentes (Hacquard et al., 2016; Samad et al., 2017 ; Aleklett et al.,
2015). D’autres facteurs peuvent intervenir comme 1’age et le stade de développement de la
plante (Reinhold-Hurek et al., 2015 ; Aleklett et al., 2015) ainsi que leur systéme d’immunité
(Bulgarelli et al., 2015).

1.4.2. Diversité des bactéries endophytes dans les plantes

Plusieurs outils moléculaires ont été utilisés pour identifier les especes formant le
microbiote bactérien comme le séquencage du géne de I'ARNr 16S, la PCR en temps réel
ainsi que les méthodes métagénomiques (Liu et al., 2017). Les plantes hébergent une
multitude de genres et d’espéces bactériens. Les bactéries appartenant au phylum des
protéobactéries sont les plus fréquemment isolées des plantes, y compris les classes a-, B- et
y-Protéobactéries, avec les y-Protéobactéries sont les plus diverses et dominantes (Santoyo et
al., 2016). Les actinobactéries et les firmicutes sont parmi les classes les plus courantes
comme endophytes (Miliute et al., 2015). D'autres classes telles que les acidobactéries, les
planctomycetes et les verrucomicrobies sont les moins abondantes (Liu et al., 2017).Les
genres bactériens les plus couramment isolés sont les Bacillus, les Burkholderia, les
Microbacterium, les Micrococcus, les Pantoea, les Pseudomonas, les Enterobacter et les
Paenibacillus, ou Bacillus et Pseudomonas sont les genres prédominants (Miliute et al.,
2015 ; Santoyo et al., 2016) (Tableau 1).
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Tableau.1l. Genres des bactéries endophytes communs isolés de plantes cultivées (Miliute et

al., 2015).

Plantes Genres des bactéries endophytes

Luzerne Bacillus, Erwinia, Microbacterium, Pseudomonas, Salmonella

Banane Azospirillum, Burkholderia, Citrobacter, Herbaspirillum, Klebsiella

Piment noir Arthrobacter, Bacillus, Curtobacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Serratia

Canola Acidovorax, Agrobacterium, Aureobacterium, Bacillus, Chryseobacterium,
Cytophaga, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Rathayibacter,

Carotte Agrobacterium, Bacillus, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella,
Staphylococcus

Trefle Agrobacterium, Bacillus, Methylobacterium, Pseudomonas, Rhizobium

Cotton Bacillus, Burkholderia, Clavibacter, Erwinia, Phyllobacterium, Pseudomonas

Concombre Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia, Chryseobacterium, Clavibacter,
Curtobacterium, Enterobacter, Micrococcus, Paenibacillus, Phyllobacterium,
Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas

Grapevine Comamonas, Enterobacter, Klebsiella, MoraxellaPantoea, Pseudomonas,
Rahnella, Rhodococcus, Staphylococcus, Xanthomonas

Mais Achromobacter,  Agrobacterium,  Arthrobacter,  Bacillus,  Burkholderia,
Corynebacterium, Curtobacterium, Enterobacter, Erwinia, Herbaspirillum,

Ananas Microbacterium, Micrococcus, Paenibacillus, Phyllobacterium, Pseudomonas,
Rhizobium, Serratia, Azospirillum, Burkholderia

Pomme de Acidovorax, Acinetobacter, Actinomyces,  Agrobacterium, Alcaligenes,

terre Arthrobacter, Bacillus, Capnocytophaga, Chryseobacterium, Comamonas,
Corynebacterium,  Curtobacterium,  Enterobacter, Erwinia, Klebsiella,
Leuconostoc,  Methylobacterium,  Micrococcus, Paenibacillus, Pantoea,
Pseudomonas,  Psychrobacter,  Serratia, = Shewanella,  Sphinogomonas,
Stenotrophomonas, Streptomyces, Vibrio, Xanthomonas

Radis Proteobacteria, Salmonella
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Trefle des pres

Riz
(spontanné et

cultivé)

Soja

Cannes a

sucre
Tomate

Blé

Acidovorax, Agrobacterium, Arthobacter, Bacillus, Bordetella, Cellulomonas,
Comamonas, Curtobacterium, Escherichia, Klebsiella, Methylobacterium,
Micrococcus,  Pantoea,  Pasteurella,  Phyllobacterium,  Pseudomonas,

Psychrobacter, Rhizobium, Serratia, Sphingomonas, Variovorax, Xanthomonas

Agrobacterium, Azoarcus, Azorhizobium, Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium,
Burkholderia, Chromobacterium, Enterobacter, Herbaspirillum,
Ideonella,Klebsiella, Micrococcus, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia,

Stenotrophomonas

Erwinia, Agrobacterium, Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Pantoea,

Bacillus

Acetobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella

Brevibacillus, Escherichia, Pseudomonas, Salmonella

Bacillus, Burkholderia, Flavobacterium, Klebsiella, Microbispora, Micrococcus,

Micromonospora, Mycobacterium, Nacardiodes, Rathayibacter, Streptomyces

1.4.3. Diversite des endophytes chez la solanacéemodéle Solanum lycopersicum L.

1.4.3.1. Importance de la tomate

Les solanacées sont I'une des principales familles économiquement importantes parmi les

angiospermes contenant un nombre important de plantes cultivées dont la pomme de terre, la

tomate, le poivre, l'aubergine, le peétunia et le tabac. La tomate cultivée, Solanum

lycopersicum L., est bien étudiee en termes de génétique, de génomique et de sélection et

considérée un excellent modele pour la recherche fondamentale et appliquée liéea la qualité

des fruits, a la tolérance aux contraintes biotiques et abiotiques (Panthee and Chen, 2009;

Sahu et al., 2012; Gupta et al., 2013). Elle se classe deuxiéme derriere la pomme de terre en
termes de production (FAOSTAT 2010). Actuellement, la Chine, les Etats-Unis d’ Amérique

et I’Inde sont les principaux pays producteurs de tomates avec respectivement, 56, 308, 910
tonnes/an, 18 ,399,000 tonnes/an et 13, 038,410 tonnes/an (FAOSTAT 2018). La Tunisie et
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la France produisent annuellement plus de 1, 357, 621 tonnes et 712,019 tonnes de tomates
(FAOSTAT 2018).
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Figure 8. Représentation schématique de la production annuelle des tomates dans le monde
(d’apres les FAOSTAT 2018).

Les maladies sont l'un des principaux problémes de la culture de la tomate dans le
monde entier, et la sensibilité de la tomate a de nombreux micro-organismes pathogenes
conduit & une utilisation intense des produits agrochimiques (Gajanana et al., 2006). Ainsi, les
agents de lutte biologique sont apparus comme approche alternative pour le contréle des
maladies des tomates comme le flétrissement bactérien causé par Ralstonia solanacearum
(Chen et al., 2013) et les maladies fongiques comme la pourriture grise causée par B.cinerea
(Kefi et al., 2015). De cette facon, une amélioration des connaissances sur I'écologie des
communautés microbiennes associées aux plants de tomates contribuera a déterminer le
potentiel des candidats pour le contrdle biologique des maladies des tomates et la promotion

de la croissance des plantes.

1.4.3.2. Diversité phylogénétique des endophytes bactériens de la tomate

Une étude de Romero et al. (2014) basée sur le pyroséquengage de I’ADNr 16S des
communautés bactériennes endophytiques colonisant les feuilles de la tomate a montré que les
Protéobactéries constituent le phylum le plus dominant avec 94,41%, puis les actinobactéries
avec 1,47%, les Planctomycetes avec 1,38%, les Verrucomicrobia avec 1,06%, les

Acidobactéries avec 0.44% et d’autres phyla 1,25%. Parmi les Protéobactéries, les Alpha-
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protéobacteries sont les plus abondantes (84,12%) suivies des Beta-protéobactéries (11,83%)
puis des Delta-protéobactéries (2,78%) et des Gamma-protéobactéries (1,27%). Parmi les
genres des bactéries colonisant les tissus de la tomate, on distingue les Brevibacillus, les

Escherichia, les Pseudomonas et les Salmonella (Miliute et al., 2015) (Tableau 2).

L'analyse des communautés bactériennes associées aux plants de tomates est
intéressante non seulement en raison de l'importance de la tomate comme plante cultivée,
mais aussi pour la contribution potentielle a déméler les mécanismes qui régulent la
colonisation des plantes cultivees par des micro-organismes bénéfiques. Par exemple,
quelques ouvrages ont décrits la diversité bactérienne associée aux feuilles de tomate, en
analysant les communautés phyllosphériques sans discrimination entre les bactéries épiphytes
et endophytes (Enya et al., 2007a, b) ou en se focalisant uniquement sur les communautés
épiphytes (Correa et al., 2007). Cependant, une analyse compléte de la diversité bactérienne
des endophytes de tomate et de la capacité des bactéries du sol a coloniser de maniere

endophytique les différents tissus des plants de tomates n'a pas été réalisée.

1.4.4. Diversité des endophytes chez la plante modéle Medicago truncatula
1.4.4.1. Importance des légumineuses

La famille des Fabaceae (Iégumineuses) est parmi les plus grandes familles de plantes a
fleurs dans le monde avec 19 400 espéces classées dans environ 730 genres dont les plus
répandus sont les Astragales (2 400 especes), les Acacia (950 espéces),les Indigofera (700
especes), les Crotalaria (700 especes), et les Mimosa (500 espéces)(Rahman and Parvin,
2014). La famille des légumineuses est I'un des plus importants groupes de plantes, car elles
sont utilisées par I'hnomme sous forme d’aliments, d’engrais verts et de fourrages. Selon la
FAO (2018), la production en légumineuses comestibles approche les 60 millions de tonnes
annuellement. La production annuelle de haricots secs par exemple est de 23 millions de
tonnes, celle du pois chiches est de 9 millions de tonnes, 47,5 millions de tonnes de feves, 2,8
millions de tonnes de lentilles par an, 16 millions de tonnes de petit pois. Medicago sativa est
I'une des légumineuses fourrageres les plus cultivées au monde. C'est une culture
économiquement importante utilisée comme fourrage pour le bétail. Cette espece est cultivée
depuis I'Antiquité. En raison de sa haute valeur nutritive, les anciens I'appelaient alfac-facah
(le pere de tous les aliments) et de nos jours on l'appelle souvent «la reine des fourrages».
Parmi les légumineuses, la luzerne est la plante avec le rendement le plus élevé en protéines

brutes: 2000-3000 kg / ha, soit 3 fois plus que le soja et 4 fois plus que le blé (Rafinska et al.,
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2017). Selon les donnees de 2009, la culture mondiale de la luzerne a atteint 32 millions
d'hectares (Bresson et al., 2009).

1.4.4.2. Diversité phylogénétique des endophytes bactériens des léegumineuses

Il'y a beaucoup de rapports sur la présence de bactéries endophytes dans les racines et
les nodules des légumineuses comme Medicago sativa, M.truncatula, Phaseolus vulgaris L.,
Cicer arietinum, Trifolium, Vigna unguiculata subsp. unguiculata, Pisum sativum, Arachis
hypogaea, Glycine max, Acacia, Argyrolobium, Conzattia, Trigonella foenum-graecum,
Hedysarum coronarium, Kennedia,Leucaena leucocephala,Nelumbo nucifera, Vigna radiata,
Melilotus officinalis, Ornithopus sativus, Onobrychis viciifolia, Oxytropis neglecta,
Psoralea,Scorpiurus, Sesbania, Tetragonolobus et Vicia Les bactéries isolées des tissus des
légumineuses comprennent les genres suivants: Agrobacterium, Bacillus, Paracoccus,
Sphingomonas, Inquilinus, Pseudomonas, Serratia, Mycobacterium, Nocardia, Brevibacillus,
Staphylococcus, Lysinibacillus, Bosea, Rhodopseudomonas, Phyllobacterium,
Ochrobactrum,Starkeya, Agromyces, Ornithinicoccus, Actinobacterium, Paenibacillus,
Methylobacterium, Pedobacter, Aerococcus, Stenotrophomonas, Streptomyces, Dyella et
d'autres. La colonisation des bactéries endophytes ne se limite pas a une seule espece végétale
mais comprend plusieurs genres et espéeces (Muresu et al., 2008;Dudeja et al., 2012 ; Surjit
and Rupa, 2014 ; Chihaoui et al., 2015;Ferchichi et al., 2019).

Plusieurs études ont caractérisé les communautés bactériennes colonisant les différents
tissus de Medicago sativa montrant que la plupart des bactéries isolées appartiennent aux
especes suivantes Bravibacillus chosinensis, Bacillus megaterium, Microbacterium
trichothecenolyticom, Escherichia coli, Salmonella enterica, Klebsiella, Azospirillum sp.
B510, Sinorhizobium meliloti (Mrabet et al., 2011 ; Dudeja et al., 2012). Tandis que la luzerne
pérenne est bien étudiée au niveau de la caractérisation des ses communautés endophytes, les
études sur les luzernes annuelles ne sont pas nombreuses. Yaish et al. (2016) ont récemment
comparée des communautés bactériennes colonisant les racines de M. truncatula en condition
normale et sous stress salin. Des données de séquencage I’ADNr 16S ont prouvé que les
bactéries isolées appartiennent au phylum des Protéobactéries. Ce phylum comprend 14
familles différentes dont les Chromatiaceae, les Enterobacteriaceae, les Pseudomonadaceae et
les Rhizobiaceae, des Actinobacteries et Bacteroidetes (y compris les genres :Flavobactéries
et Sphingobactéries). L'enrichissement par les alpha-protéobactéries était élevé au sein de la
communauté isolée des racines cultivées dans des conditions normales. Cependant, les

Gamma-proteobactéries et les Béta-protéobactéries étaient plus abondantes chezles plantes
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cultivées en condition de stress salin. De plus, le traitement par le sel conduit a I'apparition
des classes de Flavobactéries et Streptomycetales et a la disparition des classes de
Sphingobactéries dans la communauté des bactéries endophytes (Yaish et al.2016).

2. Effet des bactéries endophytes sur les plantes

2.1 Besoin de nouvelles stratégies pour I’amélioration de la production des plantes

La population mondiale est en accroissement constant et devrait atteindre prés de 10
milliards d’habitants en 2050 par rapport a la situation actuelle (7,7 milliards d’habitants selon
I’Organisation des Nations Unis (ONU) en 2020). Cette augmentation de la population
mondiale constitue 1’un des défis économiques et scientifiques du monde actuel vu que les
niveaux actuels de la production alimentaire ne répondent pas a la demande future des
habitants de la planéte. L’agriculture est d’autant plus affectée par les changements
climatiques et les pratiques agricoles intensifiées contribuent directement a la détérioration

des sols et affectent ainsi négativement la sécurité alimentaire mondiale future.

Le systéme agricole actuel est basé sur 1’utilisation excessive d'engrais et de pesticides
ainsi que D’irrigation abondante (Matson et al., 1997). Ces pratiques ne font qu’affecter
négativement I'équilibre nutritionnel et la dynamique microbienne du sol. Des alternatives aux
produits chimiques qui reposent en partie sur I’utilisation des composts organiques et des bio-
fertilisants, peuvent aider a 1’augmentation de la production agricole et minimiser les
dommages écologiques (Matson et Vitousek 2006). L agriculture moderne s’oriente vers des
nouvelles stratégies qui reposent sur I’adoption de méthodes capables d’augmenter la
production alimentaire avec un impact moindre sur I’environnement. Ce processus est connu
sous le nom de I'Intensification Agricole Ecologique (IAE), terme utilisé pour la premiére fois
par Dugué et al. (2012). Ce processus vise a produire plus de nourriture par unité d’intrant
tout en minimisant I'impact négatif sur l'environnement. Ainsi I’exploitation des bactéries
bénéfiques du sol et qui colonisent les tissus végétaux peut contribuer a l'intensification
agricole écologique. Ces micro-organismes peuvent étre exploités principalement pour
maintenir la fertilité¢ naturelle des sols et la gestion des stress abiotiques et biotiques des
plantes (Lee and Luan, 2012) (Figure 9). L'association des endophytes avec les plantes a une
grande importance écologique, les endophytes sont connus pour améliorer la croissance et le
rendement des plantes en fixant I'azote atmosphérique, en solubilisant le phosphore, en
produisant des phytohormones (cytokinines, auxines et gibbérellines), ou encore des

sidérophores, et en contribuant ainsi a I’amélioration de 1’alimentation minérale des plantes
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hotes et a la lutte contre les agents pathogenes (Afzal et al., 2019). Ainsi, I'exploitation des
interactions endophyte — plante peut entrainer la promotion de la croissance et la protection
des plantes et peut jouer un r6le important dans les applications d'agriculture durable.

Des études ont prouvé la capacité des endophytes bactériens a augmenté la performance
des plantes et I’augmentation de leur productivité, y compris sous contraintes biotiques. Ainsi,
des essais sur le terrain ont montré que les actinobactéries endophytes du blé ont augmenté
significativement I'émergence des plantes et les rendements du blé infecté par R. solani et
Pythium spp., par rapport au témoin non traité. Les souches endophytes les plus efficaces ont
montré des résultats cohérents sur trois ans et ce, en utilisant différents cultivars deblé dur et
d'orge. En I'absence de pression de la maladie, I'augmentation du rendement en grains a été de
60% ce qui récompense les codts associés a l'application de I'inoculum microbien (Franco et
al., 2007). Pedraza et al. (2009) ont observé que le rendement en grains du riz a augmenté
aprés I’inoculation par la souche Azospirillum S1 de 18,92% par rapport au controle.
L'expérience sur le terrain menée par Tiwari et al. (2010) pour évaluer la performance de deux
souches endophytes isolées des feuilles de Ocimum sanctum (Tulsi ou basilic sacré) sur sa
croissance et son rendement a clairement indiqué que ces endophytes ont le potentiel
d'augmenter le rendement total en herbes.

Les endophytes colonisent pratiquement toutes les plantes supérieures poussant dans

divers environnements extrémes (Vaishnav et al., 2019).
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Figure 9. Représentation schématique globale de l'intensification agricole écologique (IAE)

par les endophytes et leurs mécanismes d’action (Dheeman et al., 2017).

2.2 . Meécanismes de promotion de la croissance de plantes par les bactéries

endophytes

Plusieurs études ont montré que les bactéries endophytes ont plusieurs effets bénéfiques sur
leur plante hote (Miliute et al., 2015 ;Santoyo et al., 2016 ; Afzal et al., 2019). Les bactéries
endophytes ameéliorent la croissance des plantes (phytostimulation, production de
phytohormones et biofertilisation) (Zaidi et al., 2017), protégent contre les bioagresseurs
(production des sidérophores et des métabolites antmicrobiens) et induisent la résistance
systémique (Singh et al., 2016; Liu et al., 2020). Une étude faite par Kumar et al. (2020) nous
a donné une vue globale de I’ensemble de différentes bactéries endophytes isolées de
différentes plantes et ayant différents mécanismes de promotion de croissance des plantes
(Tableau 2).
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Tableau 2. Bactéries endophytes bénéfiques associées a différentes plantes et leurs propriétées

favorisant la croissance des plantes (Kumar et al., 2020).

Bactéries endophytes

Acinetobacter sp.
ALEB16

Alcaligenes faecalis
subsp. faecalis str. S8

Arthrobacter sp.
SMR3, B. subtilis
SMR15

Bacillus subtilis LK14

Pantoeaa ananatis,
Pseudomonas putida,
Brevibacillus agri,
Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium

Bacillus sp.,
Pseudomonas sp.

Acinetobacter sp.
ACMS25, Bacillus
sp. PVMX4

Bacillus cereus ,
Bacillus subtilis

Bacillus sp. ,
Stenotrophomonas

Plantes

Activités

Atractylodes Activation de

lancea

Withania
somnifera

Papaver
somnifero
us

Moringa
peregrina

I’accumulation des
huiles volatiles des
plantes, induction de
la production de
I’acide abscissique et
de I’acide salycilique
Production de L’acide
indole acétique et
solubilisation du
phosphate
Biosynthése des
Benzylisoquinoline
alkaloid (BIA), des
AlA, ACC déaminase

Solubilisation du
phosphate, production
de I’ ACC déaminase
et de phosphatase
acide

Oryza sativa  Solubilisation du

Bauhinia
purpurea

Phyllanthus
amarus

Teucrium
polium L.

Triticum
aestivum

phosphate

Activité antioxydante et

antimicrobienne

Solubilisation du
phosphate, production
de I’AIA et les
sidérophores, activité
ACC déaminase et
production des
ezymes hydrolytiques
comme la cellulase, la
protéase et la
pectinase

Production de I’AIA et
de I’ammonia,
solubilisation du
phosphate

Production de I’AIA,
solubilisation du
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Organe
d’origine
Feuilles

Tiges et
fruits

Racines,
Feuilles,
capsules
, et
graines

Ecorces

Feuilles,
Tiges,
and
Racines

Tiges,
Feuilles

et fleurs
Racines

Feuilles

Racines

Références

Wang et al.
(2015)

Singh et al.
(2019)

Pandey et al.
(2016)

Latif Khan
et al.
(2016)

Matos et al.
(2017)

Sunkar et al.
(2018)

Joe et al.
(2016)

Hassan
(2017)

Majeed et al.
(2015)



sp. L.

Bacillus subtilis, Cassia tora
Agrobacterium L.
tumefaciens, Bacillus
sp., Pseudomonas
putida, Pseudomonas

sp.

Paenibacillus sp. RM  Tridax

procumbe
ns
Bacillus cereus Curcuma
(ECL1Y), Bacillus longa L.
thuringiensis
(ECL2), Bacillus sp.
(ECL3), Bacillus
pumilis (ECLA4),
Pseudomonas putida
(ECL5), Clavibacter
michiganensis
(ECL6)
Bacillus sp., Phoenix
Enterobacter sp. dactylifera
L.

2.2.1.  Phytostimulation

phosphate
Promotion de la
biomasse des plantes
et accumulation du N
Synthese des
phytohormones,
production de I’AIA,
I’ammonia, des
sidérophores et du
HCN et la
solubilisation du
phosphate
Production des
métabolites
secondaires et des
biosurfactants,
solubilisation du
phosphate
Production de I’AIA et
des sidérophores et la
solubilisation du
phosphate

ACC déaminase ,
production de I’AIA,
chélation du fer et
solubilisation du
potassium, du
phosphore et du zinc,
et production
d’ammonia

Racines

Racines

Rhizome

Graines

Kumar et al.
(2015)

Govarthanan
et al.
(2016)

Kumar et al.
(2016,
2017)

Yaish et al.
(2015)

De nombreuses bactéries associées aux plantes synthétisent des régulateurs de

croissance des plantes telles que les hormones et les composés volatils. Les phytohormones

produites par les bactéries sont principalement les cytokinines, les auxines et les gibbérellines.

Pirttil (2011) a constaté que la production de phytohormones par les endophytes chez la plante

est spécifique a chaque organe. Bien que les auxines aient été identifiées chez des souches

bactériennes isolées de tout type d'organes des plantes, les gibbérellines ont été trouvées chez

les bactéries associées aux racines et les cytokinines sont produites par les bactéries colonisant
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les feuilles. D’autres substances sont produites par les bactéries endophytes pour promouvoir
la croissance des plantes comme les composés volatils organiques (Bailly and Weisskopf,
2012). En 2004, Ryu et al.ont découvert que les composés volatils libérés par des souches
bactériennes spécifiques de végétaux améliorent la croissance d'Arabidopsis thaliana et

induisent la résistance systémique chez la méme plante.
2.2.2.  Production d’hormones
2.2.2.1. Modulation duniveau de I’acide indole acétique

Les auxines telles que l'acide indole-3-butyrique (AIB), I'acide indole-3-acétique (AlA)
ou leurs précurseurs sont produits par une large gamme de bactéries. Les études ont montré
que la croissance des plantes est régulée positivement par I’AIA produit par les bactéries
endophytes ; par exemple chez Brassica juncea, la corrélation entre I’activité des endophytes
favorisant la croissance végétale et celle de production de l'auxine a été significativement
positive (Asghar et al., 2002). L'AIA est impliqué dans de nombreux processus
physiologiques qui comprennent la signalisation cellule-cellule, la régulation développement
et I’induction de systémes de défense des plantes. L’AIA est également impliqué dans la
formation de racines latérales et 1’allongement des racines, la photosynthése et la biosynthése
des métabolites, la médiation de la résistance aux conditions de stress (Glick, 2012), et le
contrdle de la synthese d'autres hormones végétales comme I'éthyléne (Woodward and Bartel,
2005).

La concentration d'auxine synthétisée par la plante détermine son effet sur la stimulation ou
l'inhibition de sa propre croissance. De ce fait, I’AIA produit par les bactéries endophytes peut
soit stimuler le développement racinaire dans les cas ou la concentration de I’AIA de plante
est sous-optimale, ou inhiber le développement des racines dans les cas ou le niveau d'auxine
est déja optimal (Spaepen et al., 2007). Dans une étude faite par Metoui Ben Mahmoud et al.
(2020),il a été montré que I’inoculation de 1’orge par des souches de rhizobactéries produisant
I'AIA contribue a réduire I’impact du stress salin et stimule le développement des racines, en

améliorant I'absorption d'eau et de nutriments par les plantes.
2.2.2.2. Production des cytokinines et gibbérellines

Plusieurs études ont montré que de nombreuses bactéries endophytespeuvent produire
des cytokinines et des gibbérellines. Les cytokinines sont largement produites par les algues,
les bactéries et les plantes supérieures. Les cytokinines contrélent la différenciation cellulaire

dans les tissus méristématiques des plantes (De Rybel et al.2016), régulent la dominance
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apicale, la division cellulaire, 1’allongement des racines, la germination des graines, la
différenciation des chloroplastes, le développement des fleurs et des fruits, la signalisation
nutritionnelle, la sénescence foliaire et les interactions avec les phytopathogenes (Sakakibara,
2006). L'expression des genes de la cytokinine chez plusieurs bactéries promotrices de la
croissance des plantes (ou PGPB pour Plant Growth Promotion Bacteria) et sa promotion de
croissance des plantes ont été prouvés. Dans ce cadre, Arkhipova et al. (2005) ont montré
quela cytokinine produite par Bacillus subtilis a un effet positifsignificatif sur la croissance de
la laitue. Une autre étude a porté surla capacité d’une souche génétiquement modifiée de
Sinorhizobium meliloti qui surproduit la cytokinine a protéger les plantes de luzerne(M.sativa)
contre la sénescence résultant du stress de la sécheresse (Xu et al., 2012). Cette expérience a
montré que lasoucherhizobiennesynthétisant des niveaux élevés de cytokinine estcapable

d'améliorer la tolérance a la sécheresse et d’augmenter la croissance des plantes de luzerne.

Les gibbérellines (GA) comprennent un grand groupe d’acides carboxyliques di-
terpénoides tétracycliques ayant soit 19 ou 20 carbones (Dodd et al., 2010). Au total,
136structures de gibbérellines ont été identifiées de GAl jusqu’a GA136 (Hedden and
Thomas, 2012). Seulement quatre gibbérellines ont été identifiées chez des bactéries; GAL,
GA3, GA4 et GA20 (Choudhary et al., 2017), GAL et GA4 étant les plus actifs que les autres
gibbérilines (Nelson et al., 2017). Les gibbérellines sont connues pour la stimulation de la
croissance et l'activation d'importants processus de croissance chez les plantes, y compris
I’allongement de la tige, la germination des graines et la floraison (Zaidi et al., 2015),
I’amélioration de la photosynthése et I’augmentation de la teneur en chlorophylle (Khan et al.,
2015). La production de GAa été observee dans les genres bactériens suivants Acinetobacter
calcoaceticus, Rhizobia, Azotobacter spp., Bacillus spp., Herbaspirillum seropedicaeet
Azospirillum spp. (Kumar, 2015; Dodd et al., 2010). Cohen et al. (2009) ont étudié 1’effet
d'Azospirillum lipoferum sur des plantes de mais traitées avec des inhibiteurs de la synthése
des gibbérellines sous condition de sécheresse et ont montré que la gibbérelline produite par

la bactérie endophyte a atténué I’effet du stress sur les plantes.
2.2.2.3. Modulation du niveau d’éthyléne et production d’ACC-déaminase

Certaines bactéries endophytes produisent la 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid
(ACC) déaminase, une enzyme impliquée dans la dégradation de I’ACC, précurseur de
I’éthyleéne ce qui réduit 1’effet inhibiteur de cette enzyme sur I’élongation racinaire en cas de

stress abiotique.
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L'enzyme ACC-déaminase s'est révélée impliquée dans la promotion de la croissance
des plantes par les bactéries (Glick, 2014). Apres I'absorption par les bactériesde I'ACCexsudé
par les racines des plantes, I’ACC est clivé en a-kétobutyrate et en ammoniac. En présence
d'une bactérie synthétisant I’ACC-déaminase , une plante exposée a des conditions de stress
biotiques ou abiotiques induisant normalement des niveaux d'éthyléene inhibant leur
croissance, peut étre protégée de l'inhibition par I'éthyléne de leur croissance (Glick,
2014,2015). Hardoim et al. (2008) ont prouvé que l'activité de I’ACC-déaminase des
bactéries endophytes est un facteur clé dans leur capacité a promouvoir la croissance des
plantes. lls ont avancé que la diminution des niveaux d'éthylene dans les plantes dépend de la
capacité des bactéries produisant I’ACC- déaminase a cliver I'ACC avant son oxydation par
I'ACC-oxydase de la plante. Dans ce contexte, les endophytes bactériens produisant I’ACC-
déaminase pourraient étre d'excellents promoteurs de croissance des plantes. Des preuves
directes de lI'implication de I'ACC- déaminase des bactéries endophytes dans la promotion de
la croissance des plantes ont été démontrees pour Burkholderia phytofirmans PsJN, en
¢étudiant les mutants de cette bactérie qui n’ont pas l'activité ACC-déaminase (Sessitsch et al.,
2005).Ces mutants ne favorisent plus I'élongation des racines des plantules de colza. Dans le
méme contexte, deux bactéries endophytes producteurs d'’ACC-déaminase ont été testées
pour leur capacité a favoriser la croissance des plants de tomates en présence de sel (Ali et al.,
2014).

2.2.3. Biofertilisation
2.2.3.1. Fixation de I’azote

L’azote représente le premier élément nutritif essentiel a la croissance des plantes.
Cependant, sa disponibilité est tres limitée dans le sol. Les bactéries endophytes symbiotiques
du genre Rhizobium par exemple et non symbiotiques des genres Azospirillum, Azobacter...
transforment 1’azote atmosphérique N, sous forme assimilable par leurs planteshétes en
utilisant leur nitrogénase (Montafiez et al., 2012). Les bactéries non symbiotiques fixatrices
d'azote comme Azoarcus sp.BH72, Azospirillum brasilense, Burkholderia spp.,
Gluconacetobacter diazotrophicus et Herbaspirillum seropedicae ont augmenté la biomasse
de la plante héte par la fixation de N, dans des conditions contrdlées (Ak, 2014). Les
endophytes fixatrices d'azote sont plus performants que les micro-organismes de la
rhizosphere et contribuent a promouvoir leur croissance et a améliorer leur tolérance dans des
environnements de sol limités en azote (Hurek and Reinhold-Hurek, 2003). Gupta et al.

(2013) ont rapporté que les bactéries endophytes fixatrices d'azote peuvent également
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améliorer le taux de fixation et d'accumulation d'azote chez les plantes poussant dans des sols
pauvres en azote, par exemple les souches endophytes de G. diazotrophicus fonctionnent
exceptionnellement bien et contribuent a I’accumulation d’azote dans les plants de canne a

sucre et de pin (Carrell and Frank, 2014;Dong Zhongmin et al., 1994).
2.2.3.2. Assimilation du phosphore

Bien que présent en quantité suffisante, la majeure partie du phosphore du sol est
insoluble et ne peut donc pas soutenir une croissance optimale des plantes. Les bactéries
endophytes peuvent augmenter la disponibilitt du phosphore pour les plantes par la
solubilisation des phosphates, utilisant des mécanismes comme I'acidification, la chélation,
I'échange d'ions et la production d'acides organiques (Nautiyal et al., 2000). Elles peuvent
également augmenter la disponibilité du phosphore dans le sol en sécrétant la phosphatase
acide qui peut minéraliser le phosphore organique (Van Der Heijden et al., 2008). La capacité
de solubilisation du phosphate est assurée par plusieurs bactéries endophytes. Par exemple,
environ 59 % a 100% des populations d’endophytes de cactus, fraise, tournesol, soja et autres
Iégumineuses sont des solubilisateurs du phosphate minéral (Forchetti et al., 2007; Dias et al.,
2009; Palaniappan et al., 2010;Puente et al., 2009a). Puente et al. (2009b) ont étudié le role
des bactéries endophytes solubilisant le phosphate en développant des cactus exempts de
bactéries et cultivés sur des substrats contenant du phosphate minéral en
présenced’endophytes oudes nutriments phosphatés en comparaison avec des plantes cultivées
dans des conditions stériles. Les plantes inoculées ont bien poussé sans ajout d'éléments
nutritifs, et leur croissance était comparable a celle des plantes fertilisées, alors que les cactus
non fertilisés n'ont pas poussé. Cela indique que les endophytes ont favorisé la croissance des

plantules méme en condition de limitation de nutriments phosphatés.
2.2.3.3. Séquestration du fer

Le fer est indispensable pour le fonctionnement de plusieurs processus physiologiques
comme la transpiration et la respiration (Ma et al., 2016). Ainsi, iljoue un réle important dans
la photosynthese de la plante et est egalement impliqué dans un large éventail de differents
mécanismes biosynthétiques. Cependant, la quantité du fer présent n'est souvent pas suffisante
pour un rendement maximal des cultures. Malgré le fait que le fer est I'un des éléments les
plus abondants a la surface de la terre, les plantes et de nombreux microbes du sol ne peuvent
pas I’absorber facilement en raison de son insolubilité, sous forme ferrique (Fe**) (Ganz 2013;
Saha et al. 2013). Pour faire face a cette contrainte, les bactéries et en particulier les bactéries
endophytes produisent des agents chélateurs du fer appelés sidérophores qui peuvent se lier
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aux ions ferriques insolubles. Par conséquent les plantes peuvent acquérir le fer lié aux
sidérophores via la dégradation des chélates ou 1’échange de ligands au niveau des racines
(Ma et al., 2016; Saha et al.2013). En regle générale, les sidérophores produits par les
bactéries ont une affinité beaucoup plus élevée pour le fer que les sidérophores produits par
les plantes ou les champignons (Saha et al. 2016). Les groupes fonctionnels des sidérophores
microbiens sont majoritairement des hydroxamates ou des catécholates; et autres groupes tels
que les carboxylates, les citrates ou I’éthylénediamine (Laschat et al., 2017). Les groupes de
sidérophores les plus couramment fabriqués par les bactéries sont les catécholates (Saha et al.
2016). Marques et al. (2010) ont démontré que la production des sidérophores par les
bactéries bénéfiques est fortement corrélée aux caractéristiques de croissance des plantes de
mais, notamment la promotion de la biomasse des pousses et des racines. De plus, Radzki et
al. (2013) ont démontré que les sidérophores bactériens fournissaient efficacement du fer aux

plantes de tomates pendant la croissance en culture hydroponique.

2.3. Mode indirect d’action des bactéries endophytes sur les plantes hotes :

protection contre les maladies

Dans cette partie, on s’intéresse au role des micro-organismes, en particulier les
endophytes, dans la dynamique desmaladies des plantes. Le biocontréle des maladies des
plantes peut étre défini comme I'utilisation d'antagonistes microbiens pour supprimer les
maladies. Les agents de lutte biologique sont respectueux de I'environnement, améliorent les
propriétés physicochimiques du sol, promeuvent la croissance ainsi que la tolérance des
plantes face aux stress biotiques. Ils ont la possibilité de limiter la croissance du pathogeéne
ainsi que de quelques nématodes et insectes par la compétition, par la détoxification ou la
dégradation des facteurs de virulence en secrétant des enzymes hydrolytiques, ou en induisant

indirectement une résistance systémique chez laplante (Afzal et al., 2019).

2.3.1. Protection des plantes par les composés antimicrobiens produits par les

bactéries endophytes

2.3.1.1. Les composes antimicrobiens solubles (Production des enzymes lytiques et des

antibiotiques)

Le parasitisme direct représente la capacité dumicro-organisme antagoniste a
s’attaqueraux hyphes des pathogenes fongiques parla production d’enzymes lytiques de la
paroi cellulaire. La paroi cellulaire fongique est composée de chaines de sucres tels que la

chitine et le glucane en association avec les protéines de la paroi cellulaire créant chez
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I’organisme une résistance mécanique et une intégrité structurale. La chitine est un composé
polymére linéairede sous-unités liées de N-acétylglucosamine tandis que le glucane agit
comme un mateériel de remplissage et constitue environ 50 a 60% de la paroi cellulaire totale
(Spadaro and Droby, 2016). La teneur en chitine dans la paroi cellulaire des champignons
filamenteux est supérieure a 20% (Seidl, 2008). La désintégration de la paroi cellulaire
fongique par I'action des enzymes hydrolytiques extracellulaires des antagonistes, telles que
les chitinases, les chitosanases, les glucanases, la cellulase et / ou la protéase,
individuellement ou en combinaison, ont été décrites chez plusieurs agents de lutte biologique
(El-Tarabily and Sivasithamparam, 2006 ; Spadaro et Droby, 2016). Essghaier et al. (2009)
ont montré que 1’effet antagonistedes bactéries halophiles Bacillus spp. contre la moisissure
grise de B. cinerea est corrélé avecla production des enzymes hydrolytiques antifongiques

comme la chitinase, la B-1, 3-glucanase, la cellulase et la protéase.

Mise a part la production d’enzymes lytiques, les bactéries endophytes secrétent des
antibiotiques (Raaijmakers et Mazzola, 2012) pour le contréle des agents pathogénes. Le role
des antibiotiques dans la suppression des maladies a été mis en évidence par I’utilisation des
bactéries mutantes non productrices d’antibiotiques qui ont perdu tout ou une partie de leur
capacité de prévenir les dommages causés par les phytopathogénes sur les plantes (Sousa et
Olivares, 2016 ; Heimpel et Mills 2017) ou dans le cas ou il a été possible de purifier les
antibiotiques spécifiques des bactéries et de prouver leurs activités anti-microbiennes (Glick
2015). Les bactéries des genres Bacillus et Pseudomonas produisent une variété de
métabolites a activité antifongique, antibactérien, antiviral et insecticide. Les antibiotiques des
Bacillus, sont soit dérivés d’une synthése ribosomique ou non ribosomique et /ou des
polycétides synthétases (NRPS / PKS) dont les Tas A, sublancine, subtilosine, bacilysine,
chlorotétain, subtiline, bacillaéne, surfactine, iturine et fengycine. Kefi et al., 2015 ont montré
que les souches endophytes de tomate BL1 (B. mojavensis) et BT5 (B.halotolerans)
produisentla fengycine et la surfactine alors que BR8 (B. subtilis) produit de l'iturine et de la
surfactine, la souche BF11 (B.amyloliquefaciens) sécréte de la bacillomycine D, de la
fengycine et de la surfactine. Ces lipopetidesétaienta la base de I'inhibition de la croissance de

B. cinerea.

Les antibiotiques produits par lesPseudomonas, sont par exemple lesecomycins, le 2,4-
Diacetyl Phloroglucinol (DAPG), I’acide pseudomonique, 1’acide phénazine-1-carboxylique

(PCA), les Pyoluteorins, les Pyrrolnitrins, 1’OomycinA, les CepaciamideA, les
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Viscosinamides, les Butyrolactones, les Zwittermycins A, les Aerugines,les Azomycines, les

Rhamnolipides, le Cépafungines, les Kanosamines et les Karalicins (Goswami et al., 2016).

2.3.1.2. Protection des plantes par les composés organiques volatils produits par

les bactéries endophytes

En plus des composes antifongiques solubles (enzymes, antibiotiques...), les bactéries
endophytes produisent des composes organiques volatils (COVs) qui peuvent agir directement
contre l'agent pathogéene (antibiose directe) ou indirectement, en induisant une résistance
systémique chez leur hotes (Calvo et al., 2020). Les COVs sont des composés de faible poids
moléculaire qui peuvent s'évaporer et se disperser facilement. Ils agissent comme des signaux
intraspécifiques et interspécifiques qui sont mobiles dans l'air, I'eau et le sol (Rostas et al.,
2015). Chimiquement, ce sont des composés lipophiles (normalement des alcools, des
alcanes, des acides ou des cétones), dérivant des voies de biosynthése de micro-organismes
dans le cadre de leur métabolisme primaire et secondaire (Gotor-Vila et al., 2017a). lls sont
utilisés a des fins différentes comme l'augmentation de la productivité dans I'agriculture ou la
protection des végétaux contre les maladies fongiques (Kai et al., 2007). Plusieurs groupes
bactériens produisent les COVs. De nombreux agents bactériens appartiennent au genre
Streptomyces ou Pseudomonas(Di Francesco et al., 2016; Mari et al., 2016).Les COV produits
par Bacillus spp. sont parmi les mieux connus pour leur activité antifongique. Les COVs
produits par B. thuringiensis et B. pumilus ont réduit d'environ 88,5% des infectionscausées
par I'anthracnose chez les mangues (Zheng et al., 2013). De méme, les COV de B.subtilis ont
réduit la croissance de P. digitatum de 30 a 70% pendant les essais invitro (Leelasuphakul et
al., 2008). Arrebola et al. (2010) ont évalué les COV produits par B. amyloliquefaciens et B.
subtilis pour l'activité antifongique contre le pathogéne d'agrumes Penicillium.

2.3.1.3. Protection des plantes par I’induction de la résistance systémique chez les

plantes

La résistance systémique induite (ISR) chez les plantes par les microorganismes est
phenotypiquement similaire a la résistance systémique acquise (SAR) qui induit une réponse
immunitaire, puissante et généralisée a la plante entiére. La SAR se développe lorsque les
plantes activent avec succes leur mécanisme de défense en réponse a une infection primaire
par un agent pathogene (Ryan et al., 2008) et induit une réaction d’hypersensibilité, tandis que
dans le cas de I’ISR, la bactérie inductrice ne provoque pas de symptomes visibles sur la
plante hote (Van Loon et al., 1998). Les endophytes peuvent protéger les plantes par
I’induction de la résistance systémique chez la plante (ISR) (Bordiec et al., 2011). Les
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composants bactériens induisant ce mécanisme dans la plante sont les flagelles, les
lipopolysaccharides, les sidérophores, les lipopetides et les composés organiques volatils
(Bordiec et al. 2011). Le déclenchement de I’'ISR par les bactéries endophytes entraine le
renforcement de la paroi cellulaire végétale et la modulation de la physiologie et des réponses
métaboliques de I'h6te (Dalal and Kulkarni, 2015). Il a été démontré que de nombreuses
bactéries endophytes induisent I’'ISR par la régulationde la voie de I'acide salicylique et de
I'acide jasmonique (JA) ainsi que de I'éthyléne (ET) (Miliute et al.2015) (Figure 10). Une fois
que les genes de défense sont exprimés, I'ISR active de multiples mécanismes de défense
potentiels qui incluent l'activité accrue des chitinases, des B-1,3-glucanases, desenzymes
antioxydantes telles que la superoxyde dismutase, legaiacol, lacatalase (CAT) et les
peroxydases (POS) (Gechev et al., 2006).
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Figure 10. Diagramme schématique montrant deux types différents de résistance systémique

chez les plantes. La résistance systémique acquise (SAR) dépendante de I'AS est activée lors

d'une attaque d'agents pathogénes, de traitements foliaires de plantes présentant des modéles

moléculaires associés a des microbes ou a des dommages (MAMP, DAMP), des

phytohormones ou certains xénobiotiques (par exemple, certains pesticides). La résistance

systémique induite (ISR) indépendante de I'SA est principalement dirigée par l'acide
jasmonique (JA) et I'éthylene (ET). Les SAR et les ISR sont tous deux cruciaux dans les

plantes pour se défendre contre les stress biotiques et abiotiques (Syed Ab Rahman et al.,

2018).
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3. Utilisation des bactéries endophytes pour la lutte biologique contre quelques

agents pathogenes de la tomate et de la luzerne annuelle
3.1. Lutte biologique contre la pourriture grise chez la tomate

3.1.1. Impact économique, taxonomie, symptomes, spectre d’hotes et cycle de vie de

Botrytis cinerea

La moisissure grise, causée par B. cinerea, a un impact économique désastreux sur de
nombreuses cultures partout dans le monde, bien qu'il ne soit pas facile & estimer en raison de
la large gamme de cultures hotes. Son impact économique concerne principalement le vin et
le raisin de table, les solanacées (tomate, poivron, aubergine), les cucurbitacées, la fraise, la
laitue et autres légumes, les haricots, et les plantes ornementales. L'agent pathogéne provoque
a la fois des pertes qualitatives (godt, arbme, casse oxydasique dans le vin) et quantitatives
(rendements réduits de fruits, de légumes et de plantes d’ornement). Les pertes dues a la
pourriture des fruits peuvent dépasser 50%. Les fongicides sont généralement appliqués une
fois par semaine et leur co(t représente environ 7% des colts variables avant la récolte
(environ 690 $ par acre). Le colt global de la protection des cultures contre I'agent pathogene
a récemment été estimé a environ 310 millions de dollars, principalement en France et en
Italie pour la vigne et en Chine et au Japon pour les Iégumes, mais aussi en Espagne, au Chili,
aux Etats-Unis, en Allemagne, en Australie et aux Pays-Bas. Pour ses impacts scientifiques et
économiques, B. cinerea est considéré comme le deuxiéme agent pathogéne fongique, apres
Magnaporthe oryzae, le plus important en pathologie moléculaire des plantes et constitue un
excellent modeéle pour I'étude du processus d'infection chez les agents pathogenes

nécrotrophes (Dean et al., 2012).

B.cinerea est un agent pathogene nécrotrophe appartenant la classe des Leotiomyceétes,
a I’ordre des Helotiales, a la famille des Sclerotiniacea et au genre Botrytis. Un double
systéeme de nomenclature fongique a été proposé en 1905, recommandant a la fois des noms
de la forme asexuée et celle sexuelle pour le champignon. En ce sens, B. cinerea est le nom du
stade asexue (anamorphe) et Botryotinia fuckeliana est le nom du stade sexuel (téléomorphe)
(Faretra et al., 1988). Le genre Botrytis comprend environ 28 espéces bien décrites (Beever et
Weeds 2004). La plupart des especes, a I'exception de B. cinerea, ont une gamme d'hotes
limitée n'attaquant que quelques espéces de plantes monocotylédones ou de dicotylédones
tandis que certaines especes comme Botrytis galanthina, semblent étre specifiques a I'hote

(Beever et Weeds 2004). L'espéce B. cinerea est la plus ’espéce la plus redoutable causant
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des pertes considérables dans les cultures, notamment chez la vigne et la tomate (Droby et
Lichter 2004).

En 1977, Jarvis a rapporté que B.cinerea infectait plus de 200 espéces de plantes ;en
2015,plus de 1 400 especes appartenant a 586 genres ont été rapportés par Fillinger et Elad
comme hotes pour B. cinerea. La majorité d’entre elles appartient a la division des plantes a
graines (Spermatophyta), 15 a la division des plantes sans fleurs (Pteridophyta) et seulement 1
a la Lycopodiophyta. Aucun membre de la division de Bryophyta n‘a été signalé comme héte
de B. cinerea dans la nature, bien que le champignon puisse produire des symptomes sur
Physcomitrella patens apres une inoculation artificielle dans des conditions de laboratoire (De
Leodn et al., 2007). Les plantes hotes de Botrytis comprennent des especes qui poussent dans
une variété de régions climatiques allant des tropiques aux régions froides, dans les endroits
humides aussi bien que secs, dans les champs ouverts, dans les serres, dans les
environnements fermes et méme pendant le stockageau froid. Les plantes hotes affectées par
Botrytis spp.sont originaires de la plupart des continents, c'est-a-dire les Amériques, I'Afrique,
I'Europe, I'Asie, I'Australie et diverses Tles (Fillinger and Elad, 2015).

Un pathosystéme modeéle pour étudier les interactions entre I'héte et le pathogene est le
systéeme tomate— B. cinerea, ou l'agent pathogene provoque une perte de récolte en raison

d'une infection avant et aprés récolte (Dean et al., 2012; Romanazzi et Droby, 2016).

La plupart des espéces et des isolats de Botrytis produisent de nombreuses conidies
(macroconidies) qui sont des conidies asexuées portées a l'extrémité des conidiophores
ramifiés (figure 7). La taille des conidies varie selon I'espéce (Beever et Weeds 2004). En
général, les conidies ont une courte durée de vie en fonction de la température, de I'humidité
et de I'exposition au soleil (Nassr et Bakarat 2013). En hiver, des especes de Botrytis
produisent des corps de repos mélanisés, appelées les sclérotes, qui résistent aux conditions
environnementales défavorables. Certaines espéces, notamment B. cinerea, produisent des
sclérotes assez gros (~ 4 mm), tandis que d'autres par exemple B. tulipae sont assez petits (~
0,8 mm). Dans des conditions favorables, pendant des périodes humides au printemps, les
sclérotes germent pour produire des mycélia et des conidies. Les sclérotes sont a l'origine
d'infections précoces au début de la saison de croissance des plantes hotes (Hsiang et
Chastagner 1992). Botrytis spp. peut également produire des structures de repos temporaires
appelées chlamydospores qui ont des parois epaissies et hyalines. Ces structures peuvent
survivre a des périodes de secheresse pouvant aller jusqu'a 3 mois (Urbasch 1983). On les

trouve souvent dans les cultures vieillissantes au sein des hyphes ou aux extrémités des
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hyphes. Dans des conditions favorables, ils germent pour produire des hyphes ou des
microconidies (Figure 11). Les gouttelettes d'eau peuvent disperser les conidies, mais ce n'est
probablement pas une méthode de dispersion majeure (Jarvis, 1962). La formation de conidies
est stimulée par des longueurs d'onde spécifiques de la lumiére (Epton et Richmond, 1980) et
proches des UV. Cependant, certains isolats peuvent sporuler dans l'obscurité. Les conidies
peuvent étre transportées par les courants d'air vers les cultures voisines. B. cinerea montre
une flexibilité remarquable dans son adaptation & différents environnements pour germer et

obtenir des nutriments a partir d'une plante héte.

Jusqu'aux années 1980, la plupart des études sur la germination et la pénétration initiale
utilisaient des suspensions conidiennes, mais les inoculations seches ont ensuite été
examinées en détail par Salinas et al. (1989), Williamson et al. (1995), et Coertze et al.
(2001). On a découvert que les conidies inoculées a sec produisaient un ou deux (parfois
jusqu'a cing) tubes germinatifs courts et aucun appressorium terminal évident avant
d'effectuer I'entrée dans une cuticule héte intacte sur les feuilles, les pétales ou les fruits. Si le
champignon se développe fortement a partir d'une «base saprophytique» (pétale mort
adhérent, «tas de déchets» dans les raisins, les grains de pollen), il peut former des coussins
d'infection en forme de déme sur I'néte (Backhouse et Willets, 1987; Jarvis, 1980). Chez les
petits fruits, les organes floraux sont des sites importants d'infection primaire, mais l'agent
pathogéne peut alors rester inactif pendant une période considérable avant de détruire
rapidement les tissus a maturité du fruit. Dans les raisins, il existe de fortes preuves
histologiques (Viret et al., 2010) que les conidies infectent principalement le réceptacle des
fleurs, et dans une moindre mesure lestigmate et les styles, et I'agent pathogéne est alors
maintenu a I'état de repos par les défenses de I'nbte. Les fissures microscopiques dans la
cuticule jouent également un réle dans les infections ultérieures, surtout si les baies sont

gonflées apres la pluie (Williamson et al., 2007).

L'humidité relative (HR) est un facteur environnemental qui joue un rdle crucial pour
I’infection par B. cinerea, mais I'HR est extrémement difficile a réguler expérimentalement
(Harrison et al., 1994). Des valeurs d'humidité relative supérieures a 93% sont nécessaires
pour la germination des conidies et I'infection des pétales de rose en l'absence de gouttelettes
deau (Williamson et al., 1995). La persistance d'une HR élevée pendant les périodes de
floraison conduit a des cycles successifs d'infection et de sporulation, ne laissant aucune
possibilité d'élimination rapide des fruits en cours de maturation et des epidémies

dommageables peuvent en résulter sans mesures de contréle adéquates. Le rdle des insectes
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vecteurs de B. cinerea n'a été reconnu qu'au cours des 20 dernieres années. Dans les raisins,
plusieurs insectes sont connus pour disperser des conidies viables, soit sur leurs appendices
externes, soit méme a l'intérieur de I'intestin, pour déposer un inoculum a la surface des fruits
(Engelbrecht, 2002). Bien que B. cinerea ne soit pas considéré principalement comme un
pathogene des plaies, il peut infecter les plaies et, lorsque les insectes causent des dommages,
il peut prospérer, comme dans les framboises infestées par des larves de framboisier (Byturus
tomentosus) (Woodford et al., 2002).

La maladie la plus courante causée par Botrytis est probablement la pourriture des fruits
ou la moisissure grise des raisins, des baies, des fruits et des tomates. Cependant, Botrytis
spp.cause également les brdlures des fleurs, les chancres de la tige, les taches foliaires, la
fonte des semis et la pourriture des tubercules, et des racines. Des exemples de telles maladies
sont la moisissure grise de la fraise, la pourriture des grappes des raisins et la brdlure des
feuilles de I'oignon. Une fois que Botrytis spp. se manifeste sur les fruits, les baies, les
Iégumes et les fleurs récoltés, ilpeut provoquer une pourriture molle secondaire pendant le
stockage ou le transit ou méme sur le marché. Des maladies d'amortissement peuvent survenir
sur les semis cultivés dans des chambres froids, mais sont également possibles sur le terrain

lorsque les graines sont contaminées par les sclérotes de Botrytis (Fillinger and Elad, 2015).

Conidiophores et conidies
multi-nucléées

Apothécies p
et
ascospores

Sclérotes

Figure 11.Cycle de vie de Botrytis cinerea et symptémes associés (Fillinger and Elad, 2015).
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3.1.2. Biocontrole de Botrytis cinerea

Les fongicides sont toujours la méthode la plus couramment utilisée pour lutter contre la
moisissure grise. Bien qu'il existe de nombreux fongicides pour lutter contre B. cinerea, leur
utilisation n'est pas considérée comme durable en raison de leurs effets néfastes sur la santé
humaine et I'environnement. De plus, leurs applications fréquentes augmentent le risque de
développement des souches résistantes chez le champignon (Haidar et al., 2016; Zhao et al.,
2018). Par conséquent, le développement de méthodes complémentaires a la lutte chimique,
telles que l'utilisation de micro-organismes comme agents de lutte biologique (dont les
bactéries endophytes), sont de plus en plus considérés comme des alternatives prometteuses
pour 1’agriculture mondiale (Haidar et al.2016). Plusieurs études ont été menées pour évaluer
le potentiel des bactéries endophytes pour le contréle biologique de B. cinerea. Ces bactéries
ont été isolées de différentes espéeces veégétales conduisant a l'identification de plusieurs
micro-organismes pouvant inhiber la croissance de ce champignon via la production des
antibiotiques comme les lipopetides (Kefi et al. 2015), par la sécrétion des composés volatils
organiques (Boukaew et al., 2017 ; Gotor-Vila et al., 2017 ; Gao et al., 2018 ; Jiang et al.,
2018 ; Bouaoud et al., 2018) et par les enzymes hydrolytiques (Essghaier et al.2009). Wang et
al. (2009) ont montré que la souche bactérienne endophyte B. subtilis EB-28 isolée de tomate
pouvait étre utilisée comme agent de lutte biologique contre B.cinerea attaquant la tomate
dans les conditions de terrain et aprés récolte. L'effet antagoniste du filtrat de fermentation de
la souche bactérienne endophyte de tomate Brevibacillus brevi W4 sur B. cinerea a été évalué
par Yang et al. (2011) qui ont montré que les caractéristiques de stabilité de cet antagoniste
(sous variation de température, du pH et de ’'UV) sont propices a une future application dans
le domaine du biocontrdle. Kefi et al. (2015) ont montré 1’effet inhibiteur des lipopeptides
sécrétés par les bactéries endophytes de tomate B. mojavensis, B. halotolerans, B. subtilis et

B. amyloliquefaciens contre I’infection sous serre des plantes de tomates par B.cinerea.

Sur la base de ces études plusieurs biopesticides a base de bactéries ont été developpés
contre la pourriture grise. Double Nickel 55WDG/LC™ (Bacillus amyloliquefaciens) et
Serenade ® Max (B. subtilis QST 713) sont deux biofongicides dont le principe actif repose
sur la capacité antimicrobienne des souches bactériennes qui les constituent. Companion (B.
subtilis GBO3) agit par I’antibiose et I’induction de la résistance systémique chez la plante et

Bio Arc (B. megaterium) agit par 1’activité enzymatique (Bolivar-Anillo et al., 2019).
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3.2. Lutte biologique contre la maladie de la tige noire chez la luzerne
3.2.1. Taxonomie, cycle de vie et de dispersion du Phoma medicaginis

L’espéce fongique P. medicaginis Malbr et Roum,(1886) (nouvellement définie sous le
nom d’Ascochyta medicaginicola var. medicaginicola par Chen et al.(2015))appartient a la
classe des Dothideomycétes, a la sous classe des Pleosporomycetidées, a 1’ordre des
Pleosporales, au sous ordre des Pleosporinées, & la famille des Didymellacées et au genre
Ascochyta (Chen et al., 2015).

La plupart des conidies sont non septées mais il est possible d’en trouver qui sont
cloisonnées. Les tailles de conidies varient de 4,9 a 7,1 um de longueur et de 2,0 a 2,9 um de
largeur (Djebali, 2013). Le cycle biologique de Phoma est influencé par la niche écologique
qu’il occupe. L’infection primaire des hotes peut se produire par les blessures qui sont causées
par des pratiques culturales, les conditions du climat, ou par des attaques d'autres organismes
(Figure 12). L’entrée dans la plante hote par l'intermédiaire des stomates ou directement a
travers I'épiderme est aussi possible. Initialement, I’hyphe fongique se développe d’une fagon
intercellulaire dans les tissus de la plante. Aprés ce stade asymptomatique, le champignon
devient nécrotrophe et ainsi le champignon a acces aux ressources du tissu végétal mort ce qui
se traduit par I’apparition des nécroses au niveau des tissus de la plante (Aveskamp et al.,
2008).Ces lésions s'étendent et les feuilles infectées subissent une chlorose et une défoliation,
alors que les lésions de la tige et le pétiole peuvent progresser entrainant la pourriture du
collet (Figure 13). Une fois que P. medicaginis est installé, il produit une toxine appelée
BréfeldineA dans les tissus morts déja colonisés. Celle-ci inhibe la croissance des
champignons saprophytes concurrents (Kamphuis et al., 2007). Les conidies se dispersent
facilement par des projections d'eau, ou par le vent et peuvent ainsi infecter de nouvelles
plantes hotes. En absence d'un héte approprié, en raison de la rotation des cultures par
exemple, ce champignon persiste sur les débris des plantes au sol et peut surmonter les
conditions de stress extrémes comme la sécheresse et le froid sous la forme des
chlamydospores uni-ou pluricellulaires. Parfois un cycle méiotique peut étre observé, en plus
de celui asexuée décrit précédemment, dans lequel les ascospores sont formées
dansl’asquepseudothelial. Mais cestade sexuel est rare (Aveskamp et al., 2008). Phoma
medicaginis peut attaquer aussi les racines et les nodules des plantes de genre Medicago sur
lesquelles il peut accomplir son cycle de développement et engendrer une réduction
importante de la croissance des plantes infectées (Djébali, 2013) et leur capacité de fixation

d’azote atmosphérique (Chihaoui et al., 2014) (Figure 12).
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Figure 12. Cycle de vie de Phoma sur les plantes hotes (Deb et al., 2020)
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Figure 13.Symptomes de la maladie de la tige noire causée par P.medicaginis sur les luzernes

(A), symptomes sur les feuilles(B) et sur les tiges ©)
(https://www.agrifind.fr/alertes/luzerne/luzerne-phoma/)

3.2.2. Interaction Medicago truncatula — Phoma medicaginis

Le pathosysteme M. truncatula — P. medicaginis a été 1’objet de plusieurs études portant
sur différents sujets dont le plus important est la caractérisation des processus d’infection et
des mécanismes de résistance de M.truncatula a cet agent pathogéne afin de trouver des
solutions de lutte contre cet agent pathogene redoutable et de les appliquer aux autres especes
potentiellement infectées par ce champignon. Parmi ces études, on peut citer celle faite par
Angevain (1983) qui a présenté une nouvelle méthode pour la sélection des cultivars de
luzerne résistants a ’infection artificielle par P. medicaginis. O’Neill et al. (2003) ont testé la
sensibilité d’une collection de 36 espéces annuelles de Medicago spp. a P. medicaginis. En
2006, Ellwood et al. ont cherché a distinguer les différents génotypes de P. medicaginis isolés
a partir de M. truncatula pour décortiquer les sources de résistance a ce pathogéne en
examinant I’interaction entre P. medicaginis et un génotype résistant de M. truncatula.

Dhulipala (2007) a utilisé P. medicaginis comme un pathosystéme modéle pour M. truncatula
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en créant différents mutants pour caractériser genétiquement sa pathogénicité et son mode
d’interaction avec cette légumineuse. Kamphuis et al. (2008) ont utilisé M. truncatula comme
support pour une étude génétique et cytologique de la résistance contre P. medicaginis. Ce
pathosystéme offre aussi ’avantage d’¢tudier I’infection a la fois sur les feuilles et sur les
racines donnant la possibilité de comparer les mécanismes et les génes de résistance de M.
truncatula a P. medicaginis dans ces deux organes. A cet égard, Djébali (2013) n’a pas trouvé
de corrélation entre le pourcentage d’infection sur les feuilles et les racines de 14 souches de
P. medicaginis suggérant probablement des mécanismes de défense différents entre ces deux

organes.
3.2.3. Biocontrole de Phoma medicaginis

Mise a part le contréle en utilisant les fongicides conventionnels dont les effets néfastes
ont déja été énuméres, la lutte contre P. medicaginis a été orientée vers 1’étude de la résistance
génétique chez M. sativa et M. truncatula. Ces études ont montré que la résistance est
multigénique et il n’existe pas vraiment une source de résistance adéquate pour développer
des lignées résistantes. De ce fait le biocontrdle de P. medicaginis se présente comme
alternative intéressante. Cependant, peu de données sont disponibles sur le biocontréle du P.
medicaginis infectant les [égumineuses et surtout du genre Medicago. Mrabet et al. (2011) ont
montré que parmi 17 souches de S. meliloti isolées a partir de nodules racinaires de M.
truncatula et M.laciniata cultivées dans des sols tunisiens, six ont montré jusqu'a 60%
d'inhibition de la croissance de cing souches de P. medicaginis. Dans une autre étude, il a été
montré que 1’incidence de P. medicaginis sur la luzerne a été réduit par les champignons
mycorhiziens a arbuscules Rhizophagus intraradicesqui augmentent la croissance de la
luzerne et induisent I'accumulation de molécules impliquées dans la défense des plantes (Y. Li
etal., 2019).

3.3. Lutte biologique contre la verticilliose chez la luzerne
3.3.1L Taxonomie, spectre d’hote, cycle de vie et mode de dispersion de

Verticillium alfalfae

Verticillium attaque plus de 200 espéces de plantes partout dans le monde. Cependant, il
n'est pas possible de compiler de maniére claire le spectre d'hétes pour chagque espéce de
Verticillium a partir de la littérature (Walker 1990; Inderbitzin and Subbarao, 2014), en raison
des appellations incohérentes des espéces de Verticillium en raison de désaccords
taxonomiques passes (Hawksworth et Talboys 1970), et du manque de fiabilité inhérent
d’identification des especes sur la base de caractéres morphologiques (Inderbitzin et Subbarao
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2014). Verticillium alfalfae n'a jusqu'a présent été isolé qu’a partir de Medicago sativa
(luzerne) (Inderbitzin and Subbarao, 2014).

La verticilliose est favorisée par les sols humides et des températures allant de 21 a 27
°C atravers la germination des microsclérotes en présence des exsudats racinaires des plantes.
Les hyphes des conodies pénetrent a travers la région d'élongation et le cortex puis
envahissent les vaisseaux du xyléme ou se forment les conidies qui assurent I’envahissement
de la plante. En raison des tissus fongiques et des produits de réaction de I'héte, le systéeme
vasculaire se bouche, empéchant I'eau d'atteindre les parties supérieures de la plante (Figure
14). Les feuilles et les tiges privées d'eau présentent des symptdmes de flétrissement et de
chlorose foliaire. Au fur et & mesure de la mort de la plante malade, le champignon produit
des microsclérotes qui sont libérés dans le sol avec la décomposition de la matiere végétale.
Le champignon survit pendant de nombreuses années sous cette forme dormante ou sous
forme de mycélium ou de conidies dans le systéme vasculaire des plantes vivaces. Chez
certains hétes, le flétrissement verticillien se développe principalement a la levée des plantes,
qui meurent généralement peu de temps apres l'infection. Les infections tardives sont plus
courantes, ce qui fait que les feuilles supérieures tombent et que d'autres feuilles développent
des plaques chlorotiques irrégulieres qui deviennent nécrotiques. Les plantes agées infectées
par Verticillium sont généralement rabougries et leurs tissus vasculaires présentent une
coloration brunatre caractéristique. L'infection par Verticillium peut entrainer une défoliation,
un flétrissement progressif et la mort des branches successives, ou un effondrement brutal et

la mort de la plante entiere (Agrios, 2005) (Figure 15).
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Figure 14, Cycle de vie deVerticillium chez les plantes  hotes

(https://www.apsnet.org/edcenter/disandpath/fungalasco/pdlessons/Pages/VerticilliumWilt.as
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Figure 15. Symptomes de la verticilliose : (A) Les plantes infectées peuvent avoirun mélange

de branches saines et malades. Cela est dii au fait que le pathogene peut initialement infecter
une partie, mais pas la totalité, du tissu vasculaire de la plante. (B) Les folioles sur les
branches infectées présentent initialement un jaunissement en forme de V

(https://webhosting.cals.wisc.edu/wpcontent/blogs.dir/39/files/IPM Scout School Talk/imgl
0.php)

3.3.2. Interaction Medicago truncatula — Verticillium alfalfae

Le pathosysteme M. truncatula — V. alfalfae a été 1’objet de plusieurs études portant sur
differents sujets dont le plus important est des études de la résistance génétiques a ce
champignon. Dans une étude faite par Negahi et al. (2013), ayant comme objectif d’étudier le
contrble génétique et biodiversité de la tolérance a V.alfalfae chez M. truncatula, une forte
variabilité génétique des réponses a V.alfalfae parmi les génotypes de M. truncatula et une
interaction significative entre la plante hote et les isolats pathogenes. Les auteurs ont aussi
prouvé que M. truncatula est une légumineuse modele importante qui a facilité les progres
dans la compréhension des symbioses des Iégumineuses et ouvert de nouveaux domaines de
recherche sur le stress biotique, les réponses des plantes aux agents pathogénes comme
V.alfalafa et le développement des plantes. Une étude faite par Ben et al. (2013) ayant pour
but d’étudier la diversité naturelle de la Iégumineuse modele Medicago truncatula a permis

d'identifier des mécanismes génétiques distincts conférant une résistance partielle a V.
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alfalfae. Ils ont prouvé que plusieurs mutants, affectés a différentes étapes du processus de
nodulation, présentent une réponse modifiée a la verticilliose, ainsi les résultats soulignent
I'existence de croisements entre les voies de signalisation dans la symbiose et la maladie, et la
nécessité d'études deétaillées du V. alfalfae et d'autres agents pathogénes des racines chez
M.truncatula. Une étude faite par Toueni et al. (2016) ayant pour objectif d’étudier la
résistance quantitative a V. alfalfae chez M. truncatula ont prouvé que cette réesistance
quantitative impliquant I'éradication du champignon des racines est associée a des réponses

transcriptionnelles liées a I'immunité innée de la plante.
3.3.3.Biocontrole de Verticillium

La lutte contre la maladie de flétrissement causée par Verticillium est difficile en raison
de la longue persistance des structures de repos dans le sol et de leur large gamme d'hotes. De
plus, I'agent pathogéne est difficile a gérer une fois gu'il atteint le tissu vasculaire de la plante
et les fongicides sont peu efficaces. La réduction de I'inoculum primaire dans le sol a été
considérée comme un élément essentiel pour réussir la lutte contre la verticilliose. Les
fumigants chimiques peuvent réduire l'inoculum du Verticillium dans le sol, mais leur
utilisation est restreinte en raison des effets néfastes sur I'environnement. Parmi les approches
les plus efficaces contre Verticillium est 1’identification des cultivars résistants (Deketelaere et
al., 2017). Ainsi, le pathosystéeme Medicago truncatula-Verticillium alfalfae a été utilisé pour
des études de la résistance génétiques a ce champignon (Ben et al., 2013 ; Negahi et al., 2013,
2014 ; Toueni et al., 2016). Par ailleurs, les méthodes de lutte biologique se sont avérées
efficaces contre plusieurs espéces du Verticillium chez différentes plantes. Ainsi, quelques
études ont été menées pour étudier les activités de lutte biologique des endophytes bactériens
contre les maladies du flétrissement causées par Verticillium. La souche bactérienne
endophyte des oliviers Pseudomonas fluorescens PICF7 a considérablement retardé
I'apparition des symptdmes et réduit l'incidence et la gravité du flétrissement verticillien de
82% et 96%, respectivement (Mercado-Blanco et al., 2004). Une souche bactérienne
Paenibacillus K165 a été isolée des extrémités des racines de tomate par Tjamos et al. (2004)
et a réduit la sévérité de la maladie et le développement des symptomes causés par V. dahliae
chez la pomme de terre et l'aubergine dans des expériences en serre et sur le terrain. Erdogan
and Benlioglu, (2010) ont isolé quatre souches de Pseudomonas FP22, FP23, FP30 et FP35 a
partir des racines de Xanthium strumarium, Portulaca sp., Gossypium hirsitum et Convolvulus
arvensis, respectivement, et les ont testées pour leur impact sur le flétrissement verticillien et

les paramétres de croissance chez coton. Cette étude a montré que la réduction de la sévérité
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de la maladie par la bactérisation des semences avec ces souches par rapport au témoin non
bactérien a été observée (de 39,2% a 50,9% dans les essais de 2005 et de 22,1% a 36,8% dans
les essais de 2006). A notre connaissance, il n’ya pas d’études liées a I’utilisation des
endophytes pour la lutte biologique contre la verticilliose chez les légumineuses et plus
particulierement les Medicago.
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4. Objectifs de I’étude

La surexploitation des pesticides chimiques provoque différentes effets négatifs sur la santé
humaine et I’environnement. L’agronomie mondiale s’oriente vers des solutions innovantes
écologiquement compatibles comme [Iutilisation des microorganismes bénéfiques. Dans ce
contexte, cette étude vise a étudier 'implication des bactéries endophytes dans la lutte

biologique contre les phytopathogeénes.

Dans le premier chapitre de cette étude, on a pour objectifs de rechercher et de
caractériser les bactéries endophytes associées a une espece végétale cultivée, la tomate

(Solanum lycopersicum) en se basant sur :

1) L’étude de I’effet antagoniste des composés organiques volatiles (COVs) des souches
bactériennes endophytes contre Botrytis cinerea et leur effet promoteur de croissance
des plantules de tomate.

2) La caractérisation des COVs des souches bactériennes sélectionnées.

3) Etude de I’effet bioprotecteur des bactéries endophytes et leur COVSs sur les fruits de
tomates infectés par Botrytis cinerea.

Dans le deuxieme chapitre, on a pour objectifs de rechercher les bactéries endophytes
associée a une espece végétale espece sauvage, la luzerne tronquée (Medicago truncatula) et
la reconstitution des microbiotes (consortia) des plantes. La caractérisation des microbiotes

est basée sur :

1) L’étude des effets antagonistes des consortia bactériens et leurs filtrats contre Phoma
medicaginis et Verticillium alfalfae in vitro

2) L’étude de I’effet bioprotecteur du consortium sélectionné sur les plantes de
M.truncatula infectées par P.medicaginis ou V.alfalfae.

3) L’étude des geénes impliqués dans la résistance des plantes de M.truncatula prétraitées

par le consortium bactérien et infectées par P.medicaginis
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1. Matériel biologique
1.1.  Souches bactériennes
1.1.1. Isolement des souches bactériennes endophytes de Solanum lycopersicum L.

Les souches bactériennes ont été isolées a partir de fleurs, de fruits, de feuilles, de
pétioles, de racines et de tiges de plants de tomates sains collectés dans six localités de la
région du Cap Bon en Tunisie (Tableau 3; Annexe 1). Les organes de tomates ont été
désinfectés en surface avec une solution d'hypochlorite de sodium a 3 % pendant 6min et de
I'éthanol 70% pendant 1 min et lavés 5 fois avec de I'eau distillée stérile. Chaque échantillon a
été découpé de maniére aseptique en petits morceaux et déposeé sur du milieu LB gélose.
L'efficacité de la désinfection a été vérifiée en versant I'eau du dernier lavage sur du milieu
gélosé Luria Bertani (LB). Les boites de culture ont été incubées pendant 2 jours a 30°C a
I'obscurité, puis les colonies bactériennes apparues ont été étalées sur un nouveau milieu LB
gélosé (Figure 16). Les cultures bactériennes obtenues ont été conservées a -20°C dans du

milieu LB liquide contenant 25% de glycérol.

N
USSR | -

Figure 16. Etapes de I’isolement des bactéries endophytes. (A) matériels utilisés pour
I’isolement, (B) découpage des échantillons en petits morceaux aprés désinfection et mise sur
milieu LB gélosé, (C) boite de culture contenant I’eau de dernier lavage pour vérification de
I’efficacité de la désinfection, (D) apparition des colonies bactériennes autour des organes
apres 48h d’incubation et (E) culture bactérienne apres repiquage et purification des colonies
bactériennes sur milieu LB gélose.

68



Tableau 3. Coordonnées GPS des sites d’échantillonnages des plantes de tomates

Collection Site Latitude Longitude
Bactéries Hattouba 36.612373 10.882961
Bactéries Diar Hajjaj 36.624732 10.863727
Bactéries Thag 36.660649 10.857222
Bactéries Belyess 36.660750 10.871694
Bactéries Route Korba- Beni Khalled 36.605874 10.750293
Bactéries Chrifat 36.701490 10.501960

1.1.2. Isolement des souches bactériennes endophytes de Medicago truncatula

Les souches bactériennes ont été isolées a partir des feuilles et des tiges de plantes de la
luzerne tronquée (M.truncatula) annuelle collectées dans quatre localités au Nord de la
Tunisie (Bulla-Regia, EIKef, Enfidha et Soliman) (Tableau 4). Vingt-cinq plantes de
M.truncatula saines ont été collectées au hasard sur chaque site avec une marche en avant sur
une distance de 100m et un écart de 4m a peu pres entre deux plantes successives. La méme
méthode d’isolement que celle décrite dans la section 1.1.1 a été adoptée. Les souches
obtenues pour chaque organe de plante et pour chaque site ont été conservées dans du LB
avec 25%de glycérol et a -20°C. L’inoculum bactérien a été préparé par culture des souches
bactériennes dans du LB liquide a 30°C a 1’obscurité. La reconstitution de chaque consortium
bactérien de chaque organe de chaque plante pour chaque site a été faite par mélange des
inocula de toutes les souches bactériennes obtenues pour chaque organe pour chaque plante
pour chaque site. Les cultures ont été mélangées a une concentration équivalente a 0,5 Mc

Farland mesurée par densimeétre (Biomérieux, France).

Tableau 4. Coordonnées GPS des sites d’échantillonnages des plantes de Medicago

truncatula
Collection Site Latitude Longitude
Bactéries  Soliman 36.7084833 10.4254167
Bactéries  Ennfidha 36.36965 10.730317
Bactéries Bulla_Regia 36.5587528 8.7541111
Bactéries ElKef 36.2359528 8.7891528
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1.1.3. Souches bactériennes témoins

Les souches bactériennes A281 (Agrobacterium tumefaciens), Arqual (Agrobacterium
rhizogenes), DH5-alpha (Escherichia coli) et RCR2011 (Sinorhizobium meliloti), ont été
génereusement fournies par Pr Martina Rickauer au laboratoire d’Ecologie Fonctionnelle et
Environnement a Toulouse pour étre utilisées comme témoins dans le test d’antagonisme des

bactéries isolées a partir de M. truncatula contre P.medicaginis et V.alfalfae.
1.2.  Souches fongiques

Les souches fongiques S2 et S5 de Botrytis cinerea ont été isolées sur du milieu
d’extrait de pomme de terre (PDA) a partir des fruits de tomate récoltés dans la localité de
Teboulba dans la région du Sahel en Tunisie (Latitude :35.646405 ; Longitude :10.941031).

La souche Pm8 de P.medicaginis a été isolé par Djébali et al., (2013) des plantes de M.
truncatula issues de la région de Bulla-Regia au Nord de la Tunisie. Pour la production des
conidies, Pm8 a été repiquée sur milieu Sanderson & Srb (Dhingra et Sinclair, 1995) (Annexe

3) a 25°C a une photopériode de 16h lumiere et 8h obscurité.

La souche V31.2 de V. alfalfae (anciennement appelée V. albo-atrum) a été isolée a
partir de racines de luzerne (Medicago sativa) a Castanet-Tolosan (France) et identifiée par J.
Gondran (INRA, Lusignan, France) en 1977 (Molinéro-Demilly et al., 2007).

Les souches fongiques ont été cultivées par repiquage sur milieu PDA a 25°C a
I’obscurité. La conservation des souches a été faite sur milieu PDA incliné dans des tubes

Falcon de 15ml a 4°C.

La préparation de I’inoculum de chaque souche fongique a été faite par raclage de la
surface de la culture fongique dans 10ml d’eau distillée stérile et 1’ajustement de la

concentration & 10° conidies/ml 4 été fait a I’aide d>un hémocytométre (cellule Malassez).
1.3. Matériel végétal

Des graines de tomates biologiques de la variété RioGrande ont été utilisées pour les
tests de germination. Les fruits de tomate cerise utilisés dans le test de protection in vivo ont

été achetés sur le marché.

Les graines de M. truncatula lignée A17 et F83005.5 (appelée par la suite F83) ont été
produites dans le Laboratoire des Substances BioActives au Centre de Biotechnologie de Borj
Cedria (Tunisie) et ont été utilisées pour le test de protection invivo et pour I’analyse de

I’expression des genes de défense.
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2. Test d’activité antifongique des bactéries endophytes

2.1. Test d’activité antifongique des souches bactériennes de tomate contre Botrytis
cinerea
2.1.1. Test d’activité antifongique des composés organiques volatils bactériens contre

Botrytis cinerea

L'activité antifongique des composés organiques volatiles (COV) bactériens a été
évaluée par la méthode des doubles boites de Petri (Rouissi et al., 2013). Un disque de 7 mm
de diametre des cultures fongiques S2 et S5 de B. cinerea agées de 7 jours a été transplanté
sur milieu PDA 24h avant la confrontation avec la culture bactérienne. Cent uL de suspension
bactérienne agée de 24h et ajustée & 10° CFU mL™ ont été étalé sur du milieu LB gélosé. Les
deux boites de Petri ont été scellées avec du papier cellophane 1’'une face a I’autre pour éviter
la perte de COV bactériens (Figure 17). Dans les boites de Petri témoins, les cultures
fongiques ont été placées devant une boite de Petri de LB gélosé vide. La croissance fongique
a eté suivie a 7, 14 et 21 jours de confrontation et l'activité antagoniste des souches
bactériennes contre les souches fongiques a été évaluée en calculant 1’aire sous la courbe de
progression de croissance des souches fongiques (AUGPC pour Area Under Growth Progress

Curve). Le test a été répéte 3 fois.

Tapis —
bactérien
surLLB

gélosé

Confrontation de deux
boites de Pétri

Figure 17.Systéme de culture du test d’activité antifongique des COVs des bactéries

endophytes par la méthode de doubles boites
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2.1.2. Test d’activité antifongique des composeés solubles des souches bactériennes

endophytes de tomate contre B. cinerea

Ce test a éte réalisé pour 5 souches bactériennes endophytes de tomate sélectionnées
contre les souches S2 et S5 de B. cinerea. La souche bactérienne a été repiquée sous forme de
stries au milieu d'une boite de Petri contenant du milieu PDA et deux disques de mycélium (5
mm de diameétre) de cultures de B. cinerea agées de 7 jours ont été placés a 2 cm de part et
d’autre de la strie bactérienne. Les boites témoins contiennent seulement deux disques de
culture fongique. Les boites de Petri ont été incubées a 25°C a l'obscurité pendant 7 jours.
L’activité antifongique a été évaluée en mesurant le diameétre de la colonie fongique. Le test a

été répété deux fois avec trois boites de Petri pour chaque traitement.
2.1.3. Test d’activité antifongique des composées volatiles pures

L'activité du composé volatil pur 3-méthylbutan-1-ol (Merck) a été testée invitro sur la
croissance des souches S2 et S5 de B. cinerea. La méme méthode décrite dans la section 2.1.1
a été utilisée avec différentes concentrations de 3-méthylbutan-1-ol au lieu des souches
bactériennes. La culture fongique a été mise face d’une boite de Petri contenant un disque de
papier Whatman de 13 mm de diameétre imprégné de différentes concentrations du composé
pur allant de 0,004 & 0,885 mL L™ de volume d’air. Les boites de Petri ont été scellées avec
du papier cellophane et incubées pendant 5 jours a 25°C a I’obscurité. Les concentrations
minimales de 3-méthylbutan-1-ol qui réduisent 50% (CMI50) et 100% (CMI100) la
croissance de B. cinerea ont été calculées sur la base de courbe de tendance en utilisant la
méthode Probit. Trois boite Petri par souche fongique et concentration de composé volatile

ont été utilisées et I'expérience a été répétée deux fois.

2.2. Test d’activité antifongique des consortia bactériens de M. truncatula contre P.
medicaginis et V. alfalfae

2.2.1. Test d’activité antifongique des cellules végétatives des consortia bactériens

L'activité antifongique des cellules bactériennes de chaque consortium a été évaluee. Un
disque de 6 mm de diameétre de la culture fongique agee de 21 jours de la souche Pm8 de P.
medicaginis ou V31.2 de V. alfalfae a éte transplanté au centre d’une boite de Petri sur milieu
PDA. Cinquante pL du mélange bactérien et ajusté a 108 CFU mL™ a été mis sur 4 disques de
papier Whattman a une distance de 2,5 cm du disque fongique (Figure 18). Dans les boites
témoins, le milieu LB liquide a été utilisé a la place des suspensions bactériennes.

L’expérience a été réalisée en « augmented block design » avec 4 ‘checks’ (ou souches de
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référence) évalués dans tous les blocs: Arqual (Agrobacterium rhizogenes), DH5-alpha
(Escherichia coli), RCR2011 (Sinorhizobium meliloti), A281 (Agrobacterium tumefaciens).
La croissance fongique a été suivie a 7 et 14 jours et l'activité antifongique des consortia
bactériens contre les souches fongiques a été évaluée en calculant 1’aire sous la courbe de

progression de croissance (AUGPC).

Disque de papier
Whattman + suspension
bactériennea10® CFU

-1
Souche fongique mL

Figure 18.Systéme de culture pour tester I’activité antifongique des cellules végétatives des

consortia bactériens contre les agents phytopathogenes
2.2.2. Test d’activité antifongique des filtrats des consortia bactériens

L'activité antifongique des substances bactériennes diffuses de chaque consortium bactérien a
été évaluée. La méthode de diffusion en puits a été utilisée pour ce test (Figure 19). Un disque
de 6 mm de diamétre de la culture fongique agée de 21 jours de Pm8 ou V31.2 a été
transplanté au centre d’une boite de Petri sur milieu PDA. Trente puL du filtrat de chaque
consortium (centrifugation de la suspension bactérienne a 13000 rpm pendant 15 min et
filtration par un filtre 0,25um) a été mise dans 4 puits a une distance de 2,5 cm du la culture
fongique. Dans les témoins, le milieu LB liquide a été utilisé a la place des surnageants
bactériens. L’expérience a été réalisé en « augmented block design » avec 4 ‘checks’ qui se
répetent dans tous les blocs (A. rhizogenesArqual, E. coliDH5-alpha, S. melilotiRCR2011,
A.tumefaciensA281). La croissance fongique a été suivie a 7 et 14 jours et l'activité
antifongique des consortia bactériens contre les souches fongiques a été évaluée en calculant

I’aire sous la courbe de progression de la croissance (AUGPC).
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uit+ filtratbactérien

Souche fongique

Figure 19. Systéme de culture pour tester 1’activité antifongique des substances solubles des

consortia bactériens contre les agents phytopathogenes

3. Test d’activité invitro des COVs des bactéries endophytes sur la croissance des

plantules de tomate

Les graines de tomates ont été désinfectées avec une solution d’hypochlorite de sodium a
3% pendant 6 min et de I'éthanol a 70% pendant 1 min, puis lavées 5 fois avec de I'eau
distillée stérile. L'efficacité de la méthode de désinfection de la surface des graines de tomate
a ¢té vérifiée en étalant 100 pL de I’eau du dernier lavage sur du milieu LB solide. Les
souches bactériennes ont été cultivées dans du LB liquide pendant 24 h a 30°C a l'obscurité
dans un incubateur avec agitation de 150 tr/min. Chaque culture bactérienne a été mise en
suspension dans une solution saline physiologique (0,9% NaCl) et ajustée & 108 CFU mL™* &
I'aide d'un densimetre (Biomérieux). Le test a été réalisé dans des boites de Petri a double
compartiment, dans un compartiment un disque de papier Whatman stérile (6 mm de
diameétre) inoculé avec 50ul de suspension bactérienne a été placé sur du milieu LB gélosé et
dans le deuxiéme compartiment 20 graines de tomate désinfectées ont été placées sur milieu
agar 0,9% (Figure 20). La germination des graines a été suivie pendant 6 jours de co-culture.

A la fin de I'expérience, la longueur et le poids frais et sec des plantules ont été mesurés.
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—&raines de tomate
désinfectées

Agar 0,9%
LB gélosé

Disque papier
Whattman-+suspension
bactérienne (0.5
McFarland)

Figure 20. Systeme de culture pour tester 1’effet des composés organiques volatils bactériens

sur la germination des graines de tomates

4. Essais de bio-protection invivo

4.1. Test de bio-protection des fruits de tomate par les COVs bactériens contre

Botrytis cinerea

Des fruits de tomate exempts de plaies de taille et de stade de maturité comparables ont
été utilisés dans cet essai. Les fruits ont été désinfectés par de I'hypochlorite de sodium a 3%
pendant 30 min, puis rincés plusieurs fois avec de I'eau distillée stérile. Ensuite, un trou de 6
mm de diameétre a été réalise dans la peau du fruit et un disque mycélien fongique de 5 mm
des souches S2 ou S5 de B.cinerea a été déposé. Les fruits inoculés ont été placés dans des
boites en plastique en présence d'une culture bactérienne de 24h sur milieu LB solide. Les
fruits témoins ont été inoculés par des disques PDA. Les boites contenant deux papiers filtres
imbibés d'eau distillée stérile pour maintenir une humidité élevée ont été scellées avec du
papier cellophane pour empécher la libération des COV bactériens et incubées a I'obscurité a
24 + 2 °C. Le degré d'infection par B. cinerea sur les fruits a été estimé en mesurant le
diameétre et la profondeur de la zone macérée des tissus due a la colonisation fongique a 6

jours aprés inoculation.

Un dispositif expérimental en split plot a été utilise dans cet essai (Figure 21). Chaque
boite en plastique contient les trois traitements fongiques différents a savoir fruits non infectés
et les fruits infectés par la souche S2 ou S5 et une boite de Petri avec une souche bactérienne
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antagoniste sur milieu LB gélosé ou sans culture bactérienne pour le témoin. Le test a été

répéteé trois foisavec deux répétitions techniques par traitement.

Figure 21.Systéme expérimental pour tester I’effet bio-protecteur des COVs bactériens sur les

fruits de la tomate contre I’infection par B.cinerea

4.2. Test de bio-protection des fruits de tomate par des cellules végétatives

bactériennes contre Botrytis cinerea

Le méme dispositif expérimental que celui décrit dans la section 4.1. a été utilisé dans
cet essai sauf que les fruits de tomate ont été trempés dans une suspension bactérienne de 10°
CFU mL™" pendant 30 min, puis ressuyés sur papier filtre autoclavé sous hotte & flux
laminaire. Un dispositif expérimental en split plot a été utilisé dans ce test et I'expérience a été
répétée trois fois avec deux répétitions techniques par traitement. Le degré d'infection par B.

cinerea sur les tomates a été estimé comme décrit dans la section 4.1.
4.3. Test de bio-protection des fruits de tomate par le composé volatil pur

Le méme systeme expérimental que celui décrit dans la section 4.1 a été utilisé pour
tester I’effet de 3-méthylbutan-1-ol sur I’infection du B. cinerea sur les fruits de tomate. Le
composé volatil pur a été déposé sur du papier Whatman de 90 mm de diamétre placé dans le
centre de la bofte. Deux concentrations, & savoir CMI50 = 0,221 mL L *de volume d’air et

76



CMI 100 =0,442 mL L ! de volume d’air, ont été testées. Des fruits de tomate cerise ont été
inoculés avec un disque de 6 mm de diametre des souches S2 et S5 de B. cinerea et incubés a
I'obscurité a 24 £ 2 ° C. L'infection fongique sur les fruits de tomate a été évaluée comme
décrit dans la section 4.1. Un dispositif expérimental en split plot a été utilisé dans ce test
comme décrit précédemment dans la section 4.1. Chaque boite contient les trois traitements
fongiques, c'est-a-dire les fruits non infectés et les fruits infectés par la souche S2 ou S5 en
présence de papier filtre imprégné de 3-méthylbutan-1-ol. Les boites témoins contiennent du

papier filtre seul. Le test a été répété deux fois, avec 3 fruits pour chaque traitement.

4.4. Test de bio-protection invivo des plantules de Medicago truncatula

4.4.1. Germination des graines et inoculation par les bactéries

Les graines de ligneées de M. truncatula A17 et F83005.50ont ét¢ mises dans 1’acide
sulfurique concentré (H,SO,) pendant 5 a 6 min ensuite lavées 5 fois a 1’eau distillée stérile.
Une suspension du consortium bactérien endophyte choisi pour son activité antifongique
contre Pm8 et VV31.2 a été préparée dans une solution saline physiologique (0,9% NaCl) et
ajustée & 10° CFU mL™ & l'aide d'un densimétre (Biomérieux).Les graines ont ensuite été
imbibées dans cette suspension pendant 2h avec agitation pour enrober les graines. Les
graines témoins ont été imbibées dans de 1’eau distillée stérile. Les graines ont été transférées
sur papier filtre imbibé d’eau distillée stérile dans des boites de Petri. Les boites ont été mises
a 4°C et a ’obscurité pendant deux nuits pour lever la dormance des graines et permettre ainsi
une meilleure synchronisation de leur germination. Apres 2 nuits les graines ont été

transférées dans un incubateur a 24°C et a ’obscurité jusqu’a I’émergence de leurs radicules.
4.4.2. Test de bio-protection des plantes deM.truncatula contre P.medicaginis

Les graines de M. truncatula germées et prétraitées par la suspension bactérienne (du
consortium choisi) ont été transplantées dans les boites carrées (12 cm*12 cm) contenant du
milieu M (Annexe 2) a raison de 5 plantules par boite (Figure 22). Les boites ont ensuite été
incubées a 25°C sous une photopériode de 16h lumiere et 8h obscurité (L00UE). Aprés 48h,
les plantules ont été inoculées par 5ul d’une suspension de conodies de P. medicaginis & 10°
conidies/ml au niveau de I’extrémité inférieure de la racine principale a environ 3-5mm de
I’apex racinaire (Figure 22). Quatre traitements ont été considérés dans cet essai a savoir des
plantules témoins sans inoculation par les bactéries et P. medicaginis, des plantules inoculées
seulement par le mélange bactérien, des plantules inoculées par le mélange bactérien et par
Pm8. Les plantules témoins ont été inoculées avec de 1’cau distillée stérile. Un dispositif
expérimental RCBD (Randomized Complete Block Design) a été adopté dans cet essai.
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Les plantules on été suivie jusqu’a 21j apres inoculation par Pm8. Les parametres de
croissance - a savoir le nombre des feuilles vertes (NFV), nombre des racines secondaires
(NRS) et longueur des racines (LR) - et ceux de pathologie - & savoir la longueur du
brunissement (BR) et le score des pycnides (PYC) - ont été mesurés a 7j, 15j et 21j apres
inoculation par Pm8. Le poids frais des feuilles (PFF) et des racines (PFR) des plantules ont

été mesurés a 21j apreés inoculation par Pm8.

Boite carré fermeée
avec du parafilm

1/3 supérieur de la boite
sans milieu de culture

Plantule de
Medicago truncatula

Zone d’1noculation
des racines

Milieu de culture M
solide

Figure 22. Systeme de culture in vitro des plantules de Medicago truncatula.
4.4.3. Test de bio-protection des plantules de M. truncatula contre V. alfalfae

Les graines germées et prétraitées par le mélange bactérien et agées de 24h ont été
repiquées dans des pots contenant 259 de terreau. Les pots ont été mis dans une chambre de
culture a une température de 25°C, une photopériode de 16h lumiére /8h obscurité et une
intensité lumineuse de 100 UE. Les plantules de M. truncatula ont été inoculées 10j apres
repiquage sur terreau par la coupure des racines de chaque plante et leur imbibition dans la
suspension de conidies de V31.2 pendant 30 min. Les plantules témoins ont été inoculées
avec de I’eau distillée stérile. Un dispositif expérimental en split plot a été adopté pour cet
essai. Quatre traitements ont été évalués : plante témoins, plantes inoculées par le consortium,
plantes inoculées par la souche fongique V31.2 et plantes inoculées par le consortium et la
souche fongique V31.2. Les plantules ont été suivies 45 apres inoculation par V31.2. Le
score d’infection a été mesuré tous les 5j jusqu’a 45j apres inoculation par V31.2. L’AUDPC
(aire sous la courbe de progression de la maladie) et le MSS (score maximal de symptémes en
fin d’expérience) ont été calculés. Le poids frais des plantules (PFF) a été mesuré apres 455 de

I’inoculation.
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5. Caractérisation moléculaire des souches bactériennes

5.1.  Extraction de ’ADN génomique bactérien

L’extraction de ’ADN génomique des souches de bactéries a été faite selon la méthode
décrite par Andreou (2013) avec quelques modifications. L’extraction de I’ADN génomique a
été faite a partir des culots bactériens récuperés apres une centrifugation a 3000 rpm pendant 5
min & température ambiante de 1.5 ml de culture liquide de chaque bactérie. Le culot
bactérien a été lavé avec 200 ul de tampon TE (10 mM Tris, pH 8, 1 mM EDTA) puis les
tubes ont été centrifugés a 13 000 rpm pendant 5 min. Par la suite, le culot a été repris dans 1
ml de TES (tampon de lyse : Tris 0.05 M, pH 8, EDTA 1 mM et saccharose 25 %) et 40 ul de
lysosyme (2 mg/ml; solution mere de concentration 50 mg/ml). Les tubes ont été incubés a
37°C pendant 30 a 45 min. Quarante pl de SDS 20% additionné de 50pg/ml de protéinase K
(solution meére de concentration 20 mg/ml) ont été rajoutés au mélange avant leur incubation a
55°C jusqu’a I’obtention d’un lysat clair et visqueux. Afin de stopper la réaction, 10 pl
d’EDTA (0.25 M, pH 8) ont été rajoutés aux solutions. Le volume est ensuite divisé sur 2
tubes, 500ul de phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1) a été alors rajouté a
chaque tube et les tubes ont été centrifugés a 13 000 rpm pendant 10 min. Cette opération a
éteé répétee 3 fois. La phase aqueuse a éte récupérée et additionnée de 500 pl d’éthanol 100 %
et de 50 pl d’une solution d’acétate de sodium 3 M. Les tubes ont été placés 15 min dans la
glace puis ils ont été centrifugés a 13 000 rpm pendant 10 min a 4°C. Le surnageant a été
éliminé et le culot a été suspendu dans 100 pl d’éthanol 70% et centrifugé a nouveau. Le culot
a été séché apres I’élimination de 1’éthanol puis re-suspendu dans de 1’eau milliQ stérile
(50ul). La qualité de I’ADN extrait a été appréciée par migration sur gel d’agarose 1% [p/v]
dans un tampon TBE (1X). La qualit¢ d’ADN extrait est ensuite vérifiée par mesure de la
concentration d’ADN (ng/ul) a I’aide d’un Nanodrop(Thermo Fisher Scientific, USA).

5.2.  PCR (Polymerase Chain Reaction)

Le géne 16S d’ADNr (amorces de référence fD1 (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC
A-3%) et D1 (5’-AAG GAG GTG ATC CAG C-3’) (Weisburg et al., 1991)) et le géne Tuf
(tufGPF (5 -ACGTTGACTGCCCAGGACAC-3) et tufGPR(5’ -
GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA-3’) ont été amplifié par une PCR classique selon
le mélange réactionnel et le programme d’amplification mentionnés dans les Tableaux 5et 6,

respectivement.
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Tableau 5.Mélange réactionnel pour la PCR pour I’amplification de la région 16S et du

facteur d’¢élongation Tuf de I’ADN des souches bactériennes

Master Mix (uL) Volume  Concentration
Finale

ADNg (5ng/uL) 2,5 -

10x PCR Buffer 2,5 1x

50mM MgCl, 1,25 2,5mM

1,25mM dNTPs 4 0,2mM

5uM Amorce sens 2 0,4uM

5uM Amorce anti-sens 2 0,4uM

TagPolymerase 0,25 -

H,O 10,5 -

Total 25 -

Tableau 6. Programme de PCR utilisé pour I’amplification de la région 16S d’ADN bactérien

et du facteur d’élongation Tuf

Etape Température (°C) Durée (min) Nombre de cycles
Dénaturation initiale d’ADN 95 3 1
Dénaturation de I’ADN 94 1

Hybridation des amorces sur

55 1

les brins d’ADN (Tm)
35

Néoformation  des  brins
d’ADN grace a la Taq 72 2
polymérase (Elongation)
Elongation finale 72 3 1
© 15 - -

80



La migration des amplifiats a été réalisée a I’aide d’un générateur sous une tension de
100 V pendant 30 min sur gel d’agarose(Sigma-Aldrich, USA) de densité 1%(1g/100ml de
TAE (40 mM Trisacétate, 1 mM EDTA)) sur une cuve de migration (BioRad, USA). Les
amplifiats ont été additionnés de 5 pL de bleu de charge et déposés dans les puits du gel a
raison de 10 pL. Le marqueur de taille 1 kb (Promega, USA) a été utilisé a raison de 5 pL par
puit. La visualisation des bandes cherchées a été faitea 1’aide solution de bromure d’éthidium
(BET) (1ng / mL) et I’observation du gel sous UV (Sambrook et al., 1989).

5.3. Purification des produits PCR

Une méthode enzymatique a été utilisée pour purifier les produits PCR a I’ExoSAP (mélange
de deux enzymes Exonucléase 1 pour éliminer le reste des amorces et la Shrimp Phosphatase
Alcaline (SAP) pour éliminer le reste des dNTPs). Le mélange réactionnel et le programme
utilisé pour la purification des produits PCR sont mentionnés dans les tableaux 7 et 8,

respectivement.

Tableau 7. Mélange réactionnel pour purification des produits PCR

Produits Concentration Volume (ul)
Produit PCR - 5
Exonucléase | 20 U/uL 0,25
FastAP 1 U/uL 0,5

H,O - 0,25

Tableau 8. Programme de purification des produits PCR

Température (°C) Temps(min)

37 15
85 15
15 0
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5.4. Séquencage de ’ADN

La réaction de séquence a été faite a 1’aide d’un Kit BigDye Terminator selon le mélange

réactionnel et le programme mentionnés dans le tableau 9 et 10, respectivement.

Tableau 9. Mélange réactionnel pour la réaction de séquencage des produits PCR purifiés

Concentration  Volume

Mix (uL) (1)
BigDyeTerminator3.1 2,5 X 1
BDT Buffer 5X 3,5
Amorce utilisé (sens ou anti-sens) 5uM 1
H,O - 12,5
Produit PCR purifié 80 ng/ul 2
Total - 20

Tableau 10. Programme de réaction de séquencage des produits PCR purifiés

Température (°C) Durée (min) Nombre de cycle
95 5 1

96 0,5

55 15 38

60 4

4 - -

La méthode de séquencage Sanger a été utilisée pour obtenir les séquences

nucléotidiques d’ADNr 16S des souches bactériennes.
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5.5. Assemblage, alignement et construction de I’arbre phylogénétique des souches

bactériennes

Les séquences nucléotidiques ont été assemblées, alignées avec le logiciel BioEdit et
déposées dans GenBank et les numéros d'accessions ont été obtenus.Un arbre phylogénétique
(Neighbor Joining) des souches bactériennes basées sur les sequences d'ADNr 16S a été
construit. Les séquences d'/ADNr 16S des souches bactériennesN2-8 de Streptomyces sp.et
NBRC 15309 de Paenibacillus polymyxa ont été utilisées comme des « Out-group » et ont été
alignées en utilisant le logiciel Bioedit. Des valeurs bootstrap> 50% d'un échantillon de 1000
répliques ont été prises en compte. La construction de I'arbre phylogénétique a été réalisée
sous R a l'aide des packages ape (Paradis et Schliep, 2018) et phangron (Schliep, 2011;
Schliep et al., 2017).

6. Caracterisation moléculaire des souches de Botrytis cinerea
6.1. Extraction de ’ADN fongique et PCR

Les conidies des souches S2 et S5 de B.cinerea (= 150 mg de matiére fraiche fongique)
ont été mises dans des tubes Eppendorf stériles de 2 mL contenant 300 pL de TES (0,2 M
Tris-HCI, 10 mM EDTA, 0,5 M NaCl et 1% SDS) et des billes en verres. Les tubes ont été
mis dans un bloc chauffant (hand-held) pendant 1 h a 100°C pour éclater les conidies. Apres
chauffage le tube a été vigoureusement agité au vortex pendant 30 s et 200 pL de la solution
de lyse TES ont été ajoutés. Le mélange a été vortexé jusqu’a homogénéisation totale de la
solution. Le tube a été par la suite placé dans un bain marie pendant 30 min a 65°C. Deux cent
cinquante puL d’acétate d’ammonium (7,5 M) ont été ajoutés au mélange, suivi d’une
centrifugation pendant 5 min a 14000 g. Le surnageant obtenu a été transfére dans un nouveau
tube et 300 pL d’isopropanol ont été ajoutés. Le tube a été ensuite incubé pendant 2h a -20°C
puis centrifugé durant 10 min a 14000 g. Le surnageant est éliminé et 500 uL d’éthanol 70 %
sont ajoutés au culot d’ADN. Aprés séchage sous la hotte pendant 10 a 15 min, le culot
d’ADN est re-suspendu dans 100 pL de TE (10mM Tris 10mM EDTA, pH 8) et conserve a -
20°C jusqu’a utilisation (Mahuku, 2004).

Les régions ITS (Internal transcribed spacer) de I'ARN ribosomal ont été amplifiéesen
utilisant les amorcesITS6 (5-GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG-3) et ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al., 1990) (Figure 23). Le volume réactionnel
est indiqué dans le tableau 11.
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Figure 23.Représentation schématique de la structure de I'ARN ribosomique chez les
champignons et de I'emplacement des amorces 1TS4 et ITS6 pour I'amplification des régions
ITS. Les génes d'ARN ribosomique nucléaire (ARNTr) (petite sous-unité, grande sous-unité et
5.8S) sont organisés dans un cluster mais separés par deux régions internes transcrites mais
non traduites (ITS1 et ITS2).

Tableau 11. Composition du milieu réactionnel de la PCR.

Produit Concentration  Volume (uL)
Tampon - 3

dNTPs 10pM 0,4

ITS6 (sens) 10mM 0,4

ITS4 (anti-

qens) 10mM 0,4

MgCl, 50 mM 2

Taq 5U/ul 0,1

ADN 50ng/ul 1

H,O - 1,7




La PCR a été faite dans un thermocycleur Master Cycler Gradient (Eppendorf) selon le
programme indiqué dans le tableau 12. La température d’hybridation de ’amplifiat et le

nombre de cycles sont établis selon la longueur et la nature des amorces utilisées.

Tableau 12.Programme PCR utilisé pour ’amplification d’ADN

Etape Température (°C)  Durée (min) Nombre de cycle
Dénaturation 95 7 1

initiale d’ADN

Dénaturation de 94 1 35

I’ADN

Hybridation des 55 1

amorces sur les

brins d’ADN (Tm)

Néoformation des 72 1,05

brins d’ADN grice
a la Taqg
polymérase
(Elongation)

Elongation finale 72 10 1

co 4 - -

La migration des amplifiats a été réalisée telle que décrite précédemment (section 5.2).

6.2.  Purification des bandes a partir du gel et séquencage de ’ADN

Cette methode de purification des produits PCR consiste a découper le fragment a
purifier a partir du gel d’agarose et a le mettre dans un tube d’Eppendorf muni d’un bout de
fibre de verre afin de filtrer le morceau de gel en question.

Le séquengage de I’ADN est réalisé tel que décrit précédemment (section 5.4).
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6.3. Assemblage, alignement et construction de I’arbre phylogénétique des souches

fongiques

Les sequences nucléotidiques ont été assemblées a l'aide du programme CAP disponible
sur le site Web du NCBI (http://www.ncbi.nlm.njh.gov/blast). Les séquences obtenues ont été
déposées sur le site Web du NCBI et les numéros d’accessions ont été obtenus. Les séquences
de différentes especes de Botrytis et des genres hors groupe (« Out-group ») comme
Saccharomyces cerevisiae CBS: 1201, Aspergillus niger ATCC 16888, Beauveria bassiana
CIDDB38, Fusarium sambucinum 166A, Parastagonospora nodorum ont été alignées a l'aide
du logiciel Bioedit. Un arbre phylogénétique des souches fongiquesa été construit. Des
valeurs bootstrap> 50% d'un échantillon de 1000 répliques ont été prises en compte. La
construction de I'arbre phylogénétique dans R a été réalisée a I'aide de packages ape (Paradis
et Schliep, 2019) et phangron (Schliep, 2011; Schliep et al.,, 2017) pour [I'étude
phylogénétique.

7. Caractérisation biochimique des souches bactériennes endophytes de tomate

La caractérisation biochimique de souches de bactéries sélectionnées a été réalisée sur la
base de leurs activités enzymatiques, de la production des sidérophores, de la production de
cyanure d'hydrogéne (HCN), de la production d'ammoniac et de la solubilisation du
phosphate. Les activité cellulase (Gupta et al., 2012), pectinase (Hankin et al., 1971), phytases
(Kerovuo et al., 1998), xylanase (Khan et al., 1986), amylase (Vaseekaran et al., 2011),
protéase (Durham et al., 1987) et chitinase (Hsu and Lockwood, 1975) ont été testées sur des
milieux minimaux (Annexe 4) contenant respectivement de la cellulose, de la pectine, du
myoinositol, du xylane, de I’amidon, de la caséine et de la chitine colloidale. La production
d'enzymes a été détectée par la formation d'une zone circulaire claire autour de la colonie
bactérienne. La production de sidérophores a été détectée par culture des bactéries sur milieu
CAS Agar (Schwyn and Neilands, 1987) (Annexe 5). Lorsque les sidérophores sont produits,
ils éliminent le fer du complexe colorant et la couleur du milieu passe du bleu a l'orange. Le
milieu PVK a été utilisé pour tester la solubilisation du phosphate par des souches
bactériennes (Pikovskaya, 1948) (Annexe 6). Une zone circulaire claire autour de la colonie
bactérienne est formée si la souche bactérienne a la capacité de solubiliser le phosphate. La
production d’ammoniac a été testée sur de l'eau peptonée additionnée du réactif Nesseler
(Cappuccino et Sherman, 1992). Le changement de la couleur de la suspension bactérienne du

jaune au brun indique la production d'ammoniac. La production de HCN a été mesurée sur du
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papier Whatman trempé dans une solution 2,5 g L™d'acide picrique contenant 12,5 g L™ de
carbonate de sodium placé a l’intérieur du couvercle de la boite de Petri. Des stries
bactériennes ont été réalisées sur du milieu LB agar amendé avec de la glycine (4,4 g L™). Les
boites ont ensuite été scellées avec du cellophane et incubées a 30°C pendant 4 jours. Un
changement de la couleur du papier filtre du jaune foncé au brun rougeatre a été considére

comme une indication de la production de HCN (Bakker and Schippers, 1987).

8. Analyse des substances volatiles par SPME-Chromatographie en phase gazeuse -
Spectrometre de masse (SPME-GC-MS)

Les flacons « Headspace » (20 ml) ont été remplis avec 6 ml de milieu LB gélose et
autoclavés. Les bactéries sélectionnées ont été inoculées dans les flacons préparés et incubées
a 30°C a I'obscurité pendant 7 et 14 jours. Des flacons contenant du milieu d'agar LB sans
bactéries ont été utilisés comme témoins. Les VOC bactériens ont été collectés en utilisant la
fibre SPME (Carboxen / DVB / PDMS (2 cm) 50/30 um) (Agilent Technologies, USA). La
fibre a été conditionnée a 250°C pendant 30 min dans l'injecteur chaud du GC puis exposee a
I'espace des flacons de culture pendant 1h. Une fois I'adsorption / absorption terminée, la fibre
a été désorbée dans l'injecteur en mode « splitless » (5 min) avec une température de ligne de
transfert de 260 °C. L'analyse par chromatographie en phase gazeuse a été réalisée en utilisant
un GC Agilent 19091S-433: 2169.66548 couplé a un HP-5MS 5% Phenyl Methyl Silox avec
une colonne capillaire DB Wax (325 ° C: 30 mx 250 pum x 0,25 pum) et de I'hélium comme
support gaz & un débit de 1 mL min . Le programme de température du four a été fixé & 40°C
pendant 5 min, suivi d'une augmentation de 20°C minjusqu’a 250°C avec maintien pendant
15 min. L'identification des différents composés a été réalisée en faisant correspondre les
spectres de masse enregistrés avec ceux stockés dans la bibliothéque de spectres de masse
Wiley 09 NIST 2011 du systeme de données GC-MS. L'expérience a été répétée deux fois

avec deux répliques par souche par temps d'incubation.
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9. Etude de ’expression de quelques genes de défense chez les plantes de Medicago

truncatula immunisées par le consortium et soumises a ’attaque par Phoma medicaginis
9.1. Matériel biologique

Les parties aériennes et racinaires des plantes de M.truncatula ont été récoltées a 0 et
24h apres infection et ont été mises directement dans 1’azote liquide puis conservées a -80°C

jusqu’a utilisation.

9.2. Extraction deI’ARN

Les ARN totaux ont été extraits des plantules de la lignée A17 (feuilles et racines) de
M. truncatula récoltées a deux temps : avant 1’inoculation (Oh) par la souche fongique Pm8
(des plantules cultivées en condition contr6le et des plantules pré-inoculées par BF25) et apres
I’inoculation (24h) par Pm8 (des plantules prétraitées par 1’eau distillée et des plantules pré-
inoculées par BF25) en suivant le protocole décrit par Abid et al. (2012). Hormis le Tris —
HCI, tous les réactifs ont été préparés avec de I'eau traitée au DEPC. Les plantules (100mg de
chaque échantillon) ont été broyées en une poudre fine avecl’azote liquide. Ensuite, 700 plde
du tampon d'extraction chaud (65°C) (100 mM Tris — HCI pH 8,25 mM EDTA pH 8,2 M
NaCl, 2% CTAB, 2% polyvinylpyrrolidone (PVP), 2% [-mercaptoethanol) ont été ajoutés et
le mélange a été homogénéisé par vortex pendant 2 min. Un volume égal (700 ul) de
chloroforme / alcool isoamylique (24:1) a été ajouté, vortexé pendant 2 min et centrifugé
pendant 10 min a 14 000 x g a température ambiante, et le surnageant a été recueilli. Pour la
précipitation de I'ARN, 1/4 V de LiCl 10 M a été ajouté, le mélange a été inversé cinq fois,
incubé pendant une nuit a 4°C et centrifugé pendant 15 minutes a 14 000 x g (4°C); le culot a
été remis en suspension dans 200 pl d'eau traitée au DEPC, puis 2,5 V éthanol (EtOH) et 1/10
V de acétate de sodium (NaAc) 3M pH 5,2 ont été ajoutés. Le mélange a été incubé pendant
15 min a -80°C et centrifugé pendant 15 min a 14 000 x g (4°C); le culot a été lavé deux fois
avec 500 pl d'EtOH a 70%, puis séché et L’ARN obtenu est re-suspendu dans 20ul d’eau
DEPC (1% diéthylpyrocarbonate). L’ARN obtenu a été quantifié en utilisant un
NanodropSpectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) et les échantillons d’ARN ont été

conservé a -80 °C pour la suite des analyses.
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9.3. LagRT-PCR pour I’étude de I’expression des génes
9.3.1. Traitement a la DNAse

Le traitement & la DNAse a été realisé avec un kit DNAse Kit RQ1 RNAse — Free
DNAse (Promega). Le milieu réactionnel est composé de Reaction buffer et RNAse Free
DNAse et de I’ARN.Les échantillons ont été incubés a 37°C pour 30min ; par la suite la RQ1
DNAse stop solution est ajoutée pour terminer la réaction. Cette étape est suivie d’une

incubation a 65°C pour 10min pour désactiver la DNAse.

9.3.2. Syntheése de ’ADNc

Le kit K5147-M-MuLV First Strand cDNA Synthesis (BIOMATIK) a été utilisé pour la
synthése de I’ADNc. Une premiére étape consiste a préparer un mélange réactionnel
contenant I’ARN isolé¢, Random Primers, dNTP mix et I’eau nuclease free (Tableau 13). Ce
mélange a été mis en incubation a 65 °C pour 5 min puis incubé dans la glace pour une
minute. Une centrifugation rapide a été faite puis 5X RT buffer, RNase Inhibitor et M-MuLV
Reverse Transcriptase ont été ajoutés au mix (Tableau 14). Une centrifugation rapide a été
faite pour bien mélanger tous les composés puis une incubation a 25°C a été faite pendant 10
min ensuite une incubation a 42°C pendant 50 min a été faite pour la synthése de I’ADNc.
Pour stopper la réaction, une incubation a 85°C pour 5Smin a été faite. L’ADNc obtenue est

ensuite stocké a -20 °C.

Tableau 13. Mélange réactionnel de la premiére étape de la synthése de I’ADNc.

Produits Concentration Finale | Volume unité (pl)
ARN 2 ng/rxn Variable

Random Primers (10uM) 0,5 uM 1

dNTP mix (10mM chacune) 500 uM 1

Eau nuclease free - Variable
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Tableau 14. Mélange réactionnel de I’étape de la transcriptase inverse

Produits Concentration Finale | Volume unité (pul)
5X RT buffer 1X 4ul

RNase Inhibitor (40 U/ul) 20 U/rxn 0,5 ul

M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/ul) 200 U/rxn pl

9.3.3. PCR semi-quantitative

Les fragments ont été amplifies a partir d ADNc en utilisant les différentes amorces des
génes de ménage et cibles (Annexe 7). L'amplification par PCR a été réalisée en utilisant le
programme suivant: 3 min a 95°C, 35 cycles pendant 30 s a 95°C, 30 s a 58°C et 30 s a 72°C.
Une étape d'élongation de 72°C pendant 1 min a été réalisée pour le dernier cycle. Les
réactions ont été effectuées dans un cycleur thermique Minicycler (BioRad iCycler). Les
produits de PCR amplifiés (20 pl) ont été soumis a une électrophorése sur un gel d'agarose a
1% (p / v), colorés avec du runSAFE (Cleaver Scientific), puis scannés a l'aide d'un analyseur
d'image (Gel Doc BioRad).

9.3.4. PCR quantitative

Les expériences de PCR en temps réel ont été réalisées en utilisant la chimie SYBR
Green pour la détection d'amplicons. Les dosages SYBR Green ont été réalises sur
I'instrument de PCR en temps réel ABI7500 FAST (Applied Biosystems). L'amplification des
génes cibles, ainsi qu'un gene de ménage , a été réalisée en triple dans une plaque a 96 puits.
Chaque 25 pl de mélange réactionnel contenait 10 pl d'ADNc, 12,5 pl de 2X SYBR Green
Master Mix, 0,3 ul de chaque amorce sens et anti-sens et 2 pl de H,O. Les amorces ont été
congues a l'aide du logiciel Primer3 (elles sont répertoriées dans I’ Annexe 8). Les conditions
d’amplification comprenaient un cycle de 10 min a 95°C suivi de 40 cycles a 95°C pendant 10
s, 60°C pendant 30 s et 82°C pendant 30 s. La fluorescence a été mesurée a 82°C pendant
chaque cycle. Les données de PCR en temps réel ont été tracées a l'aide du logiciel 7500 Fast
System (Applied Biosystems) en prenant la moyenne de trois répliques. La différence relative
d'expression a été mesurée en utilisant la méthode AACT de base ((Livak et Schmittgen,

2001) (méthode de calcul ci-dessous).
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1 : Comparaison entre deux conditions expérimentales (condition expérimentale « exp » et

condition de contréle «ctl ») :

Ct géne-cible (exp) - Ct géne-cible (cth = ACt géne-cible
Ct géne-réf (exp) - Ct géene-ref (cth) = ACt gene-ref
2. Normalisation par rapport au gene de référence

ACt gene-cible - ACt gene-réf = AACt gene-cible

10.  Analyse statistique
10.1. Calcul de paramétres de maladie permettant la prise en compte de la

cinétique d’évolution de symptomes

Le MSS (Maximum Symptom Score) correspond au score de maladie a la fin du suivi
des symptdbmes. Cette durée est de 45 jours aprés inoculation. Le développement des
symptdmes apres quatre semaines de suivi n’évoluant peu ou pas, aucune correction de

données n’a été réalisée afin d’obtenir le MSS.

L’AUDPC Le développement de la maladie est quantifié par I’AUDPC (Area Under the
Disease Progress Curves) qui est calculé pour chacune des plantes inoculées en utilisant le
package agricolae du logiciel R (The R Project for Statistical Computing, version 4.0.1). Les

graphiques ont été tracés grace aux packages ggplot2.

10.2. Plans expérimentaux mis en place et modéles d’analyse statistique associés

10.2.1.Plan en blocs augmentés

Afin d’obtenir deux répétitions biologiques des tests d’antagonisme des consortia bactérien
contre P. medicaginis et V.alfalfae, 15 expériences ont été nécessaires. Un plan d’expérience
en bloc augmenté a été mis en place en incluant dans chacune de ces répétitions les souches
bactériennes A.  rhizogenesArqual, E. coliDH5-alpha, S. melilotiRCR2011,
A.tumefaciensA281 (souches « check »). Les quatre souches « Checks » permettent d’estimer

I’effet bloc de chacune des repétitions et de corriger I’ensemble des données.
10.2.2.Plan en parcelles divisées

A Texception de I’analyse de [Dactivité d’antagonisme des consortia bactériens de
M.truncatula, I’ensemble des expériences a été effectué avec un plan en parcelles divisées

(Split-plot) avec plusieurs répétitions biologiques (considérées comme effet aléatoire).
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10.3. Analyse de variance

Des modeles linéaires mixtes ont été mis en ceuvre pour les analyses de variance a l'aide des
packages Ime4 et ImerTest R a I’exception du test d’antagonisme par les consortia bactériens

de M.truncatula qui a ét¢é faite a I’aide du package « augmentedRCBD ».

Les tests de Shapiro (veérification du postulat de normalité des résidus), les tests de Bartlett
(verification du postulat d’homogénéité des variances) ont été réalisés avec le logiciel R. Des
comparaisons de moyennes multiples ont été effectuées a l'aide des tests de Dunnett

(comparaisons avec le contréle) ou Tukey (comparaisons par paires) a une valeur p < 0,05.

Les graphiques ont été tracés grace au package ggplot2 du logiciel R.
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Chapitre 1 : Etude du pouvoir antifongique et bio-protecteur desbacteéries
endophytes de Solanum lycopersicum L. contre I’agent de la pourriture

grise (Botrytis cinerea) en condition de post-récolte
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Chapitre 1 : Etude du pouvoir antifongique et bio-protecteur desbactéries
endophytes de Solanum lycopersicum L. contre I’agent de la pourriture

grise (Botrytis cinerea) en condition de post-récolte

1. Caractérisation de la collection de bacteries endophytes de S.lycopersicum L.

Cinguante souches de bactéries endophytes ont été isolées a partir de différent organes
aeriens et racinaires de plantes de tomates saines récoltées dans six sites de la région du Cap
Bon en Tunisie (Belyess, Chrifat, Diar Hajjaj, Hattouba, Route Korba-BeniKhalled et Thag)
(Figure 24A, Annexe 1). Toutes les souches isolées se caractérisent par une croissance rapide
(<24 h) dont 75% des souches formant de grandes colonies blanches et 25% formant des
petites colonies. La collection est significativement enrichie en bactéries de feuilles qui
représentent 38% de toutes les souches isolées (P <0,001). En termes d’enrichissement selon
le site d’isolement, la localité de Hattouba présente le nombre de souches le plus important
avec 22 souches bactériennes endophytes et le plus diversifié en termes d’organe végétale
d’origine. La localité Thag est statistiquement enrichie en bactéries isolées a partir des racines
(Figure 24B). Les localités Belyess, Chrifat et Route Korba-BeniKhalled présentent le nombre
de souches bactériennes le plus faible avec pour chacune seulement deux souches isolées de
fleurs. A une faible échelle géographique (<50km), la présente collection bactérienne montre
une large gamme dans I'abondance des communautés endophytes bactériennes et dans leur
distribution au sein de la plante selon le site de prospection.
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Figure 24. Collection de souches bactériennes endophytes isolées de différents organes de
plantes de tomates saines. (A) Localisation des sites de collecte dans la région du Cap Bon en
Tunisie. Pour chaque site, le camembert représente la proportion relative de souches
bactériennes isolées des différents organes des plantes de tomates. La taille du camembert est
proportionnelle au nombre de bactéries isolées par site. (B) Diagramme en mosaique montrant
des statistiques d’enrichissement de la collection bactérienne endophyte selon le site de

prospection et de I’organe de la plante.
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2. Activité antifongique des composés organiques volatils bactériens

Des tests d'activité antifongique des composés organiques volatils (COV) produits par
les souches de bactéries endophytes contre les deux souches de B. cinerea S2 et S5 ont été
réalisés selon le dispositif en double boite de Petri. Les résultats ont montré que I’activité
antifongique varie selon les souches de bactéries, la souche fongique et le temps
d’observation (Figure 25). L'ANOVA sur la base des données de la cinétique de croissance (a
7, 14 et 21 j de co-culture avec les souches bactériennes) et 1’aire sous la courbe de
progression de la croissance du champignon (AUGPC) a montré un effet significatif de la

souche bactérienne, la souche fongique et leur interaction (Tableau 15 ; Figure 25B).

Dix-huit souches de bactéries (soit 36% de la collection) ont montré un effet antagoniste
contre B. cinerea (Tableau 16). Ces bactéries antagonistes ont été isolées des localités de Diar
Hajjaj, Hattouba et Thag. Trois comportements antagonistes ont été notés (i) huit souches
(soit 62% des souches bactériennes antagonistes) inhibaient spécifiquement la souche B.
cinerea S2, les souches DHT2, H1Fr2, DHFI4 et H1F1 présentant les effets antagonistes les
plus forts; (ii) trois souches, a savoir DHF5, H2FI2 et H2F1, ont spécifiquement réduit la
croissance des mycélia de la souche S5 de B. cinerea; (iii) deux souches, a savoir TR1 et TR2,
ont inhibé de maniére significative la croissance mycélienne des deux souches fongiques
(Figure 25B). Aprés 21 jours de co-culture, la croissance de la souche S2 a été réduite de
76,7% par les COV bactériens produits par la souche H1F1 et la croissance de la souche S5 a
été réduite de 64,5% par les COVs de la souche bactérienne DHF5.
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Tableau 15. Analyse de la variance de type Il de la croissance mycélienne de Botrytis cinerea sous l'influence de composés organiques volatils

produits par les bactéries endophytes.

L'analyse a été réalisée sur la base de la cinétique de croissance fongique (& 7, 14 et 21 jours de co-culture avec des bactéries endophytes) et 1’aire sous la
courbe de progression de croissance du champignon (AUGPC). Les données ont été analysées avec un modéle linéaire mixte ou les bactéries endophytes, la

souche Botrytis et leur interaction ont été considérées comme des effets fixes. L'expérience indépendante a été traitée comme un effet aléatoire.

Codes de signification pour les valeurs P: 0 ***' 0,001 **' 0,01 *' 0,05".'0,1 "' '1.

7] 14] 21 ] AUGPC

Source de variation df Fvalue Pr(>F) F value Pr(>F) F value Pr(>F) F value Pr(>F)

Souche bactérienne 50 6.8940 9.417e-15***  6.9942 4.022e-15 *** 4.4705 6.308e-09 ***  7.4125  5.675e-16 ***
Souche de Botrytis 1 1.2470 0.2655 11.6370  0.0007872 ***  11.6780  0.0007727 ***  7.8017 0.005745 **

Souche bactérienne *
Souche de Botrytis

3.0742 1.631e-08 ***  3.8637 8.072e-12 *** 3.7161 3.647e-11*** 42633  1.909e-13 ***
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Figure 25. Evaluation de l'activité antifongique invitro des composés organiques volatils
(COV) des bactéries endophytes. (A) Cinétique de croissance des mycéliafongiquesdes
souches S2 et S5 de Botrytis cinerea soumises a des COVs bactériens dans le systeme en
double boites. Trois répétitions indépendantes ont été réalisées pour chaque combinaison de
souches de bactérie-champignon.(B) Aire sous la courbe de progression de la croissance
(AUGPC) des souches de Botrytis cinerea S2 et S5 soumises a des COV bactériens en double
culture. Pour ’AUGPC, une valeur faible indique une activit¢ antifongique élevée des
souches bactériennes. Les astérisques indiquent une différence significative par rapport au

traitement contrble «Sans-Bactéries» indiqué par le test de Dunnett (* P <0,05).
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Les souches bactériennes antagonistes ont également éte sélectionnées en fonction de la
persistance de leur activité pendant 21 jours de confrontation (Tableau 15). Douze souches
ont maintenu une activité antagoniste significative contre la croissance des mycélia de B.
cinerea jusqu'a 21 jours de co-culture, avec respectivement neuf et trois souches contre les
souches de Botrytis S2 et S5 (Tableau 16). Cing souches ont été caractérisées par une activité
antifongique temporaire qui diminue aprés 7 jours de co-culture (par exemple, TR3, BFI1 et
H1Fr3 contre S5 ou H1T3 et DHF4 contre les souches S2 et S5). Certaines souches ont eu une
persistance intermédiaire de leurs activités, par exemple, 1’activité de la souche TR2 contre les
deux souches de Botrytis a diminué aprés 14 jours. L activité de la souche TR1 contre la
souche S5 de Botrytis a diminué aprés 14 jours mais elle a été maintenue contre la souche S2

de Botrytis jusqu'a 21 jours de confrontation.
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Tableau 16. Cinétique et persistance de l'activité antifongique des composés organiques

volatils (COV) des bactéries endophytes contre les souches S2 et S5 de Botrytis cinerea.

Seules les souches de bactéries endophytes produisant des COV antifongiques sont présentées ici. Les couleurs
orange foncé et bleu foncé dans AUGPC et la cinétique de croissance des mycélia fongiques a 7, 14 et 21 jours
indiquent des différences significatives par rapport au traitementcontrdle « sans bactéries » en utilisant le test de
Dunnett (P < 0,05). Les couleurs orange clair et bleu clair indiquent des différences peu significatives en utilisant
le test de Dunnett (P < 0,1). La couleur blanche indique I’absence d’activité¢ antifongique significative par
rapport au traitement «sans bactérie». Les espéces bactériennes ont été identifiées sur la base des séquences
génétiques de I'ARNr 16S et de la recherche d’homologie dans la base de données Genbank. Les souches de
bactéries en gras ont été sélectionnées sur la base de leurs activités antifongiques élevées et persistantes contre

une seule souche ou les deux souches de B. cinerea.

Activité antifongique Activité antifongique contre
Contre la souche S2 la souche S5

Souche ID | Especes bactériennes AUGPC |7j|14j|21j| AUGPC | 7j| 14j |21j

H1F1 Bacillus amyloliquefaciens

DHFI4 Enterobacter ashuriae

H1Fr2 Bacillus vallismortis

DHT2 Bacillus pseudomycoides

DHF7 Bacillus subtilis subsp.spizezenii

H1F2 Bacillus velezensis

H1R2 Bacillus thuringiensis

DHF5 Bacillus toyonensis

H2FI2 Bacillus velezensis

H2F1 Bacillus proteolyticus

TR1 Enterobacter cloacae

TR2 Bacillus nakamurai

H1T3 Bacillus velezensis

TR3 Bacillus amyloliquefaciens

DHF4 Bacillus thuringiensis

BFI1 Bacillus velezensis

H1Fr3 Bacillus velezensis
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L'identification moléculaire sur la base des sequences du géne de I'ARNr 16S des 18
souches de bactéries endophytes antagonistes (numéros d'accession de MN080812.1 a
MNO080816.1 et de MN737985.1 a MN737997.1) (Figure 26) a montré un enrichissement
statistique en bactéries du genre Bacillus (Annexe 7, Monte Carlo a simulé la valeur P de Khi?2
= 0,0015). En effet, 16 souches (soit 89%) appartiennent a neuf especes de Bacillus dont cinq
souches de B. velezensis (pas d'enrichissement statistiquement significatif). Les deux souches
restantes appartiennent a différentes espéces du genre Enterobacter. Aucune association
statistique entre les espéces bactériennes endophytes et leur effet antifongique sur les souches
S2 ou S5 de B. cinerean’a été observée selon le test d'indépendance Khi2 Cela suggere
qu'aucune espece bactérienne endophyte ne protége spécifiquement contre une souche
spécifique de Botrytis cinerea. De méme, aucun enrichissement significatif du site ou de

I'organe d'origine avec des souches bactériennes antagonistes a été observé.
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Figure 26. Arbre phylogénétique (Neighbor joining) de 18 souches de bactéries endophytes
isolées de tomate avec une activité antifongique contre Botrytis cinerea (en bleu) et souches
de bactéries de référence basées sur l'alignement des séquences nucléotidiques du géne de

I'ARNr 16S. Des valeurs bootstrap supeérieures a 50% sont indiquées dans cet arbre.

3. Effet des composés organiques volatils bactériens sur la germination des graines

de tomates et la croissance des plantules

Les souches de bactéries endophytes ont eté criblées invitro quant a leur activité de
COV sur la germination des graines de tomates et la croissance des plantules. Les paramétres
étudiés relatifs a la germination des graines et a la croissance des plantules (longueur et poids
frais et sec) ont été significativement affectés par les COV bactériens aprés 6 jours de double
culture (valeur P <0,05, Tableaux 17 et 18). Trois comportements ont été observés en fonction

de la souche bactérienne et du paramétre mesuré. Selon le parametre mesuré, entre 66% et
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94% des souches bactériennes produisaient des COV avec un effet neutre sur le
développement des plantes (Figure 27). Un comportement promoteur des COVs a été noté
pour 2% a 8% des souches bactériennes selon le parametre mesuré; en effet, quatre souches
(RK-BK FI1, DHFI4, H2F3 et H1F9) ont amélioré le poids frais des plantules, deux souches
(DHF6 et H2FI3) ont augmenté leur longueur et une souche (H2T2) a amélioré le poids sec
des plantules par rapport aux plantules témoins en présence de Milieu LB (Figure 27).
Cependant, aucune souche bactérienne a montré d'effet promoteur significatif sur le taux de
germination des graines (Figure 27). Certaines souches de bactéries ont montré un effet
délétere sur le developpement des plantules en fonction du parametre mesuré, 22% des
bactéries endophytes ont réduit la germination des graines, 26% ont réduit le poids frais des
plantules et6% ont réduit leur poids sec (Figure 27). L'effet des COV bactériens dépend du
parameétre mesuré. Par exemple, DHF6 et H2FI3 augmentent la longueur des plantules mais
pas les poids frais et secs de celles-ci. Certains COV bactériens ont amélioreé la croissance des
plantules mais n'ont aucun effet (par exemple DHF6, H1F9 ou H2T2) ou méme ont inhibé la
germination des graines (par exemple H2FI3) (Figure 27). Enfin, certaines souches de
bactéries telles que H2F1 ont produit des COV qui inhibent la germination des graines et la

croissance des plantules (Figure 27).
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Tableau 17. Analyse de la variance de type Ill de la croissance des plantules sous l'influence de composeés organiques volatils bactériens
endophytes.

Les données ont été analysées avec un modéle linéaire mixte ou les bactéries endophytes ont été considérées comme des effets fixes et une expérience
indépendante était considérée comme un effet aléatoire. Afin de normaliser les résidus de MLM, des transformations log10 (poids frais) et log10 (poids sec)
ont été utilisées. Codes de signification pour les valeurs P: 0 ***' 0,001 "**' 0,01 *'0,05"''0,1""' 1.

Longueur des semis Poids frais Poids sec

Source de variation df F value Pr(>F) F value Pr(>F) F value Pr(>F)

Souche bactérienne 50 5.2195 1.676e-09 *** 19.884 <2.2e-16*** 21235 0.006331 **

Tableau 18. Analyse de la variance de type Ill de la germination des graines de tomate sous l'influence de composés organiques volatils
bactériens endophytes.

Les données ont été analysées avec un modéle mixte linéaire généralisé ou les bactéries endophytes ont été considérées comme des effets fixes et une

expérience indépendante considérée comme un effet aléatoire. Le LRT (test du rapport de vraisemblance) et la valeur P comparant le modele avec ou sans
facteur fixe sont rapportés. Codes de signification pour les valeurs P: 0 ***' (0,001 **' 0,01 *'0,05"'.'0,1"'' 1.

Pourcentage de germination

Source de variation df LRT Pr(Chi)

Souche bactérienne 50 324.44 < 2.2e-16 ***
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Figure 27. Evaluation de I'effet in vitro des composés organiques volatils bactériens (COV)
sur la germination des graines et la croissance des plantules de tomates apres 6 jours de
culture. Les valeurs des parametres mesurés représentent les moyennes ajustées et leurs écarts
types calculés a partir du GLM pour le taux de germination (A) et du MLM pour la longueur
(B) et les poids frais (C) et secs (D) des plantules. La couleur rouge indique des différences
significatives par rapport au traitement contrdle «sans-bactérie» tel qu’indiqué par le test de
Dunnett (*P <0,05). La ligne horizontale represente la valeur moyenne ajustée du traitement

contrble «sans-bactérie» qui est représentée en noir sur les graphiques. Les étoiles bleues,
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vertes et oranges représentent respectivement des souches bactériennes ayant des effets

promoteurs significatifs sur la longueur et les poids frais et secs des plantules.

4. Corrélation entre les activités antifongiques et de croissance des plantes des

composés organiques volatils bactériens et regroupement des souches

Parmi les 16 corrélations possibles entre les parametres mesurés liés aux activités
antifongiques des COVs et de leur action sur la croissance des plantes, trois étaient
statistiquement significatives (Figure 28). Une corrélation positive significative a été observée
entre le poids frais et sec des plantules de tomates et entre la germination et le poids frais des
plantules. Une corrélation significative et positive a été observée entre les activités
antifongiques contre les deux souches de Botrytis S2 et S5 (Figure 28). Aucune corrélation
significative a été observée entre les parametres liés aux activités antifongiques et de

croissance des plantes des COVs bactériens.

Le regroupement des souches endophytes en fonction de leurs activités antifongiques et
de leur effet sur la croissance des plantes de tomates via les COVs a montré cing groupes de
bactéries (Figure 29). Le cluster | contient une souche de bactérie, H2FI3, avec une activité de
COV assez similaire au milieu LB sans bactérie; le cluster Il contient 4 souches a fort effet
antifongique contre la souche S2 de B. cinerea uniquement alors que le cluster 111 contient 18
souches a fort effet antifongique contre la souche S2 de B. cinerea et une activité faible (non
significative) contre la souche S5 de B. cinerea. Le cluster 1V contient 12 souches de bactéries
ayant des COVsa activité antifongique contre les deux souches de B. cinerea. Le cluster V
contient 15 souches ayant une activité antifongique spécifique contre la souche S5 de B.

cinerea.
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Figure 28. Corrélation entre les paramétres relatifs a 1’activité antifongique et a effet sur la
croissance des plantulesdes COVs des bactéries endophytes. Les corrélations par paires ont
été calculées sur la base des moyennes danalyses MLM et GLMM. Pour chague souche
endophyte, le pourcentage d'inhibition de la croissance des mycélia de Botrytis cinerea de la
souche S2 (P1_S2) et de la souche S5 (P1_S5) a éte calculé sur la base des valeurs « Ismeans »
d’AUGPC rapportées a la valeur du traitement controle «sans bactéries». Les coefficients de
corrélation de Pearson par paires sont indiqués. Les astérisques représentent des corrélations
significatives selon le code de signification suivant pour les valeurs P: 0 ***' 0,001 **' 0,01

*'0,05"'0,1" 1. Le graphique a été obtenu a I'aide du package psych du logiciels R.
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Figure 29.Regroupement des bactéries endophytes (Heatmap) en fonction de 1’activité
antifongique et de D’effet sur la croissance des plantules de leurs COVs. Le regroupement
hiérarchique des souches bactériennes a été calculé sur la base des corrélations de Pearson.
Les scores Z ont été calculés et utilisés pour générer la Heatmap. La couleur rouge indique
une activité élevée et la couleur bleue indique une faible activité. Le dendrogramme a gauche
montre les souches de bactéries se regroupant en fonction de leurs activités biologiques (cing
groupes bactériens de | & V). Les étoiles rouges indiquent les cing souches de bactéries
endophytes qui ont été sélectionnées pour des analyses plus approfondies. Le graphique a été
obtenu en utilisant la fonction heatmap.2 du package gplot du logiciel R.
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5. Caractérisation des souches des bactéries endophytes sélectionnées pour lutter
contre Botrytis cinerea
5.1.  Sélection des souches des bactéries endophytes

Sur la base du regroupement de bactéries endophytes, cing souches appartenant aux
clusters II, 111, 1V et V de bactéries produisant des COV avec de fortes activites antifongiques
et, dans la mesure du possible, ayant des effets neutres a positifs sur la germination des
graines et la croissance des plantules de tomates ont été sélectionnées pour d'autres études
(Figure 27). Le séquencage du géne de I'ARNr 16S de ces souches de bactéries endophytes a
montré qu'elles appartiennent aux especes suivantes: Bacillus amyloliquefaciens H1F1
(Cluster 1), Bacillus pseudomycoides DHT2 (Cluster I11), Enterobacter cloacae TR1 (Cluster
IV) et Bacillus velezensis H2FI2(Cluster 1V) et BFI1 (Cluster V).

5.2. ldentification des composés organiques volatils produits par les souches des

bactéries endophytes sélectionnées

Les composés organiques volatils produits par les cing souches bactériennes endophytes
ainsi que ceux du milieu témoin LB solide ont été caractérisés par SPME-GC / MS a 7 et 14
jours de culture (Annexe 9). La comparaison globale des profils de COV des bactéries
endophytes a montré une nette différence entre eux et en fonction du temps de culture pour la
méme souche (Figure 30 et 31). Au total, 93 composés organiques volatils ont été détectés
avec 68 composeés (soit 73%) d'identité connue (Annexe 9). Vingt COVs communs ont été
produits par les cing souches, dont sept composés non détectés dans le milieu LB Agar de
bactéries ; six composés identifiés (1-octyn-3-ol, 4-éthyl; B-fenchol; Benzeéne, m-di- tert-
butyle, 2-undécanone, 3,3,5-triméthylbicyclo [3.3.0] octan-2,8-dione, 2-pentadécanone,
6,10,14-triméthyl) et un composé non identifié (NI). Ces molécules peuvent constituer un
ensemble de base de COV produits par les bactéries endophytes de la tomate, quelle que soit
I'espéce bactérienne. Quarante-six COV spécifiques a la souche bactérienne (soit 47,31%) ont
été enregistrés, avec une grande majorité (37/46 soit 80,4%) produits a un moment de culture
specifique a 7 ou 14 jours. Les deux souches de B. velezensis BFI1 et H2FI2 du groupe V qui
réduisaient spécifiquement la croissance des mycéliade la souche S5 de B. cinerea présentent
les profilsde COVs les plus similaires (Figure 29) avec le Undecane, 3-méthyl comme volatil
commun et spécifiqgue a ces deux souches. BFI1 a produit au total 31 COVs avec six
composeés spécifiques a la souche avec la benzénamine, N-éthyle comme compose spécifique
représentant 0,74% de son total des COVs produits (Annexe 8). La souche H2FI2 a produit au
total 36 COVs dont sept sont spécifiques avec le Dodécanal comme composé principal
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représentant respectivement 4,61% et 5,54% de tous les composés volatils produits a 7 et 14
jours de culture. La souche DHT2 a produit au total 43 COVs dont 10 sont spécifiques a la
souche, le disulfure de diméthyle étant le principal composé représentant 37,19% de ses COV
totaux. La souche H1F1 a produit au total 32 COVs dont trois sont des composés spécifiques
avec un composé majeur inconnu représentant 8,35% de ses COVs (Annexe 9). La souche
TR1 a montré le profil de COVs le plus distinct par rapport aux autres souches de bactéries
(Figure 30). En effet, cette souche a produit au total 53 composés dont 18 sont spécifiques a la
souche (soit 33,96% des COVs détectés) avec l'alcool isoamylique (3-méthylbutan-1-ol) qui
est le composé majeur représentant 80,91% et 58,80% de sa production de COVs a 7 et 14

jours de culture, respectivement (Annexe 9).
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Figure 30.Regroupement des cing souches de bactéries endophytes (BFI1, DHT2, H1F1,
H2FI2 et TR1) en fonction de leurs profils de production des composeés volatils détectés par la
technique SPME-GC / MS. Les COVs ont été mesures a 7 et 14 jours de culture bactérienne
sur milieu LB Agar (le milieu LB sans bactéries a été utilisé comme condition témoin) dans
deux répétitions indépendants. Les moyennes des pourcentages de molécules pour les deux
répetitions ont été utilisés pour calculer les scores Z afin de genérer la Heatmap. La matrice de
données a été normalisée par ligne pour absorber la variation entre les molécules des COVs.
Le dendrogramme a gauche montre les relations entre les quantités de 92 COVs émis selon les
différents échantillons (souches bactériennes et age de culture). Le dendogramme supérieur
montre les relations entre les échantillons en fonction de leurs profils des COVs. La couleur
bleue indique une concentration éleveée et la couleur rouge indique une faible concentration de
COV. NI_ #: Composé non identifié.
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Figure 31.Diagramme de Venn montrant le nombre des COVs communs produits par 5
souches bactériennes endophytes. L’analyse a été faite sur la base des pourcentages de
détection des COV a 7 et 14 jours. Le Diagramme de Venn a été génére par la fonction

vennDiagram du package limma du logiciel R.

5.3. Caractérisation de D’activité des composés solubles sécrétés par les bactéries

endophytes sélectionnées

La capacité de souches bactériennes sélectionnées a produire des composés
antifongiques solubles a été évaluée par co-culture des bactéries avec les souches S2 et S5 de
B. cinerea sur le milieu PDA (Figure 32). A I'exception de la souche DHT2, les souches
bactériennes sélectionnées ont inhibé significativement a différents degres la croissance de B.
cinerea sur milieu PDA a 7 jours de co-culture (Figure 32, test de Tukey P <0,01). Aucun
effet significatif d'interaction entre les souches bactériennes et les souches fongiques n'a été
observé (Tableau 19). La souche H1F1 a produit les composeés solubles antifongiques les plus

efficaces contre B. cinerea, suivie des souches BFI1, H2FI2 et TR1 (Figure 32).
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Figure 32. Activité antifongique invitro des composés solubles produits par cing souches de
bactéries (BFI1, DHT2, H1F1, H2FI2 et TR1) contre lessouchesS2 et S5 de B. cinerea.
L'activité antifongique a été évaluée comme la diminution de la croissance des mycélia
fongiques par rapport a la condition témoin «sans bactéries» sur milieu PDA & 7 jours de co-
culture. Une boite représentative de 1’activité antifongique des bactéries a 7 jours est
présentée pour chaque combinaison de souches bactérie/champignon. Deux répétitions
indépendantes avec trois boites pour chaque combinaison de souches bactérie/champignon ont
été réalisées. Les lettres indiquent des groupes significativement différents selon le test de

Tukey pour des comparaisons moyennes multiples a ** P <0,01.
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Tableau 19. Analyse de la variance de type 11l de la croissance des myceéliade Botrytis cinereaen présence des composés solubles des souches
bactériennesendophytes solubles a 7 jours de co-culture.

Les données ont été analysées avec un modele linéaire mixte ou les bactéries endophytes et les souches de B. cinerea et leur interaction ont été considérées
comme des effets fixes et la répétition de I’expériencea été considérée comme un effet aléatoire. Codes de signification pour les valeurs p: 0 ***' 0,001 **'
0,01*'0,05''0,1"'"1.

Croissance fongique

Source de variation df  Fvalue Pr(>F)
Souche bactérienne 5 60.2059 <2e-16 ***
Souche de Botrytis 1 2.6826 0.1067
Souche bactérienne * Souche de Botrytis 5 0.6562 0.6580
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Les activités antimicrobiennes (enzymes hydrolytiques et cyanure d'hydrogéne HCN) et
les activités de promotion de la croissance des plantes (solubilisation des phosphates,
sidérophores et production d'ammoniac) des bactéries endophytes sélectionnées ont été
étudiées invitro en utilisant des milieux spécifiques. Les résultats ont montré qu’a I'exception
de la souche TR1 (qui ne produisait que 1 sur 7 enzymes hydrolytiques), les quatre souches de
bactéries endophytes (BFI1, DHT2, H1F1 et H2FI2) produisent la plupart des enzymes
étudiées (6 sur 7 enzymes hydrolytiques) et possédent au moins 2 activités PGP (Plant
Growth Promoting) sur 3 (Tableau 20 ; Figure 33). Aucune souche de bactéries endophytes
sélectionnéene produit de HCN (Tableau 20).

Sidérophores Protéase Amylase
Xylanase Cellulase Phytase

Figure 33. lllustration de la capacité des bactéries endophytes aproduire des enzymes

hydrolytiques et de sidérophores.
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Tableau 20. Activités enzymatiques et de promotion de la croissance des plantes des souches de bactéries endophytes.

Souches o : :
o Activité antimicrobienne Activité de promotion de croissance
bactériennes
Production L Production )
) ] o Solubilisation de Production
Cellulase  Pectinase Amylase Phytase Xylanase Protéase Chitinase de HCN de
phosphate d’Ammoniac

sidérophore

BFI1 + + + + + - + - + + +
DHT2 + + - + + + + - - + +
H1F1 + + + + + - + - + + +
H2FI2 + + + + + - + - + - +
TR1 + - - - - - - - - - -
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6. Contréle biologique de B. cinerea sur les fruits de tomate par les COVs et les

cellules végétatives des bactéries endophytes

L'évaluation de la capacité de bio-protection des souches de bactéries endophytes
sélectionnées contre B. cinerea sur fruit de tomate a été réalisée par deux tests utilisant les
COVs des cing souches bactériennes. L'analyse de la variance des données du test de bio-
protection en utilisant les COV bactériens a montré un effet sub-significatif des souches
bactériennes sur le diametre de pourriture (valeur p = 0,09) et aucun effet significatif sur la
profondeur de la pourriture de B. cinerea a 6 j apres infection (Tableau 21). Seuls les COVs
de la souche TR1 ont réduit de maniére significative le diameétre de pourriture de B. cinerea

sur les fruits de tomate infectés par les deux souches fongiques S2 et S5 (Figure 34).
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Figure 34. Effet des composés organiques volatils (COV) de cing souches de bactéries endophytes sur I'infection a Botrytis cinerea sur les fruits
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de tomate. (A) Photos de fruits de tomates exposés ou non a des COV bactériens endophytes (sans bactéries) a 6 jours apres infection par des
souches de B. cinerea S2 ou S5. Les boites a moustaches représentent le diametre (B) et la profondeur (C) de la pourriture des fruits causée par
les souches S2 et S5 de B. cinerea ou la condition témoin non infectée. Les étoiles entre parentheses indiquent une différence significative par
rapport au traitement «sans bactérie» comme indiqué par le test de Dunnett (* P <0,05). L’expérience a été répétée trois fois indépendamment.
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Tableau 21. Analyse de la variance de type Il de I'infection a Botrytis cinerea sur les fruits de tomate en présence des composésorganiques
volatils bactériens endophytes a 6 jours aprés l'infection.

Un plan expérimental en Split plot a été utilisé dans ce test. L'expérience a été répétée trois fois avec deux blocs dans chaque répétition. Les données ont été
analysées avec un modeéle linéaire mixte ou les bactéries endophytes, les souches de B. cinerea (S2 et S5) et leur interaction ont été considérées comme des
effets fixes, tandis que le répétition, le bloc etla boiteont été traités comme des effets aléatoires. Les données du témoin négatif d’inoculation fongique (fruits

inoculés avec du milieu PDA)n'ont pas été intégrées dans l'analyse statistique. Codes de signification pour les valeurs P: 0 ***' 0,001 **' 0,01 *' 0,05 "' 0,1""
1.

Diameétre de pourriture Profondeur de pourriture
Source de variation df F value Pr(>F) F value Pr(>F)
Souche bactérienne 5 3.7286 0.087486 . 1.4592 0.20479
Souche de Botrytis 1 14.5479 0.000183 *** 1.7555 0.18670
Souche bactérienne * Souche de Botrytis 5 0.5880 0.709189 1.0594 0.38416

121



L'analyse de la variance des données du test de bio-protection en utilisant les cellules
bactériennes a révélé une interaction significative entre les bactéries et les souches fongiques
pour la profondeur de pourriture et une interaction sub-significative pour le diamétre de
pourriture a 6 jours apres l'infection par B. cinerea (Tableau 22). En général, les souches de
bactéries ont eu un effet majeur sur la profondeur par rapport au diameétre de pourriture, la
souche BFI1 présentant le plus fort effet bio-protecteur contre les deux souches fongiques
(Figure 35). Les souches de bactéries endophytes H1F1 et DHT2 ont également réduit le
diametre de pourriture de la souche de B. cinerea S5 sur les fruits de tomate infectés
(Figure35B).Toutes les souches de bactéries étudiées ont réduit la profondeur de la pourriture
due a l'infection de la souche B. cinerea S2 sur le fruit de la tomate (Figure 35C). A
I'exception de la souche TR1, les souches de bactéries utilisées ont réduit de maniére
significative la profondeur de la pourriture due a I'infection de la souche B. cinerea S5 sur les

fruits de la tomate, mais a un degré moindre que celui observé pour la souche S2 (Figure 35).
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Figure 35. Effet du traitement avec des cellules végétatives de cing souches de bactéries endophytes sur 1’infection par les souches S2 et S5 de
Botrytis cinerea sur les fruits de tomate. (A) Photos de fruits de tomate traités ou non (sans bactéries) avec la suspension des cellules bactériennes
a six jours apres l'infection par les souches S2 et S5de B. cinerea. Les boites & moustaches représentent le diamétre (B) et la profondeur (C) de la
pourriture des fruits causée par les souches S2 et S5 de B. cinerea ou dans la condition témoin non inoculée a 6 jours apres l'infection. Les
données proviennent de trois expériences indépendantes. Les étoiles ou les points entre parentheses indiquent une différence significative par
rapport au traitement «sans bactéries» comme indiquée par le test de Dunnett. Code de signification pour les valeurs P: 0 ™***' 0,001 **' 0,01 *'
0,05 0,1' ' 1.
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Tableau 22. Analyse de la variance de type Ill de l'infection a Botrytis cinerea sur des fruits de tomate apres traitement avec des cellules
végétatives de cing bactéries endophytes a 6 jours apres l'infection.

Un plan expérimental en Split plot a été utilisé dans ce test. L'expérience a été répétee trois fois avec deux répétitions pour chaque traitement. Les données ont
été analysées avec un modele linéaire mixte ou les bactéries endophytes, les souches de B. cinerea (S2 et S5) et leur interaction ont été traitées comme des
effets fixes, tandis que les répétitions, les blocs et la boite ont été traités comme des effets aléatoires. Les données du témoin négatif d’inoculation fongique

(fruits inoculés avec du milieu PDA) n'ont pas été intégrées dans lI'analyse statistique. Codes de signification pour les valeurs P: 0 "***' 0,001 **' 0,01 **' 0,05
V01 L

Diametre de pourriture Profondeur de pourriture
Source de variation df F value Pr(>F) F value Pr(>F)
Souche bactérienne 5 1.8734 0.25374 3.4324 0.1010336
Souche de Botrytis 1 370.3763 < 2e-16 *** 13.1802 4.327e-06 ***
Souche Bactérienne * Souche de Botrytis 5 1.6731 0.08952 . 3.4896 0.0003036 ***

124



7. Activité antifongique du compose volatil majeure le 3-méthylbutan-1-ol

7.1. Activité antifongique sur les colonies fongiques invitro

L'analyse de variance de la croissance des colonies de B. cinerea en présence de 3-
méthylbutan-1-ol a 5 jours d'exposition montre qu’elle dépend de la souche fongique, de la
concentration de ce composé et de leur interaction (Tableau 23). Le 3-methylbutan-1-ol a
montré une activité antifongique significative contre la souche S2 & partir 0,177 mL L ™ et
contre S5 & partir 0,221 mL L™ par rapport au témoin (Figure 36). La concentration de 3-
méthylbutan-1-ol qui inhibe 50% de la croissance fongique (CI50) et celle qui inhibe 100% de
la croissance fongique(CI1100) contre les deux souches de B. cinerea est d'environ 0,221 ml L~

! et 0,442 ml L, respectivement (Figure 36).
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Figure 36. Activité antifongique invitro du composé volatil3-meéthylbutan-1-ol contre les
souches S2 et Sbde Botrytis cinerea. L'activité antifongique a été évaluée par la diminution de
la croissance des colonies fongiques par rapport au témoin «sans 3-méthylbutan-1-ol» sur
milieu PDA aprés 5 jours de co-confrontation. Une boite représentative de chaque
combinaison de concentration de 3-méthylbutan-1-ol/souche de champignon est représentée
en haut du graphe. Deux répétitions indépendantes avec trois boites pour chaque combinaison
de concentration de 3-méthylbutan-1-ol / souche fongique ont été réalisées. Les lettres
identifient des groupes significativement differents selon le test de Tukey pour des

comparaisons multiples des moyennes a * P < 0,05.
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Tableau 23. Analyse de la variance de type 11l de la croissance des colonies de Botrytis cinerea en présence du compose volatille3-methylbutan-

1-ol a 5 jours de confrontation.

Les données ont été analysées par un modeéle linéaire mixte ou la concentration de 3-méthylbutan-1-ol et les souches de B. cinerea et leur interaction ont été
considérées comme des effets fixes et la répétition de I'expérience a été considérée comme un effet aléatoire. Codes de significationP: 0 ***' 0.001 "**' 0.01 "*'
0.05.'0.1""1.

Croissance fongique

Source de variation df  Fvalue Pr(>F)
Souche de Botrytis 1 8.1848 0.005065 **
Concentration 10  177.8352 < 2.2e-16 ***
Souche de Botrytis *Concentration 10  6.9283 2.546e-08 ***
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7.2. Test de bioprotection par 3-méthylbutan-1-ol contre l’infection par Botrytis

cinerea sur les fruits de tomate

L'analyse de variance du diameétre et de la profondeur de la pourriture de B. cinerea sur
les fruits de tomate en présence de 3-méthylbutan-1-ol aprés 6 jours d'infection dépend
principalement de la concentration de ce composé (Tableau 24). Le 3-méthylbutan-1-ol a
diminué de maniere significative le diamétre et la profondeur de la pourriture de B. cinerea
pour les deux souches fongiques a IC50 et IC100 avec un effet plus important de la
concentration 1C100 qui inhibe totalement I'infection fongique. De plus, aucun symptéme de

phytotoxicité n’a été observé sur les fruits de tomate (Figure 37 A —C).
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Figure 37. Effet du 3-méthylbutan-1-ol sur l'infection & Botrytis cinerea sur les fruits de
tomate. Les boites a moustaches représentent le diamétre (A) et la profondeur (B) de la
pourriture causée par les souches S2 et S5 de Botrytis cinerea ou le témoin a 6 jours apres
I'infection des fruits de tomate exposés ou non au 3-méthylbutan-1-ol a la concentration qui
inhibe 50% la croissance fongique(IC50 = 0,221 mL L™) et la concentration qui inhibe 100%
de lacroissance fongique (IC100 = 0,442 mL L™). (C) Photos des fruits de tomate & 6 jours
apres infection par les souches S2 et S5 de B. cinerea et exposés ou non a IC50 et IC100 de 3-
méthylbutan-1-ol. Les données ont été obtenues a partir de deux expériences indépendantes.
Les étoiles entre parenthéses indiquent une différence significative par rapport au traitement
«sans 3-méthylbutan-1-ol» comme indiqué parle test de Dunnett a * P < 0,05. Codes de
signification pour les valeurs P: 0 ™**' (0,001 ™*' 0,01 ™ 005 ' 01 " 1
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Tableau 24.Analyse de la variance de type Il de l'infection a Botrytis cinerea sur des fruits de tomate en présence du composé volatil le 3-

méthylbutan-1-ol prés 6 jours d’infection.

Un plan expérimental en Split plot a été utilisé dans ce test. L'expérience a été répétée deux fois. Les données ont été analysées avec un modele linéaire mixte ou le traitement
au 3-méthylbutan-1-ol, les souches de B. cinerea (S2 et S5) et leur interaction ont été considérés comme des effets fixes, tandis que les répétitions ont été considérées comme
des effets aléatoires. Les données sur les fruits inoculés avec le milieu PDA au lieu de la culture de B. cinerea, n'ont pas été intégrées dans l'analyse statistique. Codes de
significationP: 0 "***' 0.001 "**' 0.01 *' 0.05 "' 0.1 "' " 1.

Diamétre de Pourriture Profondeur de

Pourriture
Source de variation df F value Pr(>F) F Pr(>F)
value
Souche de Botrytis 1 6.6690 0.01513* 0.1437 0.7074
Traitement 2 17.5157 1.028e- 4.1905 0.0252*
05***
Souche de Botrytis*Traitement 2 1.8062 0.18227 0.1437 0.8668
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Chapitre 2 : Evaluation de D’activité antifongique et de bio-protection des
consortia bactériens endophytes de Medicago truncatula contre Phoma

medicaginis et Verticillium alfalfae
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Chapitre 2 : Evaluation de P’activité antifongique et de bio-protection des
consortia bactérien endophytes de Medicago truncatula contre Phoma

medicaginis et Verticillium alfalfae

1. Caractérisation de la collection de bactéries endophytes de M.truncatula

Neuf cent soixante-seize souches de bactéries endophytes ont été isolées a partir de
deux organes (feuilles et tiges) de plantes de M. truncatula saines collectées dans quatre sites
du Nord tunisien, incluant deux sites salins (Ennfidha et Soliman) et deux sites non salins
(Bulla-Regia etElkef) (Figure 38A). Toutes les souches isolées se caractérisent par une
croissance rapide (<24 h). Une grande variété en termes de couleur et de forme de colonies a
été observée pour chaque site (Figure 39). La collection est équilibrée au niveau de 1’organe
d’isolement (50% des souches proviennent des feuilles et 50% proviennent des tiges). En
terme d’enrichissement selon le site d’isolement, le site de Soliman présente l'ensemble de
souches significativement le plus abondant (P-value du test Khi2: 3.304e-11) avec 348
souches bactériennes endophytes. Les sites de Bulla-Regia, Ennfidha et EIKef présentent
respectivement des ensembles de souches bactériennes endophytes comptant 211, 214 et 227
souches.

La reconstitution du microbiote de chaque organe de chaque plante collectée a chaque
site a donné 160 consortia dont 78 consortia des tiges et 82 consortia des feuilles. Le nombre
de consortia reconstitués varie entre 18 consortia provenant des feuilles a Ennfidha a 24
consortia pour les feuilles et les tiges collectées & sur le site de Soliman. De maniere
intéressante, le nombre de consortia reconstitués n’est pas significativement différents entre
les sites d’origine, contrairement au nombre de souches bactériennes individuelles (P-value
du test Khi2: 0.5508).Ce résultat indique que la complexité des consortia en termes de
nombre de souches varie entre les sites. Plus précisément, la composition des consortia en
bactéries varie selon la plante collectée, 1’organe et le site d’origine (de 1 a 16 bactéries), par
exemple le site Soliman, les consortia a 7 souches bactériennes endophytes sont les plus
abondant. Les sites Elkef et Ennfidha sont les seuls deux sites présentant des consortia a 16
bactéries endophytes (Figure 38B).
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Figure 38. (A)Collection de souches bactériennes endophytes isolées a partir de deux organes
de plantes de M.truncatula collectées dans les sites du Nord de la Tunisien (Soliman,
Ennfidha, Bulla-Regia et EIKef). Localisation des sites de collecte auNord de la Tunisie. La
carte géographique a été construite a 1’aide des packages mapdata et mapplots. (B) Graphique
« Sunburst » montrantla complexitédes consortia bactériensendophytesen termes denombre de
souches bactériennespour chaque origine (combinaison Site_organe) avec BR_F pour Bulla-
Regia_Feuille; BR_T pour Bulla-Regia_Tige; E_F pour Ennfidha_Feuille ; E_T pour
Ennfidha_Tige ; K_F pour EIKef_Feuille ; K_T pour EIKef_Tige ; S_F pour Soliman_Feuille
et S_T pour Soliman_Tige. Le graphique « Sunburst » a été construit a 1’aide dupackage
ggplot du logiciel R.
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Figure 39. Illustration de la diversité morphologique dessouches bactériennes issues des sites
de collecte des échantillons de plantes de Medicago truncatula (Soliman, Ennfidha, Bulla-
Regia et EIKef)

2. Activité antifongique des consortia bactériens contre Phoma medicaginis et
Verticillium alfalfae
2.1. Activité antifongique des cellules végétatives des consortia bactériens

contre P.medicaginis et V.alfalfae

Les tests d'activité d’antagonisme direct entre les consortia bactériens et les souches
Pm8 de P.medicaginis et V31.2 de V.alfalfae ont montré que 1’activité antifongique varie
selon le consortia bactérien et la souche fongique (Figure 40). L’expérience a été réalisée en
« augmented block design » avec 4 ‘checks’ (ou souches de référence) évalués dans tous les
blocs: Arqual (Agrobacterium rhizogenes), DH5-alpha (Escherichia coli), RCR2011
(Sinorhizobium meliloti), A281 (Agrobacterium tumefaciens). La croissance fongique a été
suivie a 7 et 14 jours et l'activité antifongique des consortia bactériens contre les souches
fongiques a été évaluée en calculant I’aire sous la courbe de progression de croissance
(AUGPC). Les résultats ont montré un effet souche fongique. Des interactions significatives
ont été trouvées entre la souche fongique et le site d’origine des consortia bactériens, le
consortia bactérien, le site d’isolement et 1’organe d’isolement (Tableau 25). Pour I’activité
antifongique contre Pm8, 'ANOVA sur la base de 1’aire sous la courbe de la progression de la
croissance fongique (AUGPC) a montré un effet significatif du consortium bactérien (Annexe
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9). Cent trente consortia bactériens (soit 92% des consortia) ont montré un effet antagoniste
contre P.medicaginis avec différents niveaux d’antagonisme (faible, moyen ou fort). Ces
consortia appartenaient aux différents sites d’isolement. Les consortia les plus inhibiteurs ont
été BF25 (61,86%), EF6 (53,60%) et KT23 (51,25%) (les pourcentages d’inhibition sont
calculés a partir des AUGPC des consortia par rapport aux AUGPC des consortia). La
collection présente eégalement des consortia qui ont favorisé la croissance de Pm8 et qui
proviennent tous du site Bulla_Regia mais qui ne sont pas statistiquement significative par

rapport au control selon le test Dunnett.

Pour I’activité antifongique contre V31.2, 'ANOVA sur la base de ’aire sous la courbe
progressive de croissance (AUGPC) a montré un effet significatif du consortium bactérien
(Annexe 11). Cent trente-cing consortia bactériens (soit 93% des consortia) ont montré un
effet antagoniste contre V. alfalfae a différents niveaux d’antagonisme (faible, moyen ou fort).
Les consortia les plus inhibiteurs ont été BF25 (62,85%), BT4 (53,35%) et BT25 (53,17%).
La collection présente entre autre des consortia qui favorisaient la croissance de V31.2 et qui
provenaient de tous les sites de collecte mais qui ne sont pas statistiquement significative par

rapport au control selon le test Dunnett.
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Tableau 25. Analyse de la variance de type Ill de I’activité antifongique des cellules végétatives et les surnageants des consortia bactériens de

Medicago truncatula contre Phoma medicaginis et Verticillium alfalfae

L'analyse a été réalisée sur la base de 1’aire sous la courbe de progression de croissance des champignons (AUGPC). Les données ont été analysées avec un

modele linéaire mixte ou les souches fongiques, le site d’origine des consortia et I’organe d’origine des consortia et leur interaction ont été considérées

comme des effets fixes. L'expérience indépendante a été traitée comme un effet aléatoire.

Codes de signification pour les valeurs P: 0 ***' 0,001 **' 0,01 *' 0,05".'0,1 "' '1.

Cellules végétatives Surnageants
Source de Variation DF F value Pr(>F) F value Pr(>F)
Souche_fongique 1 18.4754 2.215e-05 *** 44,1428 7.424e-11%**
Sites 3 1.3307 0.271582 2.7841 0.0464341*
Organes 1 1.2931 0.255984 0.0000 0.9966066
Souche_fongique:Sites 3 1.8471 0.137707 5.5239 0.0009669***
Souche_fongique:Organes 1 0.5178 0.472106 0.3906 0.5322668
Sites:Organes 3 4.0078 0.007725** 4.6159 0.0033681**
Souche_fongique:Sites:Organes 3 1.3744 0.249700 1.0646 0.3636627
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Figure 40.Activité antifongique invitro des consortia bactériens endophytes contre Phoma medicaginis et Verticillum alfalfae sur la base de I’aire
sous courbe de progression de lacroissance (AUGPC) des souches fongiques. Deux répétitions biologiques ont été réalisées pour chaque

combinaison de consortia-champignon.
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2.2. Activite antifongique des filtrats des consortia bactériens contre

P.medicaginis et V.alfalfae

Les tests d'activité d’antagonisme des filtrats des consortia bactériens contre les souches Pm§
de P.medicaginis et V31.2 de V.alfalfae ont montré que 1’activité antifongique varie selon le
consortium bactérien et la souche fongique (Figure 41). L’expérience a été réalisée en
« augmented block design » avec 4 ‘checks’ (ou souches de référence) évalués dans tous les
blocs: Arqual (Agrobacterium rhizogenes), DH5-alpha (Escherichia coli), RCR2011
(Sinorhizobium meliloti), A281 (Agrobacterium tumefaciens). La croissance fongique a été
suivie a 7 et 14 jours et l'activité antifongique des consortia bactériens contre les souches
fongiques a été évaluée en calculant I’aire sous la courbe de progression de croissance
(AUGPC). Une interaction significative a été trouvée entre les souches fongiques et le site
d’isolement des consortia bactériens (Tableau 25). Pour I’activité antifongique contre Pm§,
I'"ANOVA sur la base de I’aire sous la courbe de la progression de la croissance fongique
(AUGPC) a montré un effet significatif du consortium bactérien (Annexe 12). Quarte-vingt
consortia bactériens (soit 63 % des consortia) ont montré un effet antagoniste contre
P.medicagins et V. alfalfae avec différent niveaux d’antagonisme (faible, moyen ou fort). Ces
consortia appartenaient aux différents sites d’isolement. Le consortium KT20 a montré le
pourcentage d'inhibition le plus élevé lors de I'utilisation du filtrat de culture bactérienne qui
inhibe la croissance de P.medicaginis de 34,49% et le consortium EF4 est le plus inhibiteur de

V. alfalfae avec un pourcentage d’inhibition égale a 40,41%.

La collection présente également des consortia qui favorisaient la croissance de Pm8 et
V31.2 et qui provenaient de tous les sites de collecte mais qui ne sont pas statistiquement
significative par rapport au control selon le test Dunnett.
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Figure 41.Activité antifongique invitro des filtrats des consortia bactériens endophytes contre Phoma medicaginis et Verticillium alfalfae sur la
base de I’aire sous courbe de progression de lacroissance (AUGPC) des souches fongiques. Deux répétitions biologiques ont été réalisées pour
chaque combinaison de consortia-champignon.
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3. Etude phylogénétique du consortium bactérien sélectionné

La sélection du consortium le plus actif a été basée sur les résultats des tests
d’antagonisme invitro. Le consortium ayant 1’effet inhibiteur le plus élevé par les cellules
végétatives, BF25, a étéchoisi pour continuer les travaux expérimentaux in-vivo sur la plante

M.truncatula.

Ce consortium est composé de 4 souches bactériennes. Une étude phylogénétique basée
sur le séquencage du géne Tuf (Facteur d’¢élongation) a été faite. Les résultats du Blast ont
montré que les souches BF25 1 et BF25 3 appartiennent a 1’espéce B. thuringiensis, la
souche BF25_2 est une souche de B. subtilis et BF25_4 est une souche de B. subtilissub sp.
spizizenii. Un arbre phylogénétique (Neighborjoining) des 4 souches de bactéries endophytes
constituant le consortium bactérien le plus actif et les souches de bactéries de référence a été
obtenu basées sur l'alignement des séquences nucléotidiques du gene de Tuf. La souche
Pseudomonas fluorescensstrain: FI28 a été choisie comme out-group (Figure 42). Les

séquences des souches bactériennes ont été déposées dans le site de Banklt.
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1_KCE10284_1_48-746_Bacillus_thuringiensis_strain_ATCC 10782
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Figure 42.Arbre phylogénétique (Neighborjoining) de 4 souches de bactéries
endophytesdu consortium BF25 avec une activité antifongique contre Phoma medicaginis et
Verticillium alfalafae et souches de bactéries de référence basées sur l'alignement des
séquences nucléotidiques du géne Tuf (Facteur d’élongation). Des valeurs bootstrap
supérieures a 50% sont indiquées dans cet arbre.
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4. Bio-protection des plantes de Medicagotruncatula contre I’infection par
Phomamedicaginis

4.1. Etude des paramétres de croissance et d’infection

Dans cet essai nous avons évalué ’effet protecteur du consortium le plus actif in-vitro
sur les plantes de M.truncatula contre I’infection P.medicaginis. Les paramétres etudiés
relatifs a la croissance —incluant le nombre des feuilles vertes (NFV), le nombre des racines
secondaires (NRS), la longueur des racines (LR), le poids frais des feuilles (PFF), le poids
frais des racines (PFR)- et les parameétres relatifs a 1’infection des plantules (longueur du
brunissement des racines (BR) et score des pycnides (PYC))varient significativement avec
I’inoculation par BF25 avec ou sans infection par Pm8 pour les deux lignées testées A17 et
F83005.5 de M.truncatula (Tableau 26 ; Figures 45,46, 44 , 45, 46, 47 et 48)

Comme attendu, I’analyse de corrélation entre les différents paramétres de croissance
(LR, NFV, NRS, PFF et PFR) a montré qu’ils sont positivement corrélés entre eux mais
négativement corrélés aux paramétres d’infection (BR et PYC). Le paramétre NRS est corrélé
négativement avec le paramétre LR (Figure 43).

Le regroupement de différents traitements des lignées A17 et F38 prétraitées ou non
avec BF25 et infectées ou non avec Pm8en fonction des paramétres de croissance et
d’infection montré cing groupes de traitements (Figure 44). Le cluster 1 contient le traitement
F38 prétraitée seulement avec BF25, avec de fortes valeurs de PYC et des faibles valeurs pour
les parametres de croissances (NFV, LR, PFF, PFR, NRS) ; le cluster 2 contient la lignée F38
infectée seulement avec Pm8 qui présente des fortes valeures de BR alors que le cluster 3
contient 3 traitements de la lignée A17 a savoir les plantules prétraitées seulement avec BF25,
les plantules infectées seulement avec Pm8 et les plantules prétraitées avec BF25 et infectées
par Pm8 qui présente des fortes a moyennes valeurs de NRS, BR et PYC et des faibles
valeurs de LR, PFF et PFR. Le cluster 4 contient la lignée F38 prétraitée avec BF25 et
infectée par Pm8 qui présnte des fortes valeurs de LR, PFF et PFR et des faibles valeurs de
NFV, NRS, BR et PYC. Le cluster 5 contient les traitements témoins Al7 et F83 avec des

fortes valeurs de parameétres de croissance et des faibles valeurs de parametres d’infection.
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Tableau 26. Analyse de la variance de type Il de ’AUGPC des paramétres de croissance : Nombre des Feuilles Vertes (NFV), Nombre de

Racines Secondaires (NRS), Longueur des Racines(LR), Poids Frais des Feuilles (PFF), Poids Frais des Racines (PFR), de Longueur du

Brunissement (BR) et du score de Pycnides (PYC) des plantes Medicago truncatula infectées ou pas par Phoma medicaginis et pré-inoculées ou

pas par le consortium bactérien BF25.

L'analyse a été réalisée sur la base de l'aire sous la courbe de progression des parameétres de croissance (AUGPC). Les données ont été analysées avec un

modele linéaire mixte ou le type de traitement, la lignée de M.truncatula et leur interaction ont été considéré comme un effet fixe. L'expérience indépendante a

été traitée comme un effet aléatoire. Codes de signification pour P:0 “***> 0,001 ‘*** 0.01 ‘** 0.05 ‘. 0.1 *” 1

LR NFV NRS PFF PFR BR PYC

Source de D F Pr>F) F Pr>F) F F PrF) F Pr>F) F Pr>F) F Pr(>F)
variation F  valu valu value Pr(>F wvalu value valu value

e e ) e e
Traitement 3 17.2 3.086e- 6.62 0.0002 2.884 0.036 11.0 7.487e- 8.936 1.138e- 272. <2.2e- 3438 <2e-

00 10 *** 58 45 *** 45* 120 Q7 *** 2 05 *** 132 16 *** 774 16 ***
Lignée 1 2.287e- 65.6 1.763e- 2.194 1.74 0.18788 6.996 0.00863 0.00 0.9994 2976 0.0856

33.2 08*** 119 14*** § 0.139 28 19 6 5 ** 0 4 1.

07 74
Traitement 3 131 5.219%- 1.37 2.156 0.093 7.20 0.00011 3.522 0.01554 11.7 2.983e- 1.679 0.1717
: 11 08 *** 60 0.2503 1 76 . 61 31 *** 1 1* 99 Q7 *** 2 2
Lignée 74
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Figure 43. Corrélations entre les parameétres de croissance et d’infection mesures sur des plantes de Medicago truncatula prétraitées avec le
consortium bactérien endophyte et infectées ou pas par Phoma medicaginis. Les coefficients de corrélation de Pearson par paires sont indiqués.
Les étoiles représentent des corrélations significatives selon le code de signification suivant pour les valeurs p: 0 ***' 0,001 **' 0,01 *' 0,05 "'

0,1 " 1. Le graphique a été obtenu a l'aide du package psych du logiciels R.
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Figure 44. Regroupement des traitements (Heatmap) en fonction des parametres de
croissance et de protection des lignées de Medicago truncatula (Al17 et F38) prétraitées ou
pas par le consortium bactérien BF25 contre I’infection par Phoma medicaginis. Le
regroupement hiérarchique des traitements a été calculé sur la base des corrélations de
Pearson. Les scores Z ont été calculés et utilisés pour générer la Heatmap. La couleur rouge
indique une activité élevée et la couleur bleue indique une faible activité. Le dendrogramme a
gauche montre les se regroupant en fonction de leur activités biologiques (cing groupes de 1 a
5). Le graphique a été obtenu en utilisant la fonction Heatmap du package ComplexHeatmap

du logiciel R.
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La comparaison des moyennes a montré que le prétraitement des plantes Al7 et
F83005.5 par le consortium BF25 n’a pas affecté les parameétres de croissance chez les plantes
non infectées par P. medicaginis a ’exception du poids frais des racines de A17 (45,46, 44 ,
45, 46, 47 et 48). D’un autre coté I’infection des plantes par P.medicaginis a réduit ’ensemble
des paramétres de croissance chez les plantes de F83005.5 non prétraitées par le consortium
bactérien BF25 mais pas chez les plantes de la lignée A17. Le prétraitement des plantes par
BF25 et leur infection par Pm8 n’a pas montré d’effet par rapport aux plantes infectées
seulement par Pm8 chez Al7. Par contre il a augmenté significativement la longueur des
racines et le poids frais des feuilles et des racines chez F83005.5 (Figures 45,46, 44 , 45, 46,
47 et 48).

Concernant les paramétres reflétant 1’infection, le brunissement des racines (BR) et le
score des pycnides (PYC), il y a une diminution du BR chez les plantes prétraitées par BF25
et infectées par Pm8 en comparaison aux plantes infectées seulement par Pm8 chez la lignée
A17 mais pas chez F83005.5 (Figure 49). Pour le paramétre PYC, il y a une diminution chez
les plantes preétraitées par BF25 et infectées par Pm8 en comparaison aux plantes infectées

seulement par Pm8 chez les deux lignées de M. truncatula (Figure 50).
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Figure 45. Effet du prétraitement par le consortium bactérien BF25 et de I’infection par
Phoma medicaginis (Pm8) sur 1’aire sous la courbe d’évolution du nombre des feuilles vertes
chez les deux lignées (A17 et F83005.5) de Medicago truncatula. Les lettres indiquent des

différences significatives telles que révélées par le test de Tukey (P <0,05).
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Figure 46. Effet du prétraitement par le consortium bactérien BF25 et de I’infection par
Phoma medicaginis (Pm8) sur 1’aire sous la courbe d’évolution du la longueur des racines
chez les deux lignées (A17 et F83005.5) de Medicago truncatula. Les lettres indiquent des
différences significatives telles que révélées par le test de Tukey (P <0,05).
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Figure 47. Effet du prétraitement par le consortium bactérien BF25 et de I’infection par
Phoma medicaginis (Pm8) sur 1’aire sous la courbe d’évolution du nombre des racines
secondaires chez les deux lignées (A17 et F83005.5) de Medicago truncatula. Les lettres

indiquent des différences significatives telles que révélées par le test de Tukey (P <0,05).
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Figure 48.Effet du prétraitement par le consortium bactérien BF25 et de I’infection par
Phoma medicaginis (Pm8) sur le poids frais des feuilles chez les deux lignées (Al7 et
F83005.5) de Medicago truncatula. Les lettres indiquent des différences significatives telles

que révélées par le test de Tukey (P <0,05).
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Figure 49. Effet du prétraitement par le consortium bactérien BF25 et de I’infection par
Phoma medicaginis (Pm8) sur le poids frais des racines chez les deux lignées (Al7 et
F83005.5) de Medicago truncatula. Les lettres indiquent des différences significatives telles

que révélées par le test de Tukey (P <0,05).
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Figure 50. Effet du prétraitement des lignées A17 et F83005.5 de Medicago truncatula par le
consortium bactérien BF25 avec ou sans infection par Phoma medicaginis (Pm8) sur 1’aire
sous la courbe de progression du brunissement des racines. Les lettres indiquent des

différences significatives telles que révélées par le test de Tukey (P <0,05).
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Figure 51.Effet du prétraitement des lignées A17 et F83005.5 de Medicago truncatula par le
consortium bactérien BF25 avec ou sans infection par Phoma medicaginis (Pm8) sur I’aire
sous la courbe de progression du score des pycnides de Pm8 sur les racines. Les lettres
indiquent des différences significatives telles que révélées par le test de Tukey (P <0,05).
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3.2.  Analyse de ’expression relative des génes cibles par q-RT-PCR chez les plantes

de la lignée A17 de M.truncatula
Nous avons étudié I’expression des geénes impliqués dans

Q) la voie de I’acide Jasmonique-Ethyléne (JA/ET), a savoir le gene PAL
(phenylalanineammonia-lyase) qui est impliqué dans la biosynthese des
phenylpropanoides, et le gene LOX (Lipoxygenase) ;

(i) la voie de I’acide salicylique (SA) a savoir le géne PR4 (pathogenesis-
relatedprotein 4) qui code pour une chitinase, le gene PR5 (pathogenesis-
relatedprotein 5) qui code pour une thaumatin-likeprotein et le géne PR10

(pathogenesis-relatedprotein 10).
Le géne de ménage Act codant pour la B-actine a été choisi comme gene de référence.

L’analyse des résultats de la q-RT-PCR ont montré que I’expression des génes varie en
fonction de 1’organe, de 1’application ou non du pré-traitement par le consortium bactérien et

de I’infection ou pas par Pm8 (Tableau 27).

Le regroupement de différents traitements des organes (Feuilles et Racines) de Al7
prétraitées ou non avec BF25 et infectées ou non avec Pm8 en fonction de I’expression des
geénes de défense (LOX, PAL, PR4, PR5 et PR10) dans I’echantillon (Figure 52). Le cluster 1
contient le traitement les racines d’A17 prétraitées seulement avec BF25, avec de faible
expression pour tous les genes ; le cluster 2 contient les feuilles d’A17 prétraitées seulement
par BF25 qui présente une moyenne expressiondu gene PR10 uniquement alors que le cluster
3 contient les traitements controls (feuilles et racines) ou les genes sont faiblement exprimés.
Le cluster 4 contient les racines d’A17 infectées seulement avec Pm8 présentant une moyenne
expression des genes LOX, PAL et PR4. Le cluster 5 contient les traitements feuilles d’A17
infectées seulement avec Pm8 et les feuilles prétraitées par BF25 et infectées par Pm8
distinguées par une moyenne a faibles expression de tous les génes étudiés. Le cluster 6 est
représenté par les racines d’A17 prétraitées par BF25 et infectées par Pm8 qui ont forte

expression de tous genes étudies (Figure 52)
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Figure 52. Regroupement des traitements (Heatmap) en fonction de 1’expression des
génes de défense (LOX, PAL, PR4, PR5 et PR10). Le regroupement hiérarchique des
traitements a été calculé sur la base des corrélations de Pearson. Les scores Z ont été calculés
et utilises pour générer la Heatmap. La couleur rouge indique une activité élevée et la couleur
bleue indique une faible activité. Le dendrogramme a gauche montre les traitements se
regroupant en fonction de I’expression des génes de défense (Six groupes de 1 a 6). Le
graphique a été obtenu en utilisant la fonction Heatmap du package ComplexHeatmap du
logiciel R.
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Alors que I’expression des genes LOX et PAL est induite dans les feuilles et les
racinespar I’inoculation des plantes par le pathogeéne, une induction encore plus marquée de
leur expression est observée dans les racines des plantes ayant subi un pré-traitement par le

consortium bactérien préalablement a I’inoculation avec Pm8 (Figure 53 et 54).

Concernant le gene PR4, aucune variation de son expression dans les feuilles et les
racines n’a été observée suite au prétraitement par BF25 et a I’infection par PmS, a
I’exception de I’augmentation tres significative de son expression dans les racines suite au
prétraitement des plantes par B25 et a I’infection par Pm8 (Figure 55). L expression du geéne
PR5 est induite dans les racines suite a 1’inoculation par PmS et trés fortement induite dans les
deux organes suite au prétraitement des plantes par BF25 et leur infection par Pm8 (Figure
56).Pour le géne PR10, une augmentation significative de 1’expression de ce géne a été notée
dans les racines des plantes prétraitées par BF25 et infectées par Pm8 par rapport aux plantes
seulement infectées par Pm8, alors que dans les feuilles, ce gene est induit de maniére
similaire en réponse a l’infection par Pm8 seule ou combinée a un pré-traitement par le

consortium bactérien (Figure 57).

L’expression des génes PR4, PR5et PR10 n’a pas changé dans les feuilles et les racines
des plantes seulement prétraitées par BF25 en comparaison aux plantes non prétraitées par le

consortium bactérien (Figure 55, 56 et 57).
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Tableau 27. Analyse de la variance de type 11l de I’expression relative des génes LOX, Pal, PR4, PR5 et PR10 des plantes Medicago truncatula

infectées ou pas par Phoma medicaginis et pré-inoculées par le consortium bactérien

L'analyse a été réalisée sur la base de l'aire sous la courbe de 1’expression relative des génes. Les données ont été analysées avec un modele linéaire mixte

ou le type de traitement, ’organe et leur interaction ont été considéré comme un effet fixe. L'expérience indépendante a été traitée comme un effet aléatoire.
Codes de signification pour P:0 “*** 0,001 ‘**’ 0.01 “** 0.05 ‘. 0.1 ** 1

LOX PAL PR4 PR5 PR10

Source de DF F Pr(>F) F Pr(>F) F Pr(>F) Fvalue Pr(>F) F Pr(>F)
variation value value value value
Traitement 3 269.1 1.366e-07 257.47 1.593e-07 86.72 6.708e-06 199.970 7.342e-08 547.6 1.354e-09

3 **%* 9 **k* 6 **k* 3 **kk 2 *k%k
Organe 1 2929 5.700e-07 12.777 0.009042 ** 44.64 0.0002821 0.8462 0.384524 468.2 2.193e-08

9 **%* 8 **k* 0 *k%k
Traitement: 3 1447 1.163e-06 49.976 4.288e-05 79.42 9.039%e-06 11.2704 0.003035 267.5 2.325e-08
Organe 7 **k%k **k*k 9 **k*k *% 6 *k*k
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Figure 53. Effet du prétraitement par le consortium bactérien BF25 et de I’infection par
Phoma medicaginis sur 1’expression relative du géne de la LOX (Lipoxygénase) dans les
feuilles et les racines de la lignée A17 de Medicago truncatula a 24 h aprés I’infection par
Pm8. Control : plantes non prétraitées et non infectées ; BF25 : plantes seulement prétraitées
par le consortium bactérien BF25; BF25 Pm8 : plantes prétraitées par BF25 et infectées par
Pm8; Pm8: plantes seulement infectées par Pm8. Les lettres indiquent des différences
significatives telles que révéleées par le test de Tukey (P <0,05).
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Figure 54. Effet du prétraitement par le consortium bactérien BF25 et de I’infection par
Phoma medicaginis sur I’expression relative du géne de la PAL (phenylalanine ammonia-
lyase) dans les feuilles et les racines de la lignée A17 de Medicago truncatula a 24 h apres
I’infection par PmS8. Contrdle : plantes non prétraitées et non infectées; BF25: plantes
seulement prétraitées par le consortium bactérien BF25 ; BF25_Pm8 : plantes prétraitées par
BF25 et infectées par Pm8 ; Pm8 : plantes seulement infectées par Pm8. Les lettres indiquent

des différences significatives telles que révélées par le test de Tukey (P <0,05).
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Figure 55. Effet du prétraitement par le consortium bactérien BF25 et de I’infection par
Phoma medicaginis sur I’expression relative du géne de la PR4 (pathogenesis-related
protein4) dans les feuilles et les racines de la lignée A17 de Medicago truncatula a 24 h apres
I’infection par PmS8. Contrdle : plantes non prétraitées et non infectées; BF25: plantes
seulement prétraitées par le consortium bactérien BF25 ; BF25 Pm8 : plantes prétraitées par
BF25 et infectées par Pm8 ; Pm8 : plantes seulement infectées par Pm8. Les lettres indiquent

des différences significatives telles que révélées par le test de Tukey (P <0,05).
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Figure 56. Effet du prétraitement par le consortium bactérien BF25 et de I’infection par
Phoma medicaginis sur I’expression relative du géne de la PR5 (pathogenesis-related
proteinb) dans les feuilles et les racines de la lignée A17 de Medicago truncatula a 24 h apres
I’infection par Pm8. Contrdle : plantes non prétraitées et non infectées; BF25: plantes
seulement prétraitées par le consortium bactérien BF25 ; BF25_Pm8 : plantes prétraitées par
BF25 et infectées par Pm8 ; Pm8 : plantes seulement infectées par Pm8. Les lettres indiquent

des différences significatives telles que révélées par le test de Tukey (P <0,05).
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Figure 57. Effet du prétraitement par le consortium bactérien BF25 et de I’infection par
Phoma medicaginis sur 1’expression relative du géne de la PRI10 (pathogenesis-
relatedprotein10) dans les feuilles et les racines de la lignée A17 de Medicago truncatula a 24
h aprés I’infection par Pm8. Contréle : plantes non prétraitées et non infectées ; BF25 : plantes
seulement prétraitées par le consortium bactérien BF25 ; BF25 Pm8 : plantes prétraitées par
BF25 et infectées par Pm8 ; Pm8 : plantes seulement infectées par Pm8. Les lettres indiquent

des différences significatives telles que révélées par le test de Tukey (P <0,05).
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5. Essai de contrble biologique invivo de Verticillium alfalfae sur des plantes de

Medicago truncatula par le consortium bactérien endophyte

L effet du consortium bactérien sur la réponse des plantes deM. truncatula a I’infection
par V.alfalfae a été étudié en utilisant deux parametres d’infection a savoir 1’aire sous la
courbe de progression de maladie (AUDPC)et lescore maximal de symptémes (MSS) et un
paramétre de croissance a savoir le poids frais des feuilles (PFF). L’analyse de corrélation
entre les parameétres d’infection et celui de croissance a montré que les deux parameétres
d’infection sont corrélés positivement entre eux et négativement corrélés au parameétre de

croissance (Figure 58).

Le regroupement de différents traitements des lignées de M.truncatula (A17 et F38) de
prétraitées ou non avec BF25 et infectées ou non avec V31.2 en fonction des valeurs des
paramétres d’infection (AUDPC et MSS) et du paramétre de croissance (PFF) (Figure 59). Le
cluster 1 contient les traitements controls (Al7 et F38) ainsi que les traitements prétraités
seulement avec BF25 qui présentent des faibles valeurs des paramétres d’infection et des
moyennes valeurs de PFF; le cluster 2 contient les plantules de la lignées A17 prétraitées par
BF25 et infectées par V31 .2 qui présente des fortes valeurs de PFF uniquement alors que le
cluster 3 contient les plantules de A17 infectées seulement avec V31.2 et qui présentent des
moyennes valeurs des paramétres d’infection et de PFF. Le cluster 4 contient les plantules de
la lignée F83 prétraitées par BF25 et infectées par VV31.2 et les plantules de la lignée F83
infectées seulement avec VV31.2 qui présentent des fortes valeurs de paramétres d’infection et
de tres faibles valeurs de PFF (Figure 59)

Les résultats pour le paramétre de 1’aire sous la courbe de progression des symptdomes
de la maladie (AUDPC) basée sur la cinétique de score des symptomes de |’attaque par V31.2
des lignées A17 et F83005.5prétraitées ou non par le consortium bactérienont montré qu’il ya
une différence significative entre les traitements chez la lignée A17 mais pas chez la lignée
F83005.5 (Tableau 28). Ainsi L’AUDPC est plus élevée chez les plantes Al7 infectées
seulement par V31.2 par rapport aux plantes prétraitées par BF25 et infectées par V31.2
(Figure 60).

Les résultats pour le paramétre du score maximal de symptomes (MSS) d’attaque de
V31.2 sur les lignées A17 et F83005.5prétraitées ou non par le consortium bactérien BF250nt
montré qu’il ya une différence significative entre les traitements chez la lignée A17 et une

difféerence sub-signification chez la lignée F83005.5 (Tableau 28). Le MSS est plus faible
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chez les plantesAl7 prétraitées par BF25 et infectées par VV31.2 par rapport celles infectées

seulement par VV31.2 (Figure 61).

Des différences significatives pour le paramétre de croissance, poids frais des feuilles
(PFF), ont été observées chez les deux lignées Al7 et F83005.5 lorsque celles-ci sont
prétraitées ou non par le consortium bactérien BF25 et infectées ou non par V31.2 (Tableau
28). Le PFF est plus faible chez les plantes A17 seulement infectées par VV31.2 par rapport a
celles prétraitées par BF25 et infectées par VV31.2, a celles seulement prétraitées avec BF25 et
aux plantes contréle (non prétraitées par BF25 et non infectées par V31.2). Par contre, chez
les plantes F83005.5, le PFF est plus faible chez les plantes infectées par VV31.2 par rapport a
celles non infectées, et ce que les plantes aient été pré-traitées ou pas avec le consortium

bactérien (Figure 62).
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Figure 58. Corrélations entre le parametre de croissance et les parametres d’infection mesurés
sur des plantes de Medicago truncatula prétraitées par du consortium bactérien endophyte et
infectées ou pas par Verticillium alfalfae. Les coefficients de corrélation de Pearson par paires
sont indiqués. Les étoiles représentent des corrélations significatives selon le code de

signification suivant pour les valeurs p: 0 ***' 0,001 **' 0,01 *' 0,05 '.' 0,1 " 1. Le graphique

a été obtenu a l'aide du package psych du logiciels R.
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Figure 59. Regroupement des traitements (Heatmap) en fonction du paramétre de croissance
(PFF) et d’infection (AUDPC et MSS) des lignées (A17 et F38) de Medicago truncatula
prétraitées ou non parle consortium bactérien BF25 et infectées ou pas par Verticillium
alfalfae (V31.2). Le regroupement hiérarchique des traitements a été calculé sur la base des
corrélations de Pearson. Les scores Z ont été calculés et utilisés pour générer la Heatmap. La
couleur rouge indique une activité élevée et la couleur bleue indique une faible activité. Le
dendrogramme a gauche montre les traitements se regroupant en fonction de des valeurs des
paramétres PFF, AUDPC et MSS (quatres groupes de 1 a 4). Le graphique a été obtenu en
utilisant la fonction Heatmap du package ComplexHeatmap du logiciel R.
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Tableau 28. Analyse de la variance de type Ill de I’évolution des symptomes d’'infection
(AUDPC) du Score Maximal de Symptome (MSS) et du Poids Frais des Feuilles (PFF) des
plantes de Medicago truncatula infectées Verticillium alfalfae prétraitées par le consortium
bactérien BF25.

Les données ont été analysées avec un modéle linéaire mixte ou le traitement, la lignée et leur
interaction ont été considéré comme un effet fixeet I'expérience indépendante a été traité comme un

effet aléatoire.

Signification du Codepour P :0 “***>(0.001 “*** 0.01 “** 0.05°.> 0.1 “* 1

AUDPC MSS PFF

Source de D F Pr(>F) F Pr(>F) F Pr(>F)
variation F value value value
Traitement 3 54050 <2.2e-16 429.78 < 2.2e-16 126.1 < 2.2e-16

9 **k*k 4 **kk 8 *kk
Lignée 1 162.88 <2.2e-16 122.38 < 2.2e-16 3414 <2.2e-16

4 **k*k O *kk 1 *kk
Traitement: 3 61.178 <2.2e-16 45634 < 2.2e-16 2089 <2.2e-16
ngnée **k*k *kk O **kk
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Figure 60. Effet de prétraitement des plantes de Medicago truncatula (A17 et F83005.5) par
le consortium bactérien BF25 sur 1I’évolution des symptomes d’infection de Verticillium
alfalfae. Les lettres indiquent des différences significatives telles que révélées par le test de
Tukey (P <0,05).V31.2: plantes seulement infectées par la souche V31.2 de V. alfalfae ;
BF25+V31.2 : plantes prétraitées par le consortium BF25 et infectées par V31.2.
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Figure 61. Effet de prétraitement des plantes de Medicago truncatula (A17 et F83005.5) par
le consortium bactérien BF25 sur 1’évolution du score maximal de symptomes de Verticillium
alfalfae. Les lettres indiquent des différences significatives tel que révélé par le test de Tukey
(P <0,05). V31.2: plantes infectées seulement par la souche V31.2 de V. alfalfae;
BF25+V31.2 : plantes prétraitées par le consortium BF25 et infectées par V31.2.
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Figure 62. Effet de prétraitement des plantes de Medicago truncatula (A17 et F83005.5) par
le consortium bactérien BF25 et de I’infection par Verticillium alfalfae sur le poids frais des
feuilles. Les lettres indiquent des différences significatives telles que révélées par le test de
Tukey (P <0,05). Control : plantes non prétraitées avec BF25 et non infectées par V31.2 ;
BF25 : plantes seulement prétraitées avec BF25 : VV31.2 : plantes seulement infectées par la
souche V31.2 de V. alfalfae ; BF25+V31.2 : plantes prétraitées par le consortium BF25 et
infectées par V31.2.

170



6\

Dfscussion

171



Les fongicides synthétiques sont utilisés pour lutter contre les maladies avec un colt
global supérieur a 1 milliard de dollars (Hua et al., 2018) et un impact négatif sur
I'environnement et la santé humaine. Par conséquent, il est nécessaire de développer des
méthodes de protection pré-et post-récolte des cultures avec des produits non toxiques, qui
sont respectueux de lI'environnement et également de la santé animale et humaine, comme le
biocontrole par les endophytes. Les bactéries endophytes ont attiré I'attention en raison de
leurs activités visant & promouvoir la croissance des plantes et les stratégies de lutte
biologique qui peuvent étre appliquées soit en pré-récolte ou en post-récolte du fruit ou du

légume.

Dans une premiére partie de cette étude, nous avons vise a sélectionner des souches de
bactéries endophytes efficaces pour contrdler I'infection par Botrytis cinerea sur les fruits de
tomates en post-récolte. Cet agent pathogéne est considéré comme I'un des plus importants en
termes de pertes économiques engendrées pour le secteur agricole dans le monde (Dean et al.,
2012; Jin and Wu, 2015). La sélection des bactéries endophytes a été faite en fonction de leur
activité antifongique et en tenant compte de leur effet sur la germination des graines et la

croissance des plantulesde tomate.

Un total de 50 souches bactériennes endophytes a été isolé a partir d'organes a€riens et
racinaires de plantes de tomates saines dans six localités de la région de la péninsule
tunisienne du Cap Bon. Malgré la proximité entre les localités prospectées (<53 km), une
différence importante en terme de nombre et d'espéces de souches de bactéries endophytes a
été observée. Ces différences substantielles dans les communautés bactériennes endophytes, a
une petite échelle géographique, peuvent s'expliquer par la différence dans la composition du
sol et le systeme de culture de I'exploitation (Vos and Velicer, 2006; Vos et al., 2013). Au
niveau des organes végétaux, les résultats ont montré une dominance des souches de bactéries
isolées a partir des feuilles de tomate par rapport aux autres organes. Un tel résultat peut étre
lie a la faculté connue des endophytes de migrer des racines vers les organes supérieurs de la
plante pour atteindre les feuilles (Bodenhausen et al., 2013; Rekosz-Burlaga et al., 2014). La
colonisation abondante des feuilles peut indiquer la contribution de ces microorganismes a
I'efficacité de la photosynthese et/ou a la protection de ces organes vitaux contre les maladies.
En effet, plusieurs travaux démontrent I'action bénéfique des microorganismes endophytes sur
la photosynthése en augmentant la teneur en chlorophylle, I'efficacité photochimique ou le
taux net d'assimilation du CO, (Rho et Kim, 2017; Mnasri et al., 2017) ainsi que leurs

propriétés de protection contre les agents pathogenes (Pavithra et al., 2020). Les tests
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d’antagonisme invitro contre B. cinerea via les COV bactériens ont montré que 18 souches de
bactéries de la collection produisent des COV ayant une activité antifongique. Comme en
témoigne le séquencage de I'ARNr 16S, celles-ci appartiennent a différentes espéces de
genres Bacillus et Enterobacter avec un enrichissement significatif en souches du genre
Bacillus. Les souches de Bacillus colonisant les plantes sont impliquées dans de hombreux
processus physiologiques et de tolérance au stress en améliorant la croissance et la santé des
plantes (Earl et al., 2008 ; Mnasri et al., 2017). Dans cette étude, la majorité des souches
antagonistes de Bacillus identifiées ont montré un effet neutre a promoteur sur la germination
des graines de tomates ou la croissance des plantules, ce qui indique leur rdle potentiel dans
I’amélioration de la croissance de la tomate et la protection contre Botrytis. Le genre Bacillus
est déja connu pour abriter de puissantes souches antagonistes aux agents pathogénes des
plantes assurant une protection efficace des plantes grace a la production de composés
organiques volatils (Kefi et al., 2015; Mnasri et al., 2017; Jiang et al., 2018) ainsi que des
composés solubles tels que les lipopeptides et les enzymes hydrolytiques (Ben Slimene et al.,
2012; Slimene et al., 2015). A notre connaissance, il s'agit du premier rapport d'activité
antifongique des COV contre B. cinerea produit par B. nakamurai, B. pseudomycoides, B.
proteolyticus, B. thuringiensis, ainsi que E. asburiae et E. cloacae. Néanmoins, des espéces
de Bacillus comme B. amyloliquefaciens (Gotor-Vila et al., 2017), B. velezensis (Gao et al.,
2017; Jiang et al., 2018), B. subtilis (Gao et al., 2018;Zhao et al., 2019), B. vallismortis (Li et
al., 2019) et B. toyonensis (Contreras-Pérez et al., 2019) sont connues pour produire des COV
antifongiques contre plusieurs phytopathogenes dont B. cinerea. Les espéces endophytes
isolées d'Enterobacter (E. asburiae et E. cloacae) ont produit des COV antifongiques contre
B. cinerea. Diverses especes d'Enterobacter sont connues pour coloniser les tissus internes
des plantes, améliorer la croissance des plantes et prévenir les attaques d'agents pathogenes
(Jha et al., 2011; Latha et al., 2019; Singh et al., 2020). Des études antérieures ont montré que
les souches d'E. AsburiaeKDKS5-49 et Vit-7 produisent des COV antifongiques contre
Phytophthora capsici (Toh et al.,, 2016) et Aspergillus flavus(Gong et al., 2019),
respectivement. Enterobacter cloacae a une activité antifongique contre plusieurs agents
pathogénes tels que Fusarium oxysporum f. sp. spinaciae (Tsuda et al., 2001),
Mycosphaerella fijiensis (Macedo Raygoza et al., 2019), Sclerotium rolfsii (Mahartha and
Suprapta, 2018) et Phytophthora sojae ( Zhao et al., 2018).

Aucune corrélation significative entre les activités antifongiques et PGP mediée par les

COV n’a été mise en évidence. Deux hypotheses peuvent étre faites: (i) la premiére hypothése
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est que notre résultat est en faveur de la spécialisation des bactéries endophytes vers
I'antagonisme ou les activités de PGP; (ii) la seconde, c’est que le protocole utilisé (double
culture assay) a peut-étre favorisé la sélection de souches antagonistes au détriment des
souches PGP en raison de la forte concentration des COV. La premiére hypothese est
supportée par les travaux de Walitang et al. (2017) qui ont montré que des souches isolées a
partir de différents cultivars de riz ont des caractéristiques distinctes montrant une certaine
specificité dans leurs activités. Par exemple, les souches de Flavobacterium sp. sont des
solubilisants de phosphate et des producteurs dacide indole-3-acétique, tandis que
Pseudomonas sp. etXanthomonassp.ont une activité pectinase et cellulase trées élevée
(Walitang et al., 2017). La seconde hypothése est supportée par les travaux d'Asari et al.
(2016) indiquant que I'activité promotrice et antagoniste des plantes par les COV dépend de la
dose: alors que l'activité PGP nécessite une faible concentration de volatils, I’activité
antagoniste est favorisée par une concentration élevée de ces composes. Au niveau pratique,
la spécialisation observée dans les activités biologiques des bactéries endophytes constitue un
défi pour le développement de bio-inocula a large spectre a usage agricole. Ce probléme peut
étre géré en développant des inocula contenant un consortium de souches de bactéries
compatibles avec des activités biologiques complémentaires comme indiqué dans des travaux
antérieurs (Thakkar and Saraf, 2015; Palmieri et al., 2017; Taha et al., 2019).

Sur la base de ces résultats, nous avons sélectionné des souches de bactéries endophytes
qui ont de fortes activités antifongiques COV et ayant autant que possible un effet PGP sur la
germination des graines et la croissance des plantules de tomates. Quatre souches de Bacillus
(BFI1, DHT2, H1F1 et H2FI2) et une souche d'Enterobacter (TR1) ont été sélectionnées et
utilisées pour le contrdle post-récolte de B. cinerea sur des tomates en utilisant leurs COV et
leurs cellules végétatives. Les activités de cellulase, depectinase, d’amylase, dephytase, de
xylanase et de chitinase ont été mises en évidence dans presque toutes les souches de bactéries
endophytes selectionnées. De telles activités enzymatiques constituent des caractéristiques
importantes pour les endophytes pour la colonisation des tissus végétaux. Ces endophytes
bactériens ont également montré des activités enzymatiques PGP prometteuses, y compris la
production d'ammoniac et de sidérophores et la solubilisation du phosphate. Les souches de
Bacillus sélectionnées ont réduit de maniere significative la pourriture des fruits causée par B.
cinerea par leurs cellules végétatives probablement en raison de leur capacité a produire
plusieurs enzymes hydrolytiques comme indiqué ci-dessus. Selon Essghaier et al. (2009), le

contréle biologique de B. cinerea sur les fraises est corrélé a la production d'enzymes
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hydrolytiques (chitinase, cellulose, protéase, 3-1,3 glucanase) par Bacillus spp.(souche 1502).
De plus, Zhang et al.(2010) ont montré que la production de glucanase, de chitinase et de
protéases par la souchePL5 d’Aureobasidium pullulans réduit 1’infection en post-récolte de
Monilinia laxa chez la pomme et la péche. En comparaison aux souches sélectionnées de
Bacillus, la souche Enterobacter TR1 a montreé I'effet le plus protecteur contre la pourriture de
B. cinerea sur les fruits de tomate grace aux COV qu’elle produit. En tant que spécimen
clinique potentiel, cette souche ne peut pas étre appliquée directement sur les plantes, mais les
COVs bioactifs qu'elle émet peuvent étre utilisés pour la lutte biologique contre la moisissure

grise et potentiellement testés contre d'autres champignons en post-récolte.

L'identification par GC-MS des COVs bactériens a montré un ensemble de sept
composés communs produits par les cing souches de bactéries endophytes antifongiques
sélectionnées, a savoir le 1-octyn-3-ol, 4-éthyle; le B-fenchol; le benzene, m-di-tertbutyle; la2-
Undecanone; 1a3,3,5 triméthylbicyclo [3.3.0] octan-2,8-dione; la2- Pentadécanone, 6,10,14
triméthyl et un composé non identifié. Ces COVs peuvent étre impliqués dans des processus
biologiques vitaux chez les bactéries tels que la communication, I'adaptation
environnementale et la défense contre d'autres microbes (Chernin et al., 2013 ;Audrain et al.,
2015). En effet, les volatils du groupe cétone comme la 2-Undecanone sont synthétisés par
différents genres de bactéries et sont connus pour leur activité antibactérienne (Melkina et al.,
2017 ;Veselova et al., 2019). Certaines souches de bactéries telles que TR1 et DHT2 émettent
des composés contenant du soufre, y compris le disulfure de diméthyle et le trisulfure de
diméthyle connus pour leurs activités antifongiques contre plusieurs agents pathogenes dont
les oomyceétes tels que Pythium myriotylum et Phytophthora capsici (Agisha et al., 2019) et
les champignons tels que Rhizoctonia solani, Athelia rolfsii, Colletotrichum gloeosporioides,
Magnaporthe oryzae, Gibberella moniliform is et B. cinerea (Elkahoui et al., 2015;
Hernandez-Ledn et al., 2015 ; Agisha et al., 2019). Les souches DHT2 et H1F1 produisent du
cyclohexanol, du 4 méthyle et du 2-heptanone, 6-méthyle qui sont rapportés pour leurs
activités antifongiques chez Bacillus spp. (Morita et al., 2019). Les souches TR1 et
H2FI12produisent la 2-heptanone qui est connue pour ces activités insecticides et antifongiques
particulierement contre Pythium irrégulier, R. solani et F. oxysporum (Cole and Blum, 1975)
et a été également liée a l'activité antifongique de B. amyloliquefaciens DA12 contre les
especes Fusarium (Lee et al., 2017). La souche H2FI2 produit sept substances volatiles
spécifiques avec le Dodécanal comme composé majeur; celui-ci a des activités antifongiques

(R. solani et Bipolarisoryzae) et antibactériennes (Xanthomonas oryzae) en tant que composé
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pur (Chanprapai et al., 2018) et est également lié a I'antagonisme bactérien endophytique (Kai
et al., 2007; Li et al., 2015). Les souches H1F1 et BFI1 produisent trois et six COVs
spécifiques, respectivement d'activité antimicrobienne inconnue; suggérant qu'ils pourraient
étre de nouveaux COVs bioactifs pour le controle de B. cinerea. Une analyse plus
approfondie doit étre effectuée pour identifier ces composés volatils et étudier leurs activités
antifongiques. La souche Enterobacter TR1 qui a I'effet protecteur le plus important invivo
contre la pourriture de B. cinerea sur les fruits de tomate produit au total 57 COV (a 7 et 14 j)
dont deux (le 3-méthylbutan-1 ol et le 2-furanméthanol) sont considérés comme biomarqueurs
d'E. cloacae (Lawal et al., 2018) et trois composés (le 3-méthylbutan-1-ol, le pentadécane et
la 2-octanone) précédemment signalés pour leurs activités antifongiques (Li et al., 2020).
Cette etude a montré une activité antifongique notable du principal composé volatil 3-
méthylbutan-1-ol produit par la souche TR1 qui supprime totalement I'infection par B. cinerea
a 0,442 mL L1 sans altération visible sur les fruits de tomate. Calvo et al. (2020) ont
également montré que le 3-méthylbutan-1-ol a une activité antifongique contre B. cinerea a
0,1 mL L™ dans les raisins de table. La différence entre I'efficacité de I'activité antifongique
du 3-méthylbutan-1-ol dans cette étude par rapport a Calvo et al. (2020) peut s'expliquer en
partie par la différence de réaction des souches de B. cinerea utilisées. Ceci est corroboré par
le fait que nous avons observé une différence significative entre la sensibilité des souches S2
et S5 de B. cinerea en reaction au 3-methylbutan-1-ol. Ainsi, avant 1’application de ce
composé antifongique volatil potentiel, il est crucial de déterminer non seulement la dose
active mais aussi son spectre d’activité contre différentes souches fongiques, la phytotoxicité

sur diverses espéces de fruits et les effets sur la qualité des fruits.
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Dans la seconde partie de ce travail, nous avons mené une étude chez la plante modele
Medicago truncatula pour évaluer 1’effet bio-protecteur en pré-récolte de consortia bactériens
endophytes contre Phoma medicaginis, I’agent de la tige noire, et Verticillium alfalfae,
responsable de la verticilliose. L utilisation des consortia bactériens peut étre la solution pour
avoir des inocula biologiques plus efficaces pour le traitement des maladies des plantes
comme décrit dans des études antérieures (Thakkar et Saraf, 2015; Palmieri et al., 2017; Taha
etal., 2019).

Un total de 976 souches bactériennes endophytes a été isolé a partir d'organes aériens
des plants de luzerne annuelle de quatre localités du Nord tunisien. Ces quatre sites présentent
des différences dans la salinité des sols, avec deux sites salins (Ennfidha et Soliman) et deux
sites non salins (Bulla-Regia et Elkef). A notre connaissance, c’est le premier rapport qui
étudie la constitution bactérienne endophytes de M. truncatula dans des sols salins et non
salins en Tunisie. Une différence importante en termes de nombre et d'especes de souches de
bactéries endophytes a été observée, la diversité et I’abondance des bactéries endophytes
isolées des plantes originaires des sites salins étant significativement plus élevées que celles
issues des sols non salins. Ceci est en accord avec les résultats décrits par Pirhadi et al. (2018)
montrant qu’une gravité élevée du stress salin augmente la diversité dans les communautés
bactériennes. Vu le nombre important des souches isolées, nous avons eu I’idée de
reconstituer le microbiote de chaque organe de chaque plante collectée sur chaque site en
faisant I’hypothése que le microbiote était I’unité biologique fonctionnelle menant a une bio-
protection efficace, les souches présentes au sein d’un méme microbiote pouvant agir en
synergie pour produire un « effet coktail ». Plusieurs études antérieurs ont montré la valeur
ajoutée potentielle de I'association de souches bactériennes, qui conduit a une protection plus
forte et plus cohérente que celle obtenue avec une seule souche (Thakkar et Saraf, 2015;
Palmieri et al., 2017; De Vrieze et al., 2018 ;Taha et al., 2019). La reconstitution des
microbiotes bactériens endophytes a abouti a la formation de 160 consortia. Les tests
d’antagonismes des consortia bactériens reconstitués contre P.medicaginis (souche Pm8) et
V.alfalfae (souche V31.2) ont montré que les cellules végétatives des consortia sont plus
efficaces que leurs filtrats contre les deux souches fongiques. Plus de 90% des consortia ont
eu un effet inhibiteur sur la croissance de P. medicaginis et de V.alfalfae par antagonisme
direct des cellules bactériennes végétatives. Des résultats similaires d’activité antifongique de
consortia bactériens sur différents phytopathogenes tels que Fusarium sp. (Palmieri et al.,
2016; Akhtar et al., 2018), Phytophtora infestans (De Vrieze et al., 2018) et R.solani (Selim et
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al., 2017) ont été précédemment décrits. Pour déterminer le mécanisme d’action des consortia
bactériens, nous avons sélectionné le consortium le plus actif invitro sur les deux
phytopathogénes pour tester invivo son activité de protection des plantes de M.truncatula
contre les deux agents phytopathogenes. Le consortium BF25 est composé de quatre souches
bactériennes appartenant au genre Bacillus (deux souches de Bacillus thurengiensis, une
souche de Bacillus subtilis et une souche de Bacillus subtilis subsp. spizizenii).Le genre
Bacillus est largement décrit dans la littérature pour son utilisation dans la lutte biologique vu
sa production de composés antifongiques comme les lipopeptides et les enzymes
hydrolytiques. Pour I’inoculation des plantes par le consortium bactérien nous avons utilisé la
méthode « bio-priming » qui consiste & enrober les graines de deux lignées de M.truncatula
(Al7 et F83005.5) par la suspension du consortium sélectionné BF25. Le biopriming des
semences est ciblé car il assure I'entrée des bactéries endophytes dans les cétés tout en évitant
I'effet de la température €levée. Le traitement par biopriming est potentiellement capable de
favoriser une germination rapide et uniforme ainsi qu'une meilleure croissance des plantes. Le
biopriming avec des bactéries rhizosphériques a été signalé dans des cultures telles que la
carotte, le mais sucré. En cas d'efficacité et de survie des agents biologiques, I'amorcage a été
signalé comme bénéfique et il a été rapporté qu'il améliore la croissance et le rendement des
plantes (Mahmood et al., 2016). Les résultats ont montré que le prétraitement des plantes par
BF25 n’avait pas d’effets bénéfiques sur la croissance des plantes des deux lignées et ce, quel
que soit le parameétre de croissance considéré. Pourtant, un tel pouvoir promoteur de
croissance de plantes par les consortia endophytes a été démontré pour les plantes de coton
prétraitées par le consortium bactérien formé par Stenotrophomonas maltophila H8, P.
aeruginosa et B. subtilis H18 (Selim et al.2017) ainsi que pour les plantes de mais (Akhtar et
al.,, 2018). Le pré-traitement par le consortium BF25 permet de réduire de maniére
significative le taux d’infection par P. medicaginis et Verticillium alfalfae. Cependant, cet
effet constaté du consortium sur la réponse de la plante a I’infection par le pathogene dépend
de la lignée de la plante et du paramétre de maladie mesuré (brunissement des racines ou
score des pycnides, AUDPC ou MSS). L’interaction lignéeXTraitement trés claire,
notamment pour la protection contre la verticilliose, reflete peut étre 1’adaptation des
consortia a leur plante héte et aux agents pathogénes responsables de maladies de ces plantes
(De Vrieze et al., 2018). De plus, les expériences de bioprotection des plantes menées invivo
par pré-traitement avec le consortium BF25 ont été réalisées suite a un screening invitro pour
le choix de ce consortium le plus actif en termes d’inhibition de la croissance mycélienne des

deux agents pathogénes, ce qui pourrait ne pas refléter nécessairement le véritable potentiel
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antagoniste du consortium dans la plante. Une autre hypothése basée sur le fait qu’un
génotype donné recrute spécifiquement des microorganismes bénéfiques face a 1’attaque d’un
agent pathogéne particulier pourrait aussi étre avancée, comme I'a récemment expliqué
Berendsen et al. (2018). Pour étudier les mécanismes d’action du consortium actif BF25 lors
de I’infection de M.truncatula par Pm8, nous avons étudié 1’expression de quelques genes des
voies de défense des plantes dans les racines et les feuilles de plantules de la lignée A17 de
M.truncatula prétraitées ou non par BF25 et infectées ou non par P.medicaginis. Les genes
LOX et PAL intervenant dans la voie de défenses impliquant JA/ET et les génes PRs (PR4,
PR5 et PR10) intervenant dans la voie de défense de SA ont été étudiés. Les résultats ont
montré que pour tous les génes étudiés, I’expression a été plus élevée dans les racines de
plantes prétraitées par BF25 et inoculées par Pm8 par rapport a celles non-prétraitées et
infectées. Pour le gene PAL, des résultats similaires ont été obtenus chez des plantes de
Polianthes tuberosa L. traitées avec le mélange Tvl et Bs10 et infectées par Lasiodiplodia
theobromae (Balthazar et al., 2020). Le gene PAL code pour une phénylalanine ammoniac-
lyase qui catalyse la premiére étape de la biosynthese des phénylpropanoides. Les
phénylpropanoides sont des précurseurs de métabolites secondaires complexes tels que les
pigments flavonoides, les phytoalexines antimicrobiens et la lignine qui renforce les parois
cellulaires. Le gene PAL a été I'un des premiers génes de défense des plantes identifiés qui est
induit par des éliciteurs microbiens (Balthazar et al., 2020). Il en est de méme pour le
deuxiéme gene de cette voie, le géne LOX qui a été fortement exprimé dans les racines de riz
prétraitées Cladosporium cladosporioides C24G et infectées par Magnaporthe oryzae
(Chaibub et al., 2020). Ce gene code pour la lipoxygénase, I'enzyme qui initie la biosynthese
de I’acide jasmonique, une phytohormone associée aux processus physiologiques des plantes
et aux réponses de défense a différents stress. Pour la voie de SA, la forte expression du géne
PR4 a aussi été observé chez les plantes de concombre infectées par R. solani prétraité par
Trichoderma atroviride TRS25 (Nawrocka et al., 2018). Ce gene code pour la chitinase, une
enzyme qui participe a la protection directe contre les agents pathogénes. D'autres études ont
également indiqué que le gene PR4 était surexprimé chez les plantes d’aubergine traitées par
des agents de lutte biologique (Angelopoulou et al., 2014). PR4 est I’'une des PR qui est
spécialisée dans la dégradation des parois cellulaires fongiques et présente une synergie avec
les b-1,3-glucanases. La PR10 agit comme un inhibiteur d’une ribonucléase, avec un réle
essentiel dans la défense contre les maladies des plantes. A I’inverse de nos résultats, Park et
al. (2019) a trouve que le géne PR10 a été fortement exprimé dans les feuilles de ginseng
prétraitées avec Trichoderma citrinoviride par rapport aux autres traitements. Le géne PR5
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code pour la thaumatine, qui joue un role dans la défense des plantes contre diverses
conditions de stress et les attaques des agents pathogenes. Nos résultats ont montré que PR5
est fortement exprimé dans les feuilles des plantes prétraitées par BF25 et inoculées par Pm8,
ces résultats ont été aussi rapportés par Park et al., (2019). Dans la littérature, il est décrit que
la résistance systémique acquise (SAR) peut étre déclenchée dans une plante aprés une
infection locale causée par un pathogene et dépend de la voie de SA (Vlot et al. 2009). Alors
que la résistance systémique induite (ISR) est déclenchée par des microorganismes bénéfiques
(bactéries et champignons) et est regulée par des voies de signalisation dépendant de JA et ET
(Pieterse et al., 2014). Il est clair dans cette étude que le consortium BF25 déclenche les 2
voies chez la lignée A17. Il a été montré que les micro-organismes bénéfiques peuvent
déclencher les deux voies (SAR et ISR) et peuvent réguler un réseau complexe de signaux
impliquant SA, JA et ET ainsi que des régulations croisées entre ces différentes voies,
démontrant I’interconnexion de ces voies de réponse a I’attaque des agents phytopathogénes
(Hermosa et al., 2012; Liu et al., 2015).
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Conclusion

L'agriculture durable nécessite le recrutement d'agents bactériens tels que les
endophytes bactériens pour lutter contre diverses maladies des plantes. Les endophytes
bactériens colonisent et habitent les tissus internes de la plante sans causer de dommages
apparents. Au sein de la plante, ces bactéries exercent de multiples effets bénéfiques, dont la
stimulation directe de la croissance des plantes par l'action de phytohormones ou la
production de métabolites. Cependant, les endophytes bactériens protégent également leur
plante hote par le biais de la suppression des pathogenes ou en induisant le systeme
immunitaire inné de la plante. Le présent travail a été focalisé sur 1’étude de la diversité des
communautés bactériennes endophytes de deux plantes modeéle : Solanum lycopersicum L. et
Medicago truncatula, ainsi que de leurs rbles potentiels en tant qu'agents protecteurs contre
les maladies de ces plantes.

Dans une premiére partie, nous nous sommes intéressés a évaluer 1’effet protecteur des
bactéries endophytes sur S. lycopersicum L. contre I’attaque par B.cinerea en condition de
post-récolte. Cette étude a montré que les plants de tomates sains abritent diverses souches de
bactéries endophytes colonisant principalement les feuilles et certaines d'entre elles émettant
des COV avec une activité antifongique et/ou promotrice de croissance des plantes. Les
souches de bactéries antagonistes identifiées ont montré un enrichissement significatif en
especes de Bacillus avec peu d'especes d'Enterobacter. La caractérisation des COV libérés par
plusieurs bactéries au pouvoir antifongique a montré un ensemble central de composés
produits par toutes les bactéries sélectionnées, ainsi que certains composes volatils spécifiques
a une souche, certains d'entre eux étant déja signalés pour leurs activités antifongiques. Ce
travail fournit des preuves de la capacité de contrdle biologique des souches d'Enterobacter et
de Bacillus, mediée par les COV et les cellules végétatives, pour réduire l'infection post-
récolte de B. cinerea sur les tomates. Il identifie également le 3-méthylbutan-1-ol comme
composé antifongique volatil prometteur pour contrbler la moisissure grise pendant le

stockage et le transport commercial.

Dans une deuxiéme partie, nous nous sommes intéressés a évaluer I’effet protecteur
des bactéries endophytes de M.truncatula contre I’attaque par P.medicaginis et V.alfalafae en
condition de pré-récolte. La reconstruction du microbiote (consortium de souches

bactériennes) de chaque organe de chaque plante de chaque site a été faite montrantque les
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plantes de luzerne annuelles abritent diverses souches de bactéries endophytes et au fort
pouvoir inhibiteur invitro contre P.medicaginis et V.alfalfae. Le consortium le plus actif a
montré une protection significative des plantes de la lignée A17 contre I’attaque par V.alfalfae
et des lignées Al7 et dans une moindre mesure F83005.5 contre P.medicaginis. L’étude
d’expression des génes de défense chez la lignée A17 contre P.medicaginis a montré
I’implication des génes de la voie SA et JA/ET dans I’activité de bioprotection du consortium
contre I’attaque fongique suggérant une interconnection entre ces deux voies chez les plantes

pour I’ISR contre les phytopathogenes.
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Perspectives

Cette étude a mis en évidence le role des bactéries endophytes dans I’amélioration de la
croissance et de lutte biologique chez deux plantes d’intérét économique a savoir Solanum
lycopersicum L. et écologique a savoir Medicago truncatula. Le rble des communautés
endophytes bactériennes de ces deux especes végétales pour contrdler les maladies des

cultures en pré et en post-récolte a été démontré.

Cette étude incite ainsi a développer d’autres études plus approfondies pour I’étude de
la biodiversité des bactéries endophytes, et leur interaction avec leurs hotes sous stress
biotique. Cette étude peut étre faite en se basant sur des études plus poussées pour la
caractérisation métagénomique des microbiotes endophytes des plantes. Une étude de la
comparaison du microbiote des plantes saines et des plantes infectées peut étre envisagée ainsi
qu’une ¢étude de comparaison entre les microbiotes des plantes spontanées et ceux des plantes

domestiqueées.

Dans cette étude on a montré que méme a une échelle géographique réduite, une
diversité bactérienne peut étre décrite. Nos résultats suggerent également que le type du sol
(salin ou non) peut affecter la diversité microbienne endophyte. Une analyse approfondie de
I’effet du type de sols et de son étage climatique sur la diversité microbienne endophyte doit
étre mise en place dans les prochaines études.

On a pu montrer aussi que les composes organiques volatils des bactéries endophytes
sont des composés a effet inhibiteur des phytopathogenes et peuvent étre utilisés en condition
de post-récolte, de stockage et de protection pour la protection des fruits contre les attaques
fongiques. Une ¢tude de la méthode d’application de ces composés volatils bactériens peut

étre envisagée dans une étude postérieure.

Le niveau de complexité a augmenté, compte tenu des limites méthodiques et
techniques actuelles de détection et d'identification des métabolites volatils, ainsi que de la
dépendance de la biosynthese bactérienne volatile et de la réponse des plantes aux conditions
biotiques et abiotiques. On ne peut pas non plus ignorer que les interactions bactériennes
volatiles-plantes jusqu'a présent ne font qu'effleurer la surface, car jusqu'a présent, des
données principalement in vitro ont eté accumulées. Le systeme de test est artificiel en ce qui
concerne le nombre de partenaires en interaction. Les interactions multi-organismes dans la
nature sont courantes. D'apres les expériences menées antérieurement, il est également clair

que les «volatilomes» sont modifiés dans des contextes multi-organismes contrairement aux
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cultures a un seul microorganisme ce qui est probablement également le cas dans la nature.
Les études postérieurs doivent tenir en compte les volatils bactériens comme des facteurs
agissant dans des systéemes multitrophiques soulignant les multiples fonctions et potentiels des

volatiles dans les systemes agricoles et les niches écologiques.

La capacité des bactéries endophytes a produire des composés antifongiques solubles et
des enzymes hydrolytiques a été une nouvelle fois démontrée dans cette étude. Une
caractérisation plus détaillée des composes solubles a savoir les lipopetides et des enzymes
hydrolytiques telles que la chitinase peut étre envisagée en perspectives de cette étude. Ces
métabolites peuvent servir comme matrice pour la formulation de biopesticides qui vont avoir
pour conséquence la réduction d’application d'engrais chimiques et donc contribuer a une
augmentation de la biodiversité dans les sites exploités en agriculture. Toutes les études
postérieures doivent étre basées sur une analyse et une sélection approfondie de différentes
composantes de la bioformulation, une évaluation de la compatibilité entre les micro-
organismes, la détermination de la cause et des effets dans l'agroécosysteme natif, le
développement de recettes de formulation et de technologie de distribution adéquates, ainsi
que la fourniture d'assistance technique aux agriculteurs afin de réussir I’application de la

bioformulation.

Dans le cadre de ce travail, nous avons démontré que les bactéries endophytes issues de
la tomate ou de la luzerne annuelle produisent une multitude de substances bioactives. Sur
cette base et en se référant aux nouvelles méthodes analytiques récentes, on peut envisager
une étude métabolique ayant pour but de décortiquer les interactions entre les plantes-
endophytes-pathogéne en se basant sur une analyse comparative des voies métaboliques de
plantes prétraitées par les endophytes et sous condition de stress biotique. Ainsi, la
métabolomique pourrait servir de puissant outil bioanalytique de routine pour la découverte
du mode d’action des composés bioactifs et I'évaluation de leur toxicité pour les organismes
non ciblés. De plus, I'étude approfondie de leur toxicité pour les organismes non ciblés peut
servir d'outil de dépistage fiable pour l'identification précoce des molécules candidates qui

devraient étre exclues de la recherche.

On a démontré I’implication des geénes de voies de défenses JA/ET et SA dans la
bioprotection des plantes de la lignée A17 de M.truncatula par le consortium bactérien BF25
contre 1’attaque par P.medicaginis. Ces résultats doivent étre confrontés aux résultats de

I’¢tude de I’implication de ces méme voies dans la bioprotection des plantes des lignées
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F83005.5 de M.truncatula par le consortium bactérien BF25 contre 1’attaque par

P.medicaginis.

Une étude des voies de défense chez les plantes de M.truncatula prétraitées par le
consortium bactérien BF25 contre I’attaque par V.alfalfae doit étre complétée pour estimer
I’effet réel de la bioprotection des plantes de M. truncatula par le consortium bactérien

sélectionné et faire le lien entre I’activité et la voie de défense impliquée.

Cette étude a confirmé une modulation des défenses végétales lors du biopriming par le
consortium bactérien. Une étude génétique plus poussée doit etre mise en place pour
comprendre les mécanismes induits par le consortium bactérien endophytes chez la luzerne
tronquée qui devraient conduire a une protection contre les deux phytopathogenes racinaires
(P.medicaginis et V.alfalfae). Une attention particuliére pourrait également étre accordée aux
phytohormones connues pour déclencher I'expression de divers genes liés a la défense au

cours de la résistance systémique induite.

Cette étude a mis en évidence le role des bactéries endophytes dans la promotion de
croissance et dans la protection des plantes en condition pré et post-récolte. Les résultats de
cette étude doivent étre compléter par des une étude sous serre et dans le champ pour définir
les conditions favorables pour atteindre avoir une meilleure protection des plantes par les
endophytes. Les études postérieures doivent aussi tenir compte des variantes climatiques et

ecologie du sol.

Enfin, une approche interdisciplinaire associant des méthodes biotechnologiques
traditionnelles et modernes (Métagénomique, transcriptomique, métabolomique) aidera a

progresser vers une meilleure santé des plantes et une production alimentaire durable.
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Annexe 1. Origine des souches bactériennes endophytes de tomate

Code dg Ig souche Site d’origine Organ
bactérienne d’isolement
BFI1 Belyess Fleur
BFI2 Belyess Fleur
CHFI1 Chrifat Fleur
CHFI2 Chrifat Fleur
DHFI4 Diar_Hajjaj Fleur
DHF1-1 Diar_Hajjaj Feuille
DHF1-2 Diar_Hajjaj Feuille
DHF2 Diar_Hajjaj Feuille
DHF3-1 Diar_Hajjaj Feuille
DHF3-2 Diar_Hajjaj Feuille
DHF4 Diar_Hajjaj Feuille
DHF5 Diar_Hajjaj Feuille
DHF6 Diar_Hajjaj Feuille
DHF7 Diar_Hajjaj Feuille
DHF8 Diar_Hajjaj Feuille
DHP3 Diar_Hajjaj Pétiole
DHP1 Diar_Hajjaj Pétiole
DHT1 Diar_Hajjaj Tige
DHT2 Diar_Hajjaj Tige
H2FI2 Hattouba Fleur
H2FI3 Hattouba Fleur
H2F14 Hattouba Fleur
H1Fr2 Hattouba Fruit
H1Fr3 Hattouba Fruit
H1F1 Hattouba Feuille
H1F2 Hattouba Feuille
H1F9 Hattouba Feuille
H2F1 Hattouba Feuille
H2F3 Hattouba Feuille
H2F4 Hattouba Feuille
HF4 Hattouba Feuille
H2P1 Hattouba Pétiole
H2P2 Hattouba Pétiole
H2P3 Hattouba Pétiole
H2P4 Hattouba Pétiole
H1R2 Hattouba Racine
H1T1 Hattouba Tige
H1T2 Hattouba Tige
H1T3 Hattouba Tige
H2T2 Hattouba Tige
H2T3 Hattouba Tige
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Annexe 1. Suite

Code de la souche Organ
bactérienne Site d’origine d’isolement
Route
RK-BKFI2 Korba_BeniKhalled Fleur
Route
RK-BKFI1 Korba_BeniKhalled Fleur
TF1 Thag Feuille
TF2 Thag Feuille
TP1 Thag Pétiole
TP4 Thag Pétiole
TR1 Thag Racine
TR2 Thag Racine
TR3 Thag Racine
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Annexe 2.Composition du milieu M pour la culture de Medicago truncatula.

Quantité Prise
Solution stock Produit
((71)] (mL/L de milieu)

KNOs; 8

MgSQ,,7H,0 73,1
Macroéléments

KCI 6,5 10
et Fe-EDTA

KH,PO, 0,48

NaFe-EDTA 0,8
Nitrate de calcium  Ca(NO3)2,4H,0 28,8 10

MnCl,,4H,0 6

H3BO3 1,5

ZnS0,4,7H,0 2,65
Micro-éléments 1

Na;Mo00,,2H,0 0,0024

CuSQ4,5H,0 0,13

Kl 0,75

Glycine 0,3

Myoinosinol 5
Vitamines Acide nicotinique 0,05 10

Pyridoxine HCI 0,01

Thiamine HCI 0,01

- Agar 7,5 -

* Le pH du milieu a été ajusté a 5,5
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Annexe 3. Milieu Sanderson & Srb (Basic Plant Pathology Methods 1995)

Pour un litre d’eau distillée :

Eléments Masse (Q)

KH,PO 2

MgSQy, 7H,O 0,6

NaCl 0,1
Agar 20
NaNO3 2,4
Sucrose 10
CaCl, 0,1

Un ml de solution micro-élément est ajouté avant la mise d’agar

Pour préparer la solution stock des micro-éléments il faut :

9 mg H3BOs/ 58,5 mg CuSQ,, 5H,0/ 1,95 mg KI/ 9 mg MnSQO,, H,O/ 7,6 mg NaMoO,/
822mg ZnS0,,6H,0/ 139,8 mg FeCls, 6H,0 dans 300 ml d’eau distillée.
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Annexe 4. Composés des différents milieux utilisés dans I’activité enzymatique des bactéries

endophytes

Composant Quantité (g/L)

MilieuLuriaBertani (LB)solide

Tryptone 10
Extraitdelevure 5
NaCl 5
Agar 5

Milieu minimum

K2HPO4 0,5
MgSO.,7H,0 0,1
NaCl 0,2
CaCl,.2H,0 0,2
FeCl3.6H,0 0,01
Extrait de levure 1
Agar 20

Milieu de gélose cellulosique a pH entre 6,8-7,2

KH,PO4 0,5
MgSO, 0,25
Cellulose 2
Agar 15
Gélatine 2
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Annexe 4. Suite

Milieu agar de pectine a pH=5

Pectine
K2HPO4
MgS04,7H,0
NaCl
CaCl,.2H,0
FeCls.6H,0
Extraitdelevure

Agar

5
0,5
0,1
0,2
0,2
0,01
1

20

lodure de Potassium lodide (Lugol)

P}

Kl

3,03
15,15

Annexe 5. Composition de milieu CAS pour détecter la capacité des bactéries a produire des

sidérophores

Milieu CAS

Mélanges Solution

Composition

Mélangel(M1) : Solution1(S1)
S1+S2(9ml)+S3(colorantbleu)

Solution2(S2)
Solution3(S3)

Mélange2(M2) : Solution4(S4)solution
mélangedessolutions desel :
MinimalMedia9(MM9

)

Solution5(S5)glycémi
e20%

Solution6(S6)NaOH

0,06gCAS/50mldeddH20(H20bi-
distillée)

0,0027gFeCI3-6H20/10mIHCI(10mM)
0,073gHDTMA/40mldeddH20

15gdeKH2P04,25gNaClet50gdeNH4Cld/
500mldeddH20

20gdeglucose/100mldeddH20

25gdeNaOH/150mldeddH20;LepHdevrait
étrede~12
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Solution7(S7)CASami

noAcide
Mélange3(M3) : Solution8(S8)
préparationdeGeélose(chromeaz
urolS(CAS))

3gdeCASaminoAcide/27mldeddH20.
3%de8-hydroxyquinoléine/chloroforme.
100mldeMM9/750mldeddH20.

32,24gd'acidepipérazine-N,N'-bis(2-
éthanesulfonique)PIPESapH=6.

15gd'agardeBacto.

30mldeS7et10mldeS5a20%enmélangeM
MO/PIPES.

100mldesolutioncolorantbleu.

Annexe 6. Composition de milieu PVK pour détecter la capacité des bactéries a solubiliser le

phosphate

Composition de milieu PVK (Pikovskaya, 1948)

Composition
Glucose
Extrait de levure

(NH,)2SO4

Quantité (g/ml)
10
0,5

0,5

Sulfate de Magnésium (MgS0Q,,7H,0) 0,1

Phosphate de calcium (Ca,(PO4),)
NaCl

KCI

MnS0O4, 2H20

FeSO4,7H20

Agar

5

0,2
0,2
0,002
0,002

15
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Annexe 7. Analyse d’enrichissement de la collection des bactéries endophytes produisant des

COQV contre B.cinerea (S2 et S5)

Nombre de souches | Nombre de souches
Espeéces des bactéries Nombre de avec activité avec activité

endophytes souches antifongique contre | antifongique contre
S2 S5
Bacillus velezensis 5 2 4
Bacillus thuringiensis 2 2 1
Bacillus subtilis 2 2 0
Bacillus amyloliquefaciens 2 1 1
Bacillus nakamurai 1 1 1
Enterobacter cloacae 1 1 1
Bacillus pseudomycoides 1 1 0
Bcillusvallismortis 1 1 0
Enterobacterasburiae 1 1 0
Bacillus proteolyticus 1 0 1
Bacillus toyonensis 1 0 1
Total nombre des souches 18 12 10
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Annexe 8. Liste des amorces utilisées dans 1’étude de 1’expression des génes dans les plantes
de M.truncatula infectées par P.medicaginis

Gene Séquence

MtDefMd1F GCTTCCTCTGCTCTTAATA
MtDefMd1R TGTTGCCGGTGGTTCCTTAC
MtDefMd2F AAAGGAAAAGCACAACATGG
MtDefMd2R CAGAAGCAAGCAAATCCAAA
MtEFaF AAGCTAGGAGGTATTGACAAG
MtEFaR ACTGTGCAGTAGTACTTGGTG
MtCHIF ATGGCCAAACTCCAACTCTAAA
MtCHIR ATTGAGGTGCTGCAGACAAGTA
MtPR4F GGTGATGCATATTGTGGCACAGGG
MtPR4R GCAGCAGCAACCTCACGTTTGGAG
MtPR5F TGCCTTAGCTTTGCATTCCT

MtPR5R AATTTCCGCTGAGTTCGTTG
MtPR10F CAGCATAGTTGGTGGTGGTG
MtPR10R TAGGTGCAGCATCACCTTTG
MtBGlucF CAAATTGGGTCCAAAAATATGTGAC
MtBGIlucR GCACCATCATTGGGTGGATATGAAG
MtPALF GAATTGCTTCCCATGATAGTGGTGTTAG
MtPALR GGCATTCAAAAACCTAATTAGCTCC
MtLOX1F ATGAAGAGATGGAGAAAGATGACC
MtLOX1R GCAAAGTGTAGGGCATCTTAACCG
MtAOS1F GGACACCGAACTTGGACTTGAC
MtAOS1R AAACATCCAAACGCTCTGCTTC
MtCATA4F TTCTTCTTCTCCACCGTCCTCA
MtCAT4R TCCAAGAGAATTGGACCTCTGG
MtCHR4F TGGTTGGAATGGGATCAGCCCC
MtCHR4R TCACCAAGAGCTTGTTCTGAGCCA
MtActinF TGGCATCACTCAGTACCTTTCAACAG
MtActinR ACCCAAAGCATCAAATAATAAGTCAA
Mt B-tubulinF GTGGTTTGTGCTGAACATGG

Mt B-tubulinR ~ AACGAACCTTCCACCACTTG
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Annexe 9. Identification des composes organiques volatiles produits par les bactéries selectionnées par la techniqgue SPME-GC/MS.

Composés organiques volatiles

Temps de LBA BFI1 DHT2 H1F1 H2FI2 TR1

rétention

% % % % % % % % % % % %
7y 14y 7y 14y 7y 14y 7y 14y 7y 145 _7) _14]

Silanediol, dimethyl
3-Methylpentane

Isoamyl Alcohol(3-Methylbutan-1-ol)

Dimethyldisulfide

2-Furanmethanol

1-Hexanol

3.709 - - - - - - - - - - 246 -

3.799 - - - - - - - - - - 240 -

4.356 - - - - - - - - - - 809 588
1 0

4.558 - - - - - 3711 - - - - - -

9
7.172 - - - - - - - - - - 005 -
7.410 - - - - - 18 - - - - - -
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1-Butanol, 3-methyl-, acetate
2-Heptanone

Oxime-, methoxy-phenyl

Pyrazine, 2,5-dimethyl
Pyrazine, 2,6-dimethyl
S-Methyl 3-methylbutanethioate
2-Heptanone

2-Heptanone, 6-methyl

NI

Benzaldehyde

NI
Dimethyltrisulfide

Methionol

7.549

1.747

7.938

8.062

8.066

8.443

8.637

8.639

8.641

8.719

8.790

8.834

8.943

175 6.92
3

2.87 0.82

- 0.94

39.2 50.2
2 1

929 465 146 5.66
3

225 167 156 1.98

116 266 0.11 -

- - 5.87 3.76

- - 074 -

26.1

1.00

3.32

2.73

0.74

2.76

4.42

14.7

2.49

1.19

0.77

1.38

0.84

5.01

2.24

2.49

1.25

2.57

0.45

0.38

0.30

0.31

0.28

1.59

2.86

3.27

0.32

0.02

0.61

3.77

0.58
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Aniline

Heptane, 2,2,4,6,6-pentamethyl

2-Octanone
Cyclohexanol, 4-methyl
NI

Cyclohexanol, 4-methyl
Decane

NI

1-Hexanol, 2-ethyl

NI
Benzylalcohol
Benzenemethanol

Benzeneacetaldehyde

8.950

9.060

9.064

9.064

9.118

9.129

9.151

9.396

9.467

9.533

9.546

9.547

9.654

1.47

- 0.63 - -

- - 0.87 -

- - - 0.33

- 0.62 - -

0.75 0.64 097 0.69

127 2.03 427 0.89

0.56

0.26

1.29

0.32

0.73

0.68

0.69

10.8

2.39

6.71

8.35

0.61 092 0.10

1.88 229 043

- - 0.16

0.87

0.32

0.59

0.36

0.31

242



NI

NI

Undecane, 5-methyl

NI

n-Octan-1-ol
1-Octyn-3-ol, 4-ethyl
Nonane, 5-methyl-5-propyl
Undecane, 4-methyl

NI

Decane, 3,7-dimethyl
B-Fenchol

Pyridine, 3-ethyl-4-methyl
Benzenamine, N-ethyl

Cyclopentane, 1,1,3-trimethyl-3-(2-
methyl-2-propenyl)

9.754

9.756

9.807

9.808

9.875

10.078

10.112

10.163

10.199

10.217

10.322

10.462

10.586

10.588

0.84

1.13

9.25

049 0.69 0.64

435 220 557 6.38 534

0.61

041 0.42

0.74

.82

8.20

0.61

1.69

6.68

0.30

0.17

2.44

0.40

3.91

0.44

0.35

0.72

4.74

0.39

072 052 056 162

6.64 262 450 0.92

1.48 0.27

043 0.10

3.07

0.53

0.75

1.34

0.92

0.32

2.77

2.19

0.35
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2,6-Dimethyldecane
Undecane, 5-methyl
Undecane, 3-methyl
1-Nonanol

Cyclopentane, 1,1,3-trimethyl-3-(2-
methyl-2-propenyl)

Cycloheptane, 1-methyl-4-methylene

Cyclopentane, 1-hexyl-3-methyl

Dodecane

NI

10.625 - -

10.626 - -

10.752 - -

10.754 - -

10.846 - -

10.859 13.4 8.61
0

10.942 - -

10.984 234 3.29

11.312 - -

0.16

0.21

16.8

12.9

0.35

0.34

0.51

0.26

13.5

0.78

16.3

4.71

1.04

1.33

10.0

3.57

0.20

14.3

5.67

21.7

5.26

0.85

0.35

9.34

10.4

0.60

9.96

8.61

0.10

3.01

0.67

0.28

7.21

0.61

1.16
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Benzene, m-di-tert-butyl-

1-Decanol

Tetradecane, 4-methyl-
Pentadecane

2-Undecanone
2-Pentadecanol
Cyclohexasiloxane, dodecamethyl
(Column/Fiber)

Octane, 5-ethyl-2-methyl
2-Dodecanone

NI

Tetradecane

2-Undecanone, 6,10-dimethyl

Dodecanal

11.466

11.540

11.608

11.669

11.707

11.755

11.882

11.935

12.167

12.385

12.431

12.488

12.516

- 0.41 -

- - 0.19

- - 0.96

0.56 0.69 1.69

037 034 019

0.42

1.04

1.92

0.32

0.55

14.8

0.49

0.12

1.99

0.61

0.37

0.87

6.84

1.10

0.33

0.33

0.15

0.36

0.25

0.73

0.98

0.68

0.66

1.53

1.25

1.20

0.44

0.23

0.24

1.19

1.15

0.44

1.76

0.34

5.54

- 0.05

0.24 -

0.31 -

215 0.16

0.29 -

4.61 -

0.61

0.97

0.11

2.62

0.52

0.16

0.23

0.32

0.13

0.57
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1-Dodecanol

NI

1-Tridecene

NI

NI

NI

NI

Pentadecane

Phenol, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-

methyl

NI
NI
NI

Hexadecane

12.930

13.034

13.035

13.035

13.036

13.037

13.057

13.078

13.251

13.333

13.334

13.335

13.690

0.60

2.28

0.85

1.52

1.84

0.73

0.80

0.81

0.57

0.25

0.25

0.24

0.41

1.83

0.22

0.22

1.81

0.55

0.59

242

0.35

1.00

1.68

2.90

0.10

0.75

0.13

1.60

1.06
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Phenol, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-
(1-methylpropyl)

Heptadecane

NI
NI

1,2,4-Triazol-4-amine, N-(2-
thienylmethyl)

3,3,5-Trimethylbicyclo[3.3.0]octan-
2,8-dione

2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl

NI

13.985

14.267

14.312

14.313

14.415

14.416

15.078

15.312

112 177
0 7

38.7 40.7
2 5

0.40 0.33

0.17 0.56

10.9

0.32

1.93

0.23

5.87

0.65

0.16

18.2

0.23

0.52

0.30

176 33.0 454
4 6 3

069 045 0.28

053 0.27 043

1.03

0.08

0.88

0.55

211

0.19

0.78

0.91
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NI

NI

NI

15.314

16.187

16.432
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Annexe 10. Analyse statistique pour I’activité antifongique

végétatives consortia bactérien contre P.medicaginis

in-vitro (AUGPC) des cellules

Augmented Design Details ‘

Number of blocks

Number of treatments
Number of check treatments
Number of test treatments
Check treatments

15"
"165"
g
"161"

"A281, Arql, DH5a, RCR2011"

ANOVA, Treatment Adjusted

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Block (ignoring Treatments) 14| 0.003963 2.831e-04 12.957 < 2e-16 ***
Treatment (eliminating Blocks) 164 | 0.008507 5.187e-05 2.374 3.87e-10 ***
Treatment: Check 3| 0.000166 5.518e-05 2.526 0.0581 .
Treatment: Test and Test vs. Check 161| 0.008342 5.181e-05 2.371 4.80e-10 ***
Residuals 246 | 0.005375 2.185e-05
Signif. codes: 0 “****(0.001 “***(0.01 ** 0.05 . 0.1 “ 1
ANOVA, Block Adjusted

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Treatment (ignoring Blocks) 164 0.010106 6.162e-05 2.820 8.82e-14 ***
Treatment: Check 3 0.000166 5.518e-05 2.526 0.0581 .
Treatment: Test 160 0.009831 6.144e-05 2.812 1.37e-13 ***
Treatment: Test vs. Check 1 0.000109 1.091e-04 4.995 0.0263 *
Block (eliminating Treatments) 14 0.002365 1.689e-04 7.731 1.73e-13 ***
Residuals 246 0.005375 2.185e-05

Signif. codes: 0 “***>(0.001 “**>0.01 ** 0.05 <. 0.1 “* 1
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Annexe 11. Analyse statistique pour I’activité antifongique in-vitro (AUGPC) des des cellules

végetatives des consortia bactériens contre V.alfalfae

Augmented Design Details ‘

Number of blocks

Number of treatments
Number of check treatments
Number of test treatments
Check treatments

15"
"165"
g
"161"

"A281, Arql, DH5a, RCR2011"

ANOVA, Treatment Adjusted

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Block (ignoring Treatments) 14| 0.003963 2.831e-04 12.957 < 2e-16 ***
Treatment (eliminating Blocks) 164 | 0.008507 5.187e-05 2.374 3.87e-10 ***
Treatment: Check 3| 0.000166 5.518e-05 2.526 0.0581 .
Treatment: Test and Test vs. Check 161| 0.008342 5.181e-05 2.371 4.80e-10 ***
Residuals 246 | 0.005375 2.185e-05
Signif. codes: 0 “****(0.001 “***(0.01 “*”0.05°°0.1 "1
ANOVA, Block Adjusted

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Treatment (ignoring Blocks) 164 0.010106 6.162e-05 2.820 8.82e-14 ***
Treatment: Check 3 0.000166 5.518e-05 2.526 0.0581 .
Treatment: Test 160 0.009831 6.144e-05 2.812 1.37e-13 ***
Treatment: Test vs. Check 1 0.000109 1.091e-04 4.995 0.0263 *
Block (eliminating Treatments) 14 0.002365 1.689e-04 7.731 1.73e-13 ***
Residuals 246 0.005375 2.185e-05

Signif. codes: 0 “****0.001 “***0.01 “** 0.05°.>0.1 "1
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Annexe 12. Analyse statistique pour 1’activité antifongique

consortia bactériens contre P.medicaginis

in-vitro (AUGPC) des filtrats des

Augmented Design Details

Number of blocks

Number of treatments
Number of check treatments
Number of test treatments
Check treatments

15"
"165"
g
"161"

"A281, Arql, DH5a, RCR2011"

ANOVA, Treatment Adjusted

Df Sum Sq Mean Sq F value | Pr(>F)
Block (ignoring Treatments) 14| 0.002355 1.682e-04 7.575|4.79¢-13 ***
Treatment (eliminating Blocks) 164 | 0.004354 2.655e-05 1.196 | 0.1058
Treatment: Check 3| 0.000032 1.051e-05 0.473(0.7011
Treatment: Test and Test vs. Check 161| 0.004323 2.685e-05 1.209|0.0932 .
Residuals 231| 0.005129 2.220e-05
Signif. codes: 0 “****(0.001 “***(0.01 ‘**0.05 0.1 ‘1
ANOVA, Block Adjusted

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Treatment (ignoring Blocks) 164 0.006048 3.688e-05 1.661 0.000194 ***
Treatment: Check 3 0.000032 1.051e-05 0.473 0.701097
Treatment: Test 160 0.006004 3.753e-05 1.690 0.000132 ***
Treatment: Test vs. Check 1 0.000012 1.191e-05 0.536 0.464655
Block (eliminating Treatments) 14 0.000661 4.724e-05 2.128 0.011352 *
Residuals 231 0.005129 2.220e-05

Signif. codes: 0 “***>(0.001 “**>0.01 **’ 0.05 <. 0.1 “* 1
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Annexe 13. Analyse statistique pour 1’activité antifongique in-vitro (AUGPC) des filtrats des

consortia bactériens contre P.medicaginis

Augmented Design Details

Number of blocks "15"
Number of treatments "165"
Number of check treatments "4
Number of test treatments "161"
Check treatments "A281, Argql, DH5a, RCR2011"

ANOVA, Treatment Adjusted

Df| Sum Sq Mean Sq| F value Pr(>F)
Block (ignoring Treatments) 14| 0.001460 1.043e-04 4.348 7.27e-07 ***
Treatment (eliminating Blocks) 164 | 0.004907 2.992e-05 1.248 0.0606 .
Treatment: Check 3| 0.000015 4.960e-06 0.207 0.8917
Treatment: Test and Test vs. Check 161| 0.004892 3.039e-05 1.267 0.0495 *
Residuals 233| 0.005588 2.398e-05

Signif. codes: 0 “***>(0.001 “**>0.01 **7 0.05 <. 0.1 “* 1

ANOVA, Block Adjusted

Df Sum Sq Mean Sq| F value Pr(>F)
Treatment (ignoring Blocks) 164 | 0.005270 3.213e-05 1.340 0.0202 *
Treatment: Check 3| 0.000015 4.960e-06 0.207 0.8917
Treatment: Test 160 | 0.005255 3.284e-05 1.369 0.0143 *
Treatment: Test vs. Check 1| 0.000000 2.200e-07 0.009 0.9245
Block (eliminating Treatments) 14| 0.001097 7.838e-05 3.268 9.12e-05 ***
Residuals 233| 0.005588 2.398e-05

Signif. codes: 0 “***>(0.001 “**>0.01 **’ 0.05 0.1 “* 1
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Annexe 14. Résultats de la PCR quantitative

Avant de procéder a la PCR quantitative, on a eu recours & la PCR semi-quantitative pour
s’assurer que les genes cibles pouvaient étre amplifiés avec les amorces que nous avons
désignées (Annexe 11). Une amplification a été obtenue pour les génes de ménage Actine et
B-Tubuline mais pas pour le facteur d’élongation EF-a. Pour les geénes d’intérét, une
amplification a été obtenue pour les génes PAL, LOX, PR4, PR5 et PR10 mais pas pour les
génes AOS, B-Gluc, DefMd 1, DefMd 2, Chi, Chr et Cat (Figure 47).

Act Tub EF-a
= -

PAL AOS LOX =

:'b.
! ‘ e Sh ) B

Act Glucpr4 PR5 PR10
-

Amplification PCR des génes de ménage (Actine, B-Tubuline et EF-a) et les génes d’intérét
(PAL, ACS, LOX, PR4, PR5, PR10, defl, def2, Cat, Chi et Chr) pour analyser I'efficacité des

amorces désignées.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Botrytis cinerea is one of the most important postharvest fungal pathogens causing significant losses in fresh fruits,
Antifungal activity vegetables and ornamentals. Synthetic fungicides are primarily used to control postharvest decay loss, but due to

Endophytic bacteria
Gray mold disease
Plant growth promoting activity

their hazardous use the recent trend is shifting toward safer and more eco-friendly alternatives. The use of
antagonistic microorganisms is becoming popular throughout the world. This study investigated the antifungal,
Solanum lycopersicum the plant growth promoting activities and the identity of volatile organic compounds (VOCs) produced by
Volatile organic compounds tomato-derived endophytic bacteria strains. The capacity of selected strains to prevent postharvest B. cinerea
Gas chromatography-mass spectrometry infection on tomato fruit through VOCs and soluble compounds was also studied. A collection of 50 bacterial
strains was established from different organs of tomato plants sampled from six localities in Cape Bon region
(Tunisia). Despite the small geographical scale, complexity and abundance of endophytic communities varied
greatly according to the site of origin. Healthy tomato plants harbor diverse endophytic bacteria of Bacillus and
Enterobacter genera colonizing mainly leaves with a significant enrichment with Bacillus strains. The in vitro dual
culture assays showed that 36 % of the endophytic bacterial strains produce antifungal VOCs against B. cinerea.
To our knowledge, this is the first report of VOCs antifungal activity produced by B. nakamurai, B. pseudomy-
coides, B. proteolyticus, B. thuringiensis, E. asburiae and E. cloacae against B. cinerea. About 14 % of bacterial strains
produce VOCs with in vitro specific promoting effects on tomato seedling length or biomass production. The five
selected antagonistic endophytic bacterial strains produced a core set of seven VOCs along with different strain-
specific and known antifungal VOCs such as 3-Methylbutan-1-ol, sulfur-containing compounds, 2-Heptanone and
Dodecanal. Tomato fruit bio-protection assay showed that the Enterobacter strain TR1 produces the most pro-
tective VOCs against B. cinerea infection with 3-Methylbutan-1-ol as a major volatile compound which totally
suppressed B. cinerea growth and infection on tomato fruit at 0.442 mL L~! headspace, whereas the Bacillus
strains showed better protection against fungal infection when applied as vegetative cells on tomato fruit. These
results support the use of the selected strains as potential biocontrol agents to reduce postharvest decay of
B. cinerea, as well as 3-Methylbutan-1-ol as promising antifungal volatile to apply during postharvest commer-
cialization of tomato fruit.

Abbreviations: CFU, Colony Forming Unit; ITS, Internal Transcribed Spacer; GC-MS, Gas Chromatography-Mass Spectrometry; LB, Luria Bertani; PDA, Potato
Dextrose Agar; PGP, Plant Growth Promotion; SPME-GC-MS, Solid Phase Microextraction-Gas Chromatography-Mass Spectrometry; VOC, Volatile Organic
Compound.
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1. Introduction

Botrytis cinerea is a necrotrophic fungal pathogen that infects over
1400 plant species (Williamson et al., 2007; Fillinger and Elad, 2015),
leading to serious economic losses in agricultural sector (Dean et al.,
2012). Annual economic losses due to this disease are evaluated up to
100 billion dollars worldwide (Jin and Wu, 2015). This pathogen infects
all aboveground parts of the plants and constitutes a threat during crop
season and during storage and transport of vegetables and fruit. Several
management methods have been used to control this disease such as
cultural methods, but the most common way is the use of chemical
fungicides such as folpel, dichlofluanid and thiram on several crops
including tomato. However, due to its high genetic variability, prolific
reproduction and short life cycle, B. cinerea is considered a high-risk
pathogen for the development of fungicide resistance (Williamson
et al., 2007; Haidar et al., 2017; Saito et al., 2019). In addition, the
abusive use of these chemicals has serious hazardous effects on human
health, mainly when used to control postharvest infection of B. cinerea
on vegetables and fruit. Over the past 15 years, research trends are
moving toward the prospection of eco-friendly methods to control
B. cinerea including the use of biological control agents and their active
compounds (Combrinck et al., 2011; Abbey et al., 2019). Among the
wide range of biocontrol microbial agents, endophytes and especially
endophytic bacteria are showing significant potential in fungal disease
management (Latha et al., 2019; Singh et al., 2020). Endophytic bacteria
are microorganisms living within plant tissues without causing any
harmful effect and they are generally considered as beneficial organisms
for their hosts (Bolivar-Anillo et al., 2019). Endophytic bacteria can
promote plant growth by enhancing several mechanisms such as
nutrient uptake and phytohormones production (Vacheron et al., 2013;
Van Kan et al., 2014). These endophytes are known also to enhance
plant health by modulating plant immune system (Santoyo et al., 2016)
and/or by direct inhibition of pathogens through the production of
active soluble (antibiotics and lytic enzymes) and volatile compounds
(Compant et al., 2005; Nair and Padmavathy, 2014; Haidar et al., 2017).
Volatile organic compounds (VOCs) produced by bacteria have low
molecular weight and polarities and diffuse easily through the porous
structure of soil and over great distances in the atmosphere. As such,
they have good properties to be used in crop protection in the field as
well as under greenhouses and storage environments (Arrarte et al.,
2017). Indeed, several studies showed the potential use of bacterial
VOCs in plant disease management (Agisha et al. 2019; Dhouib et al.,
2019) and in particular in postharvest disease control (Elkahoui et al.,
2015; Zheng et al., 2019; Calvo et al., 2020). Several bacterial endo-
phytes have shown the production of antifungal VOCs; among these,
Bacillus, Pseudomonas and Enterobacter are well known genera (Tsuda
et al., 2001; Agisha et al. 2019; Dhouib et al., 2019; Singh et al., 2020)
producing chemical volatiles belonging to different groups such as al-
dehydes, alcohols, terpenes, esters, ketones, hydrocarbons,
nitrogen-containing heterocycles, sulfur derivatives and acids (Elkahoui
et al., 2015; Agisha et al. 2019; Dhouib et al., 2019).

The present study aims to prospect and select endophytic bacteria
strains with VOCs antagonistic activity against B. cinerea, combined to
the ability to enhance tomato seedling growth. The capacity of selected
strains in reducing postharvest infection of B. cinerea on tomato fruit was
also studied along with the identification of their emitted VOCs by
SPME-GC/MS and characterizing the antifungal activity of interesting
volatiles.

2. Material and methods
2.1. Biological material
2.1.1. Bacterial strains

Bacterial strains were isolated from flower, fruit, leaf, petiole, root
and stem of healthy tomato plants sampled in six localities in Cap Bon
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region in Tunisia (Fig. 1; Supplementary Table 1). Tomato organs were
surface-disinfected with 3 % sodium hypochlorite solution for 6 min and
70 % ethanol for 1 min and washed 5 times with sterile distilled water.
The disinfection efficiency was verified by pouring the water of the last
wash on Luria Bertani (LB) agar medium. Each sample was aseptically
cut into small pieces and deposited on LB agar medium. Petri dishes
were incubated for 2 d at 30 °C in obscurity, and then growing bacterial
colonies were streaked onto new LB agar plates. The obtained bacterial
cultures were stored at -20 °C in LB broth medium containing 25 % of
glycerol. Bacterial isolation was balanced for each plant organ and
collection site.

2.1.2. Fungal strains

Two fungal strains S2 and S5 of Botrytis sp. were isolated on Potato
Dextrose Agar (PDA) medium from tomato fruit collected in the locality
of Teboulba in the Sahel region in Tunisia. The fungal strains were
molecularly characterized by sequencing the Internal Transcribed
Spacer (ITS) regions of the ribosomal RNA wusing ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') and ITS6 (5-GAAGGTGAAGTCGTAA-
CAAGG-3') primers (White et al., 1990). The nucleotide sequences were
assembled using the CAP program available on the NCBI website (http
://www.ncbi.nlm.njh.gov/blast). Blast sequences in the NCBI data
bank showed that they belong to the Botrytis cinerea species. The se-
quences were deposited in GenBank with accession numbers
MK854558.1 and MK854559.1, respectively. The 18S rDNA type ma-
terial sequences of different Botrytis species and out groups Saccharo-
myces cerevisiae culture CBS:1201, Aspergillus niger ATCC 16888,
Beauveria bassiana isolate CIDDB38, Fusarium sambucinum strain 166A,
Parastagonospora nodorum were aligned using the Bioedit software.
Neighbor joining tree showing the phylogenetic relationships among the
fungal strains, based on 18S rDNA sequences and the out groups, was
constructed (Supplementary Fig. 1). Bootstrap values of > 50 % from a
sample of 1000 replicates were considered. The construction of phylo-
genetic tree in R was done using ape (Paradis and Schliep, 2019) and
phangron (Schliep, 2011; Schliep et al., 2017) packages for phylogenetic
study.

2.1.3. Plant material

Organic tomato seeds of the variety RioGrande were used for the
germination tests. The cherry tomato fruit used in the in vivo protection
assay were purchased from the market.

2.2. Antifungal activity tests

2.2.1. Test of volatile organic compounds

The antifungal activity of bacterial VOCs was assessed by the double
Petri dishes method (Rouissi et al., 2013). A 7 mm diameter disc of the 7
d old fungal culture (in dark at 25 °C) was transplanted on PDA medium
24 h before the dual confrontation with the bacterial culture. A 100 pL of
bacterial suspension (24 h liquid LB bacterial culture at 30 °C) and
adjusted to 10® CFU mL™! was poured on LB agar medium. The two
plates were overlaid and sealed with cellophane paper to prevent the
loss of bacterial VOCs. In the control plates the fungal cultures were
placed in front of an LB agar plate. The fungal growth was monitored at
7, 14 and 21 d of confrontation and the antagonistic activity of bacterial
strains against the fungal strains was evaluated by calculating the Area
Under Growth-Progress Curve (AUGPC).

2.2.2. Test of soluble compounds

This test was performed for 5 selected bacteria strains against
B. cinerea strains S2 and S5. The bacterial strain was streaked at the
middle of a Petri dish containing PDA medium and two mycelia disks (5
mm diameter) of 7 d old B. cinerea cultures were placed in both sides at
approximately 2 cm from the bacteria culture line. Plates were incu-
bated at 25 °C in dark for 7 d and the antagonistic activity was evaluated
by measuring the diameter of the fungal colony. The test was repeated


http://www.ncbi.nlm.njh.gov/blast
http://www.ncbi.nlm.njh.gov/blast

M. Chaouachi et al.

A

% EImE

Latitude

Diar Hajjaj

: / .
Korba-Beni Khalled Road 8 Hatlouba Jj

|

10:25 1050 1075 11.00

Postharvest Biology and Technology 172 (2021) 111389

Fig. 1. Collection of endophytic bacterial
strains from different organs of healthy to-
mato plants. (A) Localisation of collecting sites
in the Cape Bon region in Tunisia. For each site,
Number of strains the pie chart represents the relative proportion
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strains. (B) Mosaic plot showing statistical
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Table 1
Type III analysis of variance of Botrytis cinerea mycelia growth under the influence endophytic bacterial volatile organic compounds.
7d 14d 21d AUGPC
Source of variation df F value Pr(>F) F value Pr(>F) F value Pr(>F) F value Pr(>F)
Bacteria strain 50 6.8940 9.417e-15 *** 6.9942 4.022e-15 *** 4.4705 6.308e-09 *** 7.4125 5.675e-16 ***
Botrytis strain 1 1.2470 0.2655 11.6370 0.0007872 *** 11.6780 0.0007727 *** 7.8017 0.005745 **
Bacteria strain * Botrytis strain 50 3.0742 1.631e-08 *** 3.8637 8.072e-12 *** 3.7161 3.647e-11 *** 4.2633 1.909e-13 ***

The analysis was performed based on fungal growth kinetics (at 7, 14 and 21 d of co-culture with endophytic bacteria) and area under growth progress curve (AUGPC).
Data were analyzed with a mixed linear model where endophytic bacteria, Botrytis strain and their interaction were considered as fixed effects. Independent exper-
iment was treated as a random effect. AUGPC: Area Under Growth Progress Curve. Significance codes for p-values: 0 ***** 0.001 **** 0.01 *** 0.05°. 0.1 >’ 1.

twice with three Petri dishes for each bacterial-fungal strains combina-
tion. Control Petri dishes contained only two mycelia disks of the fungal
strains.

2.3. Plant growth promoting (PGP) tests

Tomato seeds were disinfected with 3 % sodium hypochlorite solu-
tion for 6 min and 70 % ethanol for 1 min, and then washed 5 times with
sterile distilled water. The efficiency of seed disinfection was evaluated
by pouring 100 pL of the last wash water on LB agar medium. The
bacterial strains were cultured in LB broth for 24 h at 30 °C in the dark in
a shaking incubator at 150 rpm min~!. Each bacterial culture was

suspended in physiological saline solution (0.9 % NaCl) and adjusted to
108 CFUmL™! using a densimeter (Biomérieux). The test was carried out
in double compartment Petri dishes, in one compartment a sterile
Wattman paper disc (6 mm diameter) inoculated with 50 pL bacterial
suspensions was placed on LB agar medium and in the second
compartment 20 seeds were placed on 0.9 % Agar medium. Seed
germination was monitored for 6 d of co-culture. At the end of the
experiment, the length, the fresh and the dry weights of seedlings were
measured.
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2.4. In vivo protection assays

2.4.1. Fruit protection test by bacterial VOCs

Tomato fruit free from wounds with comparable sizes and stage of
maturity were used in this work. The fruit were disinfected by soaking
them in 3 % sodium hypochlorite for 30 min, and then rinsed several
times with sterile distilled water. Then, a hole of 6 mm in diameter was
performed in fruit skin and a fungal mycelia disc of 5 mm was placed in
it. Fungal inoculated fruit were placed in plastic boxes in the presence of
24 h old bacterial culture on solid LB medium. Control fruit were
inoculated by PDA discs. The boxes (contains two filter papers imbibed
with sterile distilled water to maintain high humidity) were sealed with
cellophane paper to prevent the release of bacterial VOCs and incubated
in the dark at 24 + 2 °C. The degree of B. cinerea infection on fruit was
estimated by measuring the diameter and the depth of the macerated
zone due to fungal colonization of the tissues at 6 d after inoculation.

A split plot design was used in this assay; each plastic box contains all
three different fungal treatments (non-infected fruit, fruit infected with
either S2 or S5 B. cinerea strain) and one Petri dish with one antagonistic
bacteria strain on solid LB medium or no bacteria for the control. The
test was repeated three times, with two replicates per treatment.

2.4.2. Fruit protection test by bacterial vegetative cells

The same assay as described above was made except that tomato fruit
were soaked in bacterial suspension of 108 CFU mL™! for 30 min, then
dried on autoclaved filter paper under laminar flow hood and placed in
the boxes. A split plot design was used in this test and the experiment
was repeated three times with two replicates per treatment. The degree
of infection of B. cinerea on tomato fruit was estimated as described
above.

2.5. Molecular characterization of bacteria strains

Genomic DNA of bacteria strains was extracted according to
(Andreou, 2013) method with some modifications. The 16S rDNA gene
sequence was amplified by PCR and sequenced using the primers fD1
(5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC A-3') and rD1 (5'-AAG GAG GTG ATC
CAG C-3') (Weisburg et al., 1991). The nucleotide sequences were
assembled, aligned with BioEdit software, and deposited in GenBank
and the accession numbers obtained. The 16S rDNA sequences of the
bacteria strains and the out groups Streptomyces sp. strain N2—8 and
Paenibacillus polymyxa strain NBRC 15,309 were aligned using the Bio-
edit software. Neighbor joining tree showing the phylogenetic re-
lationships among the bacterial strains based on 16S rDNA sequences
was constructed (Supplementary Fig. 2). Bootstrap values of > 50 %
from a sample of 1000 replicates were considered. The construction of
phylogenetic tree in R was done using ape (Paradis and Schliep, 2019)
and phangron (Schliep, 2011; Schliep et al., 2017) packages.

2.6. Biochemical characterization of bacteria strains

The biochemical characterization of selected bacteria strains was
performed on the basis of their enzymatic activities, siderophores,
hydrogen cyanide (HCN) and ammonia production and solubilisation of
phosphate. The cellulose (Gupta et al., 2012), pectinase (Hankin et al.,
1971), phytases (Kerovuo et al., 1998), xylanase (Khan et al., 1986),
amylase (Vaseekaran et al., 2011), protease (Durham et al., 1987) and
chitinase (Hsu and Lockwood, 1975) activities were tested on minimal
media containing cellulose, pectine, myoinositol, xylan, strach, and
casein and colloidal chitin, respectively. The production of enzymes was
detected by the formation of a clear circular area around the bacteria
colony. The production of siderophores was detected by sub-culturing
bacteria on blue Agar CAS medium (Schwyn and Neilands, 1987).
When siderophores are produced they remove iron from the dye com-
plex and the color of the medium changes from blue to orange. The PVK
medium was used to test the phosphate solubilisation by bacteria strains
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(Pikovskaya, 1948). A clear circular area around the bacteria colony is
formed if the bacterial strain has the ability to solubilize the phosphate.
Ammonia was tested on peptone water by addition of the Nesseler re-
agent (Cappuccino and Sherman, 2005). The change of the bacterial
suspension from yellow to brown indicates the ammonia production.
HCN production was measured on Wattman paper (soaked in 2.5 g L™
picric acid in 12.5 g L™! sodium carbonate) placed on the lid of the Petri
plate. Bacterial streaks were made on LB agar medium amended with
glycine (4.4 g L™1). The plates were then sealed with cellophane and
incubated at 30 °C for 4 d. A color change of the filter paper from deep
yellow to reddish-brown color was considered as an indication of HCN
production (Bakker and Schippers, 1987).

2.7. Analysis of volatiles by solid phase microextraction-gas
chromatography-mass spectrometer (SPME-GC-MS)

Headspace vials (20 mL) were filled with 6 mL of LB agar medium
and autoclaved. The selected bacteria were inoculated in the prepared
headspace vials and incubated at 30 °C in the dark for 7 and 14 d. Vials
containing LB agar medium without bacteria were used as controls. The
bacterial VOCs were collected using the SPME fiber (Carboxen/ DVB/
PDMS (2 cm) 50/30 pm) commercially available from Agilent Tech-
nologies (USA). The fiber was conditioned at 250 °C for 30 min in the hot
injector of the GC and then exposed to the headspace of the culture vials
for 1 h. Once the adsorption/absorption was complete, the fiber was
desorbed in the injector in splitless mode (5 min) with a transfer line
temperature of 260 °C. Gas chromatography analysis was carried out
using an Agilent 19091S-433: 2169.66548 GC coupled to an HP-5MS 5
% Phenyl Methyl Silox with a DB Wax capillary column (325 °C: 30 m x
250 pm x 0.25 pm) and Helium as the carrier gas at a flow rate of 1 mL
min~!. The oven temperature program was fixed at 40 °C for 5 min,
followed by an increase by 20 °C min~" to 250 °C with holding for 15
min. Identification of the various compounds was performed by
matching the recorded mass spectra with those stored in the Wiley 09
NIST 2011 mass spectral library of the GC-MS data system. The exper-
iment was repeated twice with two replicates per strain per time of
incubation.

2.8. Antifungal activity test of pure volatile compound

The activity of the pure volatile compound 3-Methylbutan-1-ol
(isoamyl alcohol) (Merck) was tested in vitro against B. cinerea growth
and infection on tomato fruit. The in vitro antifungal activity test was
done as described in Section 2.1 with different concentrations of 3-Meth-
ylbutan-1-ol instead of the bacteria strains. The B. cinerea culture of S2
and S5 strains was facing 13 mm diameter Whatman paper disc
impregnated with different concentrations of 3-Methylbutan-1-ol
ranging from 0.004 to 0.885 mL L~! headspace. The plates were
immediately sealed with cellophane and incubated for 5 d at 25 °C in the
dark. Plates with a non impregnated filter paper were used as control.
The half maximal inhibitory concentration (IC50) and the maximal
inhibitory concentration (IC100) of 3-Methylbutan-1-ol on B. cinerea
mycelium growth were determined with the regression equation using
the Probit method. Three plates per fungal strain and compound con-
centration were used and the experiment was repeated two times.

The antifungal tests of the 3-Methylbutan-1-ol against B. cinerea
infection on tomato fruit was performed as described in Section 2.4.1
with this volatile compound instead of the bacteria strains. The 3-Meth-
ylbutan-1-ol was impregnated in a 90 mm diameter filter paper in the
center of the box with the concentrations corresponding to IC50 and
IC100. Cherry tomato fruits were inoculated with 6 mm diameter of
B. cinerea strains S2 and S5 and incubated at 24 + 2 °C in the dark. The
fungal infection was evaluated as described in Section 2.4.1 at 6 d post
infection. A split plot design was used, with each box contains all three
fungal treatments i.e. non-infected fruit and fruit infected with S2 or S5
strain in presence or not (control) of 3-Methylbutan-1-ol. The test was
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repeated two times, with 1 box for each volatile concentration and 3
fruits for each treatment.

2.9. Statistical analysis

Mixed Linear Models were implemented for analyses of variance
using Ime4 and lmerTest R packages. Multiple mean comparisons were
performed using Dunnett (comparisons to control) or Tukey (pairwise
comparisons) tests at p-value < 0.05. All statistical analyses were per-
formed using R x 64 3.5.1 software.
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3. Results
3.1. Characterization of the endophytic bacteria collection

Fifty endophytic bacteria strains were isolated from aerial and root
organs of healthy tomato plants harvested in six field sites of Cape Bon
region in Tunisia (Fig. 1A). Morphologically, 75 % of the strains form
large confluent white colonies, with the remaining strains forming
small, isolated colonies. All isolated strains are characterized by a rapid
growth (< 24 h). The distribution of the bacterial strains according to
the site of prospection and organ of isolation is represented in Fig. 1. The
collection is significantly enriched with bacteria from leaves which
represent 38 % of all isolated strains (***P < 0.001). A total of 22 strains
were isolated from Hattouba locality showing the most abundant and
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Fig. 2. (a) Evaluation of the in vitro antifungal activity of endophytic bacterial volatile organic compounds (VOCs). (A) Radial mycelia growth kinetics. of
Botrytis cinerea strains S2 and S5 subjected to bacterial VOCs in dual culture assay. Three independent replicates were performed for each bacterium-fungus strains
combination. (b) Evaluation of the in vitro antifungal activity of endophytic bacterial volatile organic compounds (VOCs). (B) Area under growth progress
curve (AUGPC) of Botrytis cinerea strains S2 and S5 subjected to bacterial VOCs in dual culture assay. For AUGPC a low value indicates a high antifungal activity of
bacteria strains. Three independent replicates were performed for each bacterium-fungus strains combination. Asterisks indicate a difference in comparison to

treatment “Without-Bacteria” as revealed by Dunnett’s test (*P < 0.05).
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diverse set of strains regarding the organ of origin. The strains isolated
from Tbag locality are statistically enriched in bacteria recovered from
roots (Fig. 1B). Endophytic bacteria collections from Belyess, Chrifat and
Korba-BeniKhalled road are the least abundant with only two strains
isolated from flowers each. This shows a broad range in the abundance
of bacterial endophytic communities and in their distribution within
plant according to the site of prospection, even at a small geographically
scale.

3.2. Antifungal activity of bacterial volatile organic compounds

The antifungal activity tests of VOCs produced by the bacteria strains
against two strains of B. cinerea showed that the reaction varies with the
bacteria and fungi strains and the time of observation (Fig. 2). Indeed,
the ANOVA on basis of data of the kinetics of growth (at 7, 14 and 21 d of
co-culture with the bacteria strains) and the Area Under Growth-
Progress Curve (AUGPC) showed a significant effect of the bacteria
strain, the fungal strain and their interaction (Table 1). Eighteen bac-
teria strains (i.e. 36 % of the collection) showed sustainable or tempo-
rary antagonistic effect against B. cinerea (Table 2). These antagonistic
bacteria were isolated from the localities of Diar Hajjaj, Hattouba and
Tbag. Three antagonistic behaviors were noted (i) eight strains (i.e. 62 %
of the antagonistic bacterial strains) specifically inhibited B. cinerea S2
strain, with DHT2, H1Fr2, DHF14 and H1F1 strains showing the stron-
gest antagonistic effects; (ii) three strains, namely DHF5, H2F12 and
H2F1, specifically reduced the mycelia growth of S5 strain of B. cinerea;
(iii) two strains, namely TR1 and TR2, significantly inhibited the
mycelia growth of both fungal strains. After 21 d of co-culture, mycelia
growth was respectively reduced up to 76.7 % for S2 strain due to
bacterial VOCs produced by H1F1 strain and 64.5 % for S5 strain due to
DHF5 VOCs.

The antagonistic bacterial strains were also selected according to the

Table 2
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persistence of their activity during 21 d of dual confrontation (Table 1).
Twelve strains maintained a significant antagonistic activity against
Botrytis mycelia growth up to 21 d of co-culture, with nine and three
strains against S2 and S5 Botrytis strains respectively (Table 2). Five
strains were characterized by temporary antifungal activity that decline
after 7 d of co-culture (e.g. TR3, BF11 and H1Fr3 against S5 or H1T3 and
DHF4 against both S2 and S5 strains). Some strains had intermediate
persistent effect. For example, the antagonistic activity of TR2 strain
against the two Botrytis strains declined after 14 d. While the TR1 strain
activity against S5 Botrytis strain declined after 14 d it was maintained
against S2 Botrytis strain till 21 d of confrontation.

The molecular identification using 16S rRNA gene sequences of the
18 antagonistic endophytic bacteria strains (accession numbers from
MNO080812.1 to MN080816.1 and from MN737985.1 to MN737997.1)
showed a statistically enrichment in bacteria of Bacillus genus (Supple-
mentary Table 2, Monte Carlo simulated Khi2 **P < 0.01). Indeed, 16
strains (i.e. 89 %) belong to nine Bacillus species including five strains
from B. velezensis (no statistically significant enrichment). The remain-
ing two strains belong to different species of the Enterobacter genus. No
statistical association between the endophytic bacterial species and their
antifungal effect on S2 or S5 B. cinerea strains was observed according to
Khi? independence test. This suggests that no endophytic bacterial
species specifically protects against a specific strain of Botrytis cinerea.
Likewise, no significant enrichment of the site or organ of origin with
antagonistic bacteria strains was observed.

3.3. Effect of bacterial volatile organic compounds on tomato seed
germination and seedling growth

The endophytic bacteria strains were screened in vitro towards their
VOCs activity on tomato seed germination and seedling growth. The
studied parameters relative to seed germination and seedling growth (i.

Kinetic and persistence of antifungal activity of endophytic bacterial volatile organic compounds (VOCs) against Botrytis cinerea strains S2 and S5. (For interpretation of
the references to colour in this table, the reader is referred to the web version of this article).

Antifungal activity
against 52 strain

Antifungal activity
against S5 strain

Strain ID | Bacteria species AUGPC |7d|14d |21d | AUGPC |7d | 14d | 21d
H1F1 Bacillus amyloliquefaciens

DHFI4 Enterobacter asburiae

HIFr2 Bacillus vallismortis

DHT2 Bacillus psendomycoides

DHF7 Bacillus subtilis subsp spizezenii

H1F2 Bacillus velezensis

DHP3 Bacillus subtilis

HIR2 Bacillus thuringiensis

DHFS Bacillus toyonensis

H2F12 Bacillus velezensis

H2F1 Bacillus proteolyticus

TR1 Enterobacter cloacae -
TR2 Bacillus nakamurai

HIT3 Bacillus velezensis

TR3 Bacillus amyloliquefaciens

DHF4 Bacillus thuringiensis

BFI1 Bacillus velezensis

HIFr3 Bacillus velezensis

Only endophytic bacteria strains producing antifungal VOCs are presented here. Dark Orange and dark blue colors in AUGPC (Area Under Growth Progress Curve) and
fungal mycelia growth kinetic at 7, 14 and 21 d indicate significant differences in comparison to the control ‘without bacteria’ using Dunnett test at p-value < 0.05 using
adjusted means from mixed linear models. Light orange and light blue colors indicate sub-significant differences using Dunnett test at p-value < 0.1. White color
indicates the absence of significant antifungal activity in comparison to the control ‘without bacteria’. Bacterial species were identified on the basis of 16S rRNA gene
sequences and homology search in Genbank database. Bacteria strains in bold were selected on the basis of their high and persistent VOCs antifungal activities against

one or both B. cinerea strains.
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e. length and fresh and dry weights) were significantly affected by
bacterial VOCs after 6 d of dual culture (*P < 0.05, Tables 3 and 4).
Three different behaviors were observed depending on the bacteria
strain and the measured parameter. According to the measured
parameter, between 66 % and 94 % of bacteria strains produced VOCs
with neutral effect on plant development, ie. seed germination or
seedling growth (Fig. 3). A promoting behavior of VOCs was noted for 2
% to 8 % of bacteria strains depending on the measured parameter;
indeed four strains (RK-BK Fl1, DHFl4, H2F3 and H1F9) enhanced
seedling fresh weight, two strains (DHF6 and H2F13) enhanced seedling
length, and one strain (H2T2) enhanced seedling dry weight in com-
parison to control seeds in presence of the LB medium (Fig. 3). However,
no bacteria strain showed positive effect on seed germination rate
(Fig. 3). Some bacteria strains showed deleterious effect on plant
development depending also on the measured parameter, 22 % reduced
seed germination, 26 % reduced seedling fresh weight, 6 % reduced
seedling length and 4 % reduced seedling dry weight (Fig. 3). The effect
of bacterial VOCs depends on the measured parameter. For example
DHF6 and H2F13 increase seedling length but not seedling fresh and dry
weights. Some bacterial VOCs enhanced seedling growth but have no
effect (e.g. DHF6, H1F9 or H2T2) or even inhibited seed germination (e.
g H2FI13) (Fig. 3). Finally, some bacteria strains such as H2F1 produced
VOCs that inhibit seed germination and seedling growth (Fig. 3).

3.4. Correlation between antifungal and plant growth activities of
bacterial volatile organic compounds and clustering of strains

Among the 16 possible correlations between the measured parame-
ters related to VOCs antifungal and plant growth activities, three were
statistically significant (Fig. 4A). A significant positive correlation was
observed between fresh and dry weights of tomato seedlings and be-
tween germination and seedling fresh weight. A significant and positive
correlation was observed between the antifungal activities against the
two Botrytis strains S2 and S5. No significant correlations were observed
between the parameters related to antifungal and plant growth activities
of bacterial VOCs.

Clustering of the endophytic strains based on their VOCs antifungal
and plant growth activities showed five bacteria clusters (Fig. 4B). The
cluster I contains one bacteria strain, H2F13, with VOCs activity quite
similar to LB medium without bacteria; the cluster II contains 4 strains
with strong antifungal effect against S2 B. cinerea strain only whereas,
the cluster III contains 18 strains with strong antifungal effect against S2
B. cinerea strain and weak (not significant) activity against S5 B. cinerea
strain. The cluster IV contains 12 bacteria strains with VOCs effects
against both B. cinerea strains. The cluster V contains 15 strains with
specific antifungal activity against S5 strain of B. cinerea.

3.5. Selection and characterization of endophytic bacteria strains with
potential use for the control of Botrytis cinerea

3.5.1. Selection of endophytic bacteria strains

On the basis of the clustering of endophytic bacteria, five strains
belonging to the clusters II, III, IV and V of bacteria producing VOCs with
strong antifungal activities and, as much as possible, having neutral to
promoting effects on tomato seed germination and seedling growth were
selected for further studies (Fig. 4B, Supplementary Table 2). The 16S
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Table 4
Type III analysis of variance of tomato seed germination under the influence of
endophytic bacterial volatile organic compounds.

Germination rate

Source of variation df LRT Pr(Chi)

Bacteria strain 50 324.44 < 2.2e-16 ***

Data were analyzed with a generalized linear mixed model where endophytic
bacteria were treated as fixed effects and independent experiment considered as
random effect. LRT (Likelihood Ratio Test) and p-value comparing the model
with or without fixed factor are reported. Significance codes for p-values: 0 ****
0.001 °*** 0.01 *** 0.05°.” 0.1 * " 1.

rRNA gene sequencing of selected endophytic bacteria strains showed
that they belong to the following species: Bacillus amyloliquefaciens H1F1
(Cluster II), Bacillus pseudomycoides DHT2 (Cluster III), Enterobacter
cloacae TR1 (Cluster IV) and Bacillus velezensis H2F12 and BF11 (Cluster
V) (Table 2).

3.5.2. Identification of volatile organic compounds produced by selected
endophytic bacteria strains

The volatile organic compounds produced by the five endophytic
bacteria strains along with the control LB Agar medium were charac-
terized and measured by SPME-GC/MS at 7 and 14 d (Supplementary
Table 4). The overall comparison of the VOCs profiles of endophytic
bacteria showed a clear difference between them and according to the
time of culture for the same strain (Fig. 5). A total of 93 volatile organic
compounds were detected with 68 compounds (i.e. 73 %) of known
identity (Supplementary Table 4). Twenty VOCs were produced by all
five strains, including seven compounds which were not detected in the
free bacteria LB Agar medium: six identified compounds (1-Octyn-3-
ol,4-ethyl ; p-Fenchol; Benzene,m-di-tert-butyl; 2-Undecanone; 3,3,5-
Trimethylbicyclo[3.3.0]octan-2,8-dione; 2-Pentadecanone,6,10,14-tri-
methyl) and one unidentified compound (NI). These molecules may
constitute a core set of VOCs produced by all tomato bacteria endo-
phytes, whatever the bacteria species. Forty-four strain-specific VOCs (i.
e. 47.31 %) were recorded, with a large majority (37/46 ie. 80.4 %)
produced at a specific culture time at 7 or 14 d. The two B. velezensis
strains BF11 and H2FI2 from the Cluster V which specifically reduced the
mycelia growth of S5 strain of B. cinerea showed the most similar pat-
terns of VOCs (Fig. 5) with Undecane,3-methyl as a common and specific
volatile for both strains. BFI1 produced in total 31 VOCs with six strain-
specific compounds with Benzenamine, N-ethyl as a specific compound
representing 0.74 % of its total produced VOCs (Supplementary
Table 3). The strain H2F12 produced in total 36 VOCs among which
seven are strain-specific with Dodecanal as the major compound rep-
resenting 4.61 % and 5.54 % of all produced compounds at 7 and 14 d of
culture, respectively. The strain DHT2 produced in total 43 VOCs among
which 10 are strain-specific with Dimethyl disulfide as the major com-
pound representing 37.19 % of its total produced VOCs. H1F1 strain
produced in total 32 VOCs with three are strain-specific compounds with
an unknown major compound representing 8.35 % of its VOCs (Sup-
plementary Table 3). The strain TR1 showed the most distinct VOCs
profile in comparison to the other bacteria strains (Fig. 5). Indeed, this
strain produced in total 53 compounds among which 18 are strain-
specific (i.e. 33.96 % of the detected VOCs) with Isoamyl Alcohol (3-

Table 3
Type III analysis of variance of seedling growth under the influence of endophytic bacterial volatile organic compounds.
Seedling length Fresh weight Dry weight
Source of variation df F value Pr(>F) F value Pr(>F) F value Pr(>F)
Bacteria strain 50 5.2195 1.676e-09 *** 19.884 < 2.2e-16 *** 2.1235 0.006331 **

Data were analyzed with a mixed linear model where endophytic bacteria were considered as fixed effects and independent experiment was considered as a random
effect. In order to normalize residuals of MLM, log10 (Fresh weight) and log10 (Dry weight) transformations were used. Significance codes for p-values: 0 ****’ 0.001

’**0.01°*0.05°.70.1° " 1.
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Fig. 3. Evaluation of in vitro effect of bacterial volatile organic compounds (VOCs) on tomato seed germination and seedlings growth at 6 d of dual
culture. The values for the measured parameters represent the least square means and their standard deviations calculated from GLM for germination rate (A) and
MLM for seedling length (B) and fresh (C) and dry weights (D). Red color indicates significant differences in comparison to the treatment “Without-Bacteria” as
revealed by Dunnett’s test (*P < 0.05). Dash horizontal line represents the least square mean value of the treatment “Without-Bacteria” which is plotted in black on
the graphs. Blue, green and orange asterisks represent respectively bacterial strains with significant promoting effects on seedling length and fresh and dry weights.

Methylbutan-1-ol) is the major compound representing 80.91 % and
58.80 % of its produced VOCs at 7 and 14 d of culture, respectively
(Supplementary Table 3).

3.5.3. Soluble antifungal compounds, enzymatic and nutrient uptake
activities of selected endophytic bacteria strains

The capacity of selected bacteria strains to produce soluble anti-
fungal compounds was evaluated by dual culture of both microorgan-
isms on the same medium (Fig. 6). Except DHT2 strain, the selected
bacteria strains significantly inhibited at different extent B. cinerea
growth on PDA medium at 7 d of co-culture (Fig. 6, Tukey test **P <
0.01). No significant effect of interaction between the bacteria and fungi

strains was observed (Table 5). The H1F1 strain produced the most
effective antifungal soluble compounds against B. cinerea, followed by
BFI1 and H2F12 and TR1 strains (Fig. 6).

The antimicrobial (i.e. hydrolytic enzymes and HCN) and plant
growth promoting (phosphate solubilization, siderophores and
ammonia production) activities of the selected antagonistic bacteria
were studied in vitro using appropriate media. Overall, the results
showed that, at the exception of the TR1 strain (which only produced 1
out of 7 hydrolytic enzymes), the remaining four endophytic bacteria
strains produced most of the studied enzymes (6 out of 7 hydrolytic
enzymes) and have at least 2 out of 3 PGP activities (Supplementary
Table 4). All the selected endophytic bacteria strains did not produce
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Fig. 3. (continued).

HCN (Supplementary Table 4).

3.6. In vivo biocontrol assay of B. cinerea on tomato fruit

The evaluation of the bio-protection capacity of the selected endo-
phytic bacteria strains against B. cinerea on tomato fruit was done by two
tests using VOCs and vegetative bacterial cells. The results showed dif-
ference in the protection effectiveness of bacteria strains depending on
the protection method used. The analysis of variance of the data of the
bio-protection assay using bacterial VOCs, showed a sub-significant ef-
fect of the bacteria strains on the diameter (‘P <0.1) but not on the depth
of B. cinerea rotting at 6 d after infection independently from the fungal
strain (Table 6). Only the VOCs of TR1 strain reduced significantly the
diameter of B. cinerea rotting on tomato fruit infected by both fungal
strains S2 and S5 (Fig. 7).

The analysis of variance of the data of the bio-protection test using
bacterial cells revealed a significant interaction between the bacteria

and the fungal strains on both infection parameters (i.e. diameter and
depth of rotting) at 6 d after B. cinerea infection (Table 7). In general, the
bacteria strains had the major effect on the depth in comparison to the
diameter of rotting, with BFl1 strain showing the strongest bio-
protective effect against both fungal strains (Fig. 8). All the studied
bacteria strains reduced the depth of rotting due to B. cinerea S2 strain
infection on tomato fruit (Fig. 8C). Except TR1 strain, the used bacteria
strains significantly reduced the depth of rotting due to B. cinerea S5
strain infection on tomato fruit, but at a less extent than that observed
for S2 strain (Fig. 8). The endophytic bacteria strains H1F1 and DHT2
also reduced the diameter of B. cinerea S5 strain rotting on tomato fruit
in comparison to mock-infected fruit without bacteria (Fig. 8B).

3.7. Antifungal activity of the pure volatile compound 3-Methylbutan-1-ol

The analysis of variance of B. cinerea mycelia growth in presence of
3-Methylbutan-1-ol at 5 d of exposition depends from the fungal strain,
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Fig. 4. (A) Correlation of the in vitro antifungal and plant
growth activities of volatile organic compounds (VOCs)
produced by 50 endophytic bacteria strains. Pairwise corre-
lations were computed based on Ismeans from MLM and GLMM
analysis. For each endophytic strain, the percentage of inhibition
of Botrytis cinerea mycelia growth of S2 strain (P1.S2) and S5
strain (PI_S5) was calculated based on AUGPC lsmeans values
reported to value of the treatment “without bacteria”. Co-
efficients of pairwise Pearson correlation are indicated. Asterisks
represent significant correlations according to following signifi-
cance code for p-values: 0 “**** 0.001 “*** 0.01 *** 0.05‘.” 0.1 " 1.
The graph was obtained using the pairs panels function of the
psych package of R software. (B) Heat map of the in vitro
antifungal and plant growth activities of volatile organic
compounds (VOCs) produced by 50 endophytic bacteria
strains. The hierarchical clustering for bacterial strains based on
antifungal and plant growth activities was computed based on
Pearson correlations and complete linkage. Z-scores were calcu-
lated and used to generate heat maps. Red color indicates high
activity and blue colour indicates low activity. Dendrogram on
the left shows bacteria strains clustering according to both anti-
fungal and plant growth promoting biological activities and the
five bacterial clusters (I to V). Red asterisks indicate the five
endophytic bacteria strains which were selected for further
analysis. The graph was obtained using the heatmap.2 function
of the gplot package of R software.
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Fig. 5. Patterns of production of volatile organic compounds
(VOCs) of five endophytic bacteria strains (BFl11, DHT2, H1F1,
H2F12 and TR1) detected by SPME-GC/MS technique. VOCs were
measured at 7 and 14 d of bacterial culture on LB Agar medium
(bacteria-free LB medium was used as a control condition) in two
independent replicates. Means of molecules percentages for the two
replicates were used to calculate Z-scores to generate heatmap. Data
matrix was normalized by row to absorb the variation between VOC
molecules. Dendrogram on the left shows the relationships between
quantities of 92 emitted VOCs according to different samples (Bac-
terial strains and age of culture). Dendogram on the upper part
shows the relationships between samples according to their patterns
of VOCs production. Blue colour indicates high concentration and
pink color indicates low concentration of VOC. NI_#: Non identified
compound.
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Fig. 6. In vitro antifungal activity through soluble compounds of five bacteria strains (BFl11, DHT2, H1F1, H2FI2 and TR1) against two Botrytis cinerea
strains S2 and S5. The antifungal activity was assessed as the decrease in fungal mycelia growth compared to the control condition ‘Without bacteria’ on PDA
medium at 7 d of co-culture. A representative plate at 7 d of co-culture is shown for each bacterium-fungus strains combination. Two independent replicates with
three plates for each combination of bacterial and fungal strains were carried out. Letters identify significantly different groups according to Tukey test for multiple

mean comparisons at **P < 0.01.

Table 5
Type III analysis of variance of Botrytis cinerea mycelia growth under the influ-
ence of endophytic bacterial soluble compounds at 7 d of co-culture.

Fungal growth

Source of variation df F value Pr(>F)
Bacteria strain 5 60.2059 <2e-16 ***
Botrytis strain 1 2.6826 0.1067
Bacteria strain * Botrytis strain 5 0.6562 0.6580

Data were analyzed with a mixed linear model where endophytic bacteria and
B. cinerea strains and their interaction were considered as fixed effects and in-
dependent experiment was treated as a random effect. Significance codes for p-
values: 0 °**** 0.001 **** 0.01 *** 0.05°.” 0.1 1.

Table 6

Type III analysis of variance of Botrytis cinerea infection on tomato fruit under
the influence of endophytic bacterial volatile organic compounds at 6 d post-
infection.

Diameter of rotting Depth of rotting

Source of variation df  Fvalue Pr(>F) Fvalue Pr(>F)

Bacteria strain 3.7286 0.087486 1.4592  0.20479
Botrytis strain 1 14.5479 0.000183 1.7555 0.18670
Bacteria strain * Botrytis 5 0.5880 0.709189 1.0594 0.38416

strain

A split plot design was used in this assay. The experiment was repeated three
times with two blocks for each replicate. Data were analyzed with a mixed linear
model where endophytic bacteria, B. cinerea strains (52 and S5) and their
interaction were considered as fixed effects, whereas the replicate, block and
whole plot (Plastic box) were treated as random effects. The data of mock-
inoculated fruits ie. fruits inoculated with PDA medium instead of the
B. cinerea culture were not included in the statistical analysis. Significance codes
for p-values: 0 ***** 0.001 "*** 0.01 *** 0.05°.” 0.1 * " 1.
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the concentration of this compound and their interaction (Table 8). The
3-Methylbutan-1-ol showed a significant antifungal activity against S2
strain since 0.177 mL L™* and against S5 since 0.221 mL L~! in com-
parison to the control (Fig. 9). The IC50 and IC100 of 3-Methylbutan-1-
ol against both B. cinerea strains were about 0.221 mL L~ and 0.442 mL
L! headspace, respectively (Fig. 9).

The analysis of variance of B. cinerea rot diameter and depth on to-
mato fruit in presence of 3-Methylbutan-1-ol at 6 d post infection de-
pends mainly from the concentration of this compound (Table 9). The 3-
Methylbutan-1-ol decreased significantly B. cinerea rot diameter and
depth for both fungal strains at IC50 and IC100 with a greater effect of
the later concentration which totally suppressed fungal infection, but no
visible phytotoxicity symptoms on tomato fruit were observed
(Fig. 10A-C).

4. Discussion

Botrytis cinerea is considered as one of the most important plant
pathogens in term of the economic losses that engenders to agriculture
sector worldwide (Dean et al., 2012; Jin and Wu, 2015). Synthetic
fungicides are exclusively used to control this disease with a global cost
exceeding 1 billion dollar (Hua et al., 2018) and causing negative impact
on the environment and human health. Considering these constraints
and the increasing awareness of consumers, the development of safe and
eco-friendly management methods is needed for developing modern
sustainable agriculture system. In this context, our work aims to select
efficient endophytic bacteria strains to control B. cinerea infection on
tomato fruit based on their VOCs antifungal activity and taking in ac-
count their effect on tomato seed germination and seedling growth,
along with the identification of potential antifungal VOCs.

A total of 50 endophytic bacterial strains was isolated from aerial and
root organs of healthy tomato plants in six localities in the Tunisian
peninsula region of Cap Bon. Despite the short average distance between
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Fig. 7. Effect of volatile organic compounds (VOCs) of five endophytic bacteria strains on Botrytis cinerea infection on tomato fruit. (A) Photos of tomato
fruit exposed to endophytic bacterial VOCs or not (control without bacteria) at 6 d after infection with S2 or S5 B. cinerea strains. Boxplots represent the diameter (B)
and the depth (C) of fruit rotting caused by S2 and S5 B. cinerea strains or mock condition (Control). Data were recorded from three independent experiments.
Asterisk into brackets indicates significant difference in comparison to treatment “Without bacteria” as revealed by Dunnett’s test (*P < 0.05).

Table 7
Type III Analysis of variance of Botrytis cinerea infection on tomato fruit after
treatment with vegetative cells of endophytic bacteria at 6 d post-infection.

Diameter of rotting Depth of rotting

Source of variation df  Fvalue Pr(>F) F value Pr(>F)

Bacteria strain 5 1.8734 0.25374 3.4324 0.1010336
Botrytis strain 1 370.3763 < 2e-16 13.1802  4.327e-06
Bacteria strain* 5 1.6731 0.08952 3.4896 0.0003036

*kk

Botrytis strain

A split plot design was used in this assay. The experiment was repeated three
times with two blocks for each replicate. Data were analyzed with a mixed linear
model where endophytic bacteria, B. cinerea strains (S2 and S5) and their
interaction were treated as fixed effects, whereas replicate, Block and whole plot
(Plastic box) were treated as random effects. The data of mock-inoculated fruits
ie. fruits inoculated with PDA medium instead of the B. cinerea culture were not
included in the statistical analysis. Significance codes for p-values: 0 ***** 0.001
7*%20.01°*0.05°. 0.1 1.

prospected localities (< 53 km), an important difference in term of
number and species of endophytic bacteria strains was observed. Such
substantial differences in endophytic bacterial communities, at a small
geographically scale, may be explained by the difference in the soil
composition and the cropping system of the farm (Vos and Velicer, 2006;
Vos et al., 2013). At the plant organ level, the results showed a domi-
nance of bacteria strains isolated from tomato leaves in comparison to
other plant organs. Such result may be related to the known faculty of
endophytes to migrate from roots to the upper organs of the plant to
reach the leaves (Bodenhausen et al., 2013; Rekosz-Burlaga et al., 2014).
The abundant colonization of leaves may indicate the contribution of
these microorganisms to the efficiency of photosynthesis, and/or to the
protection of these vital organs from diseases. Indeed, several works
demonstrate the beneficial use of endophytic microorganisms on
photosynthesis by increasing chlorophyll content, photochemical effi-
ciency, or net CO; assimilation rate (Rho and Kim, 2017; Mnasri et al.,
2017) as well as their protection properties against pathogens (Pavithra
et al., 2020). Accordingly, in vitro antagonistic tests against B. cinerea
showed that 18 bacteria strains of the collection produce VOCs with
antifungal activity. As evidenced by 16S rRNA sequencing, those belong
to different species of Bacillus and Enterobacter genera with a significant
enrichment in strains of the Bacillus genus. Bacillus strains colonizing
plants are involved in many physiological and stress tolerance processes
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improving plants growth and health (Earl et al., 2008; Mnasri et al.,
2017). In this study, the majority of the identified antagonistic Bacillus
strains showed neutral to promoting effect on tomato seed germination
and seedling growth, implying their role in tomato growth and protec-
tion against at least Botrytis pathogen. The Bacillus genus is already
known to harbor potent antagonistic strains to plant pathogens
providing effective plant protection through the production of volatile
organic compounds (Kefi et al., 2015; Mnasri et al., 2017; Jiang et al.,
2018) as well as soluble compounds such as lipopeptides and hydrolytic
enzymes (Ben Slimene et al., 2012; Slimene et al., 2015). To our
knowledge this is the first report of VOCs antifungal activity against
B. cinerea produced by B. nakamurai, B. pseudomycoides, B. proteolyticus,
B. thuringiensis, as well as Enterobacter asburiae and E. cloacae. Never-
theless, Bacillus species like B. amyloliquefaciens (Gotor-Vila et al., 2017),
B. velezensis (Gao et al., 2018; Jiang et al., 2018), B. subtilis (Gao et al.,
2017; Zhao et al., 2019), B. vallismortis (Liu et al., 2018) and
B. toyonensis (Contreras-Pérez et al., 2019) are known to produce anti-
fungal VOCs against several phytopathogens including B. cinerea.

The isolated endophytic Enterobacter species (E. asburiae and
E. cloacae) produced antifungal VOCs against B. cinerea. Various
Enterobacter species are known to colonize internal plant tissues,
improve plant growth and prevent from pathogens attacks (Tsuda et al.,
2001; Jha et al., 2011; Latha et al., 2019; Singh et al., 2020). Previous
studies showed that E. asburiae strains KDKS5-49 and Vt-7 produce
antifungal VOCs against Phytophthora capsici (Toh et al., 2016) and
Aspergillus flavus (Gong et al., 2019), respectively. Enterobacter cloa-
caehave antifungal activity against several pathogens such as Fusarium
oxysporum f. sp. spinaciae (Tsuda et al., 2001), Mycosphaerella fijiensis
(Macedo-Raygoza et al., 2019), Sclerotium rolfsii (Mahartha and Supra-
pta, 2018) and Phytophtora sojae (Zhao et al., 2018).

The correlation between VOC-mediated antifungal and PGP activ-
ities did not show any significant relation between both properties. Two
hypotheses can be made: firstly, our results may support the speciali-
zation of endophytic bacteria toward antagonism or PGP capacities;
secondly, the used protocol (double culture assay) for the activities
testing may be in favor of selecting antagonistic strains at the expense of
PGP strains because of the high concentration of VOCs. The first hy-
pothesis is supported by the work of Walitang et al. (2017) showing that
specific type strains isolated from different rice cultivars have dis-
tinguishing characteristics, which indicates a certain specificity in their
activities. For example, Flavobacterium sp. strains are phosphate sol-
ubilisers and indole-3-acetic acid producers, whereas Pseudomonas
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Fig. 8. Effect of treatment with vegetative cells of five endophytic bacteria strains on Botrytis cinerea infection on tomato fruit. (A) Photos of tomato fruits
treated or not (control without bacteria) with bacterial cell suspension at six days after infection with B. cinerea S2 or S5 strains. Boxplots represent the diameter (B)
and the depth (C) of fruit rotting caused by S2 and S5 B. cinerea strains or mock condition (Control) at 6 d after infection. Data are of three independent experiments.
Asterisks or dots into brackets indicate significant difference compared to the treatment “Without bacteria” as revealed by Dunnett’s test. Significance code for p-
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Table 8
Type Il analysis of variance of Botrytis cinerea mycelia growth in presence of the
pure volatile compound 3-Methylbutan-1-ol (3-MBO) at 5 days of co-culture.

Fungal mycelia growth

Source of variation df F value Pr(>F)
Fungal_strain 1 8.1848 0.005065 **
3-MBO concentration 10 177.8352 < 2.2e-16 ***
Fungal strain*3-MBO 10 6.9283 2.546e-08 ***

concentration

Data were analysed with a mixed linear model where 3-Methylbutan-1-ol con-
centration and B. cinerea strains and their interaction were considered as fixed
effects and independent experiment was treated as a random effect. Significance
codes for p-values: 0 ***** 0.001 **** 0.01 *** 0.05°.” 0.1 " " 1.

strains are characterized as high siderophore producers while Micro-
bacterium sp. and Xanthomonas sp. strains have very high pectinase and
cellulase activity (Walitang et al., 2017). The second hypothesis is
supported by the work of Asari et al. (2016) indicating that plant pro-
moting and antagonistic activity by VOCs are dose dependent: while
PGP activity needs low concentration of volatiles, the antagonistic one
needs high volatiles concentration. At the practical level the specifica-
tion observed in biological activities of endophytic bacteria constitutes a
challenge for developing broad-spectrum bio-inocula for agriculture
use. This issue can be managed by developing inocula containing a
consortium of compatible bacteria strains with complementary biolog-
ical activities as reported in previous works (Thakkar and Saraf, 2015;
Palmieri et al., 2017; Taha et al., 2019). Based on these results we
selected endophytic bacteria strains that have strong VOCs antifungal
activities and as much as possible neutral to promoting effects on tomato
seed germination and seedling growth. Four Bacillus strains (BFI1,
DHT2, H1F1 and H2F12) and one Enterobacter strain (TR1) were selected
and used for postharvest control of B. cinerea on tomato fruit using their
VOCs and vegetative cells. The activities of cellulase, pectinase,
amylase, phytase, xylanase and chitinase were also observed in almost
all of the selected endophytic bacteria strains indicating the importance
of these characteristics for survival and colonization into the plant tis-
sues. These bacterial endophytes also showed promising PGP enzymatic
activities including ammonia and siderophore production and phos-
phate solubilization. The selected Bacillus strains decreased significantly
fruit rot caused by B. cinerea mainly using vegetative cells probably due
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to their ability to produce several hydrolytic enzymes as indicated
above. According to Essghaier et al. (2009), the biocontrol of B. cinerea
on strawberry fruit was correlated to production of hydrolytic enzymes
(chitinase, cellulose, protease, p-1,3-glucanase) by Bacillus spp. strain
1502. In addition, Zhang et al. (2010) showed that the release of glu-
canase, chitinase and proteases by Aureobasidium pullulans PL5 strain
control postharvest disease caused by M. laxa in apple and peach. In
comparison to the selected Bacillus strains, the Enterobacter strain TR1
showed the most protective effect of tomato fruit against B. cinerea
rotting through its VOCs. As a potential clinical specimen, this strain
cannot be applied directly on plants but the bioactive VOCs it emits can
be used for the biocontrol of gray mold and potentially tested against
other postharvest fungal pathogens.

The GC—MS identification of bacterial VOCs showed a core set of
seven compounds produced by all five selected antifungal endophytic
bacteria strains i.e.1-Octyn-3-ol,4-ethyl ; p-Fenchol; Benzene,m-di-tert-
butyl; 2-Undecanone; 3,3,5-Trimethylbicyclo[3.3.0]octan-2,8-dione; 2-
Pentadecanone,6,10,14-trimethyl and unidentified compound. These
ubiquitous VOCs may be involved in vital biological processes in bac-
teria such as communication, environmental adaptation and defense
against other microbes (Chernin et al., 2013; Audrain et al., 2015).
Indeed, volatiles of ketone group like 2-Undecanone are synthesized by
different bacteria genera and known for their antibacterial activity
(Melkina et al., 2017; Veselova et al., 2019). Some bacteria strains such
as TR1 and DHT2 emitted sulfur-containing compounds, including
dimethyl disulfide and dimethyl trisulfide known for their antifungal
activities against several pathogens including oomycete such as Pythium
myriotylum and Phytophthora capsici (Agisha et al. 2019) and fungi such
as Rhizoctonia solani, Athelia rolfsii, Colletotrichum gloeosporioides, Mag-
naporthe oryzae, Gibberella moniliformis and B. cinerea (Elkahoui et al.,
2015; Hernandez-Leon et al., 2015; Agisha et al. 2019). The DHT2 and
H1F1 strains produced Cyclohexanol,4-methyl and 2-Heptanone,
6-methyl which were related to Bacillus spp. antifungal activities (Fer-
nando et al., 2005; Morita et al., 2019). The TR1 and H2FI2 strains
produced 2-Heptanone which was reported to have insecticidal and
antifungal activities specially against Pythium irregular, R. solani, and
F. oxysporum (Cole and Blum, 1975) and has been also related to the
antifungal activity of B. amyloliquefaciens DA12 against Fusarium species
(Lee et al., 2017). The H2FI2 strain produced seven strain-specific vol-
atiles with the Dodecanal as a major compound; this has antifungal
(R. solani and Bipolaris oryzae) and antibacterial activities (Xanthomonas
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Fig. 9. In vitro antifungal activity of 3-Methylbutan-1-ol against two Botrytis cinerea strains S2 and S5. The antifungal activity was assessed as the decrease in
fungal mycelia growth compared to the control condition ‘without 3-Methylbutan-1-ol’ on PDA medium at 5 d of co-culture. A representative plate at 5 d of co-
culture is shown for each 3-Methylbutan-1-ol concentration-fungus strain combination. Two independent replicates with three plates for each combination of 3-Meth-
ylbutan-1-ol concentration and fungal strains were carried out. Letters identify significantly different groups according to Tukey test for multiple mean comparisons

(*P < 0.05).

Table 9

Type III analysis of variance of Botrytis cinerea infection on tomato fruit in
presence of the pure volatile compound 3-Methylbutan-1-ol (3-MBO) at 6 days
post infection.

Diameter of rotting Depth of rotting

Source of variation df  Fvalue Pr(>F) Fvalue Pr(>F)

Fungal strain 1 6.6690 0.01513* 0.1437 0.7074

3-MBO concentration 2 17.5157 1.028e- 4.1905 0.0252*
05+

Fungal strain*3-MBO 2 1.8062 0.18227 0.1437 0.8668

concentration

A split plot design was used in this assay and the experiment was repeated two
times. Data were analysed with a mixed linear model where 3-Methylbutan-1-ol
concentration, B. cinerea strain (S2 and S5) and their interaction were consid-
ered as fixed effects, whereas the replicate was treated as random effect. The
data of mock-inoculated fruits i.e. fruits inoculated with PDA medium instead of
the B. cinerea culture were not included in the statistical analysis. Significance
codes for p-values: 0 ***** 0.001 **** 0.01 "** 0.05°.” 0.1 * * 1.

oryzae) as pure compound (Chanprapai et al., 2018) and is also related to
endophytic bacterial antagonism (Kai et al., 2007; Li et al.,, 2015).
Interestingly, H1F1 and BFll1 Bacillus strains produce three and six
specific VOCs, respectively of unknown antimicrobial activity; suggest-
ing that they could be new bioactive VOCs for the control of B. cinerea.
Further analysis should be done to identify these volatiles and study
their antifungal activities.

The VOCs produced by the Enterobacter strain TR1 had the most
important in vivo protective effect against B. cinerea decay on tomato
fruit. In total, the TR1 strain produces 57 VOCs (at 7 and 14 d) with two
of them (3-Methylbutan-1-ol and 2-Furanmethanol) considered as bio-
markers of E. cloacae (Lawal et al., 2018) and three compounds
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(3-Methylbutan-1-ol, Pentadecane and 2-Octanone) previously reported
for their antifungal activities (Li et al., 2020). This study showed a
notable antifungal activity of the major volatile compound 3-Methylbu-
tan-1-ol produced by TR1 strain which totally suppress B. cinerea
infection at 0.442 mL L™! headspace with no visible alteration on tomato
fruit. Calvo et al. (2020) showed also that 3-Methylbutan-1-ol had
antifungal activity against B. cinerea at 0.1 mL L™! in table grapes. The
difference between the effectiveness of 3-Methylbutan-1-ol antifungal
activity in this study in comparison to Calvo et al. (2020) may be
explained in part by the difference of the reaction of the used B. cinerea
strains. This is supported by the fact that we observed a significant
difference between the sensitivity of the S2 and S5 B. cinerea strains in
reaction to 3-Methylbutan-1-ol. So, prior to the application of this po-
tential antifungal volatile, it is crucial to determine not only the active
dose but also it’s spectrum of activity against different fungal strains,
phytotoxicity on various fruit species and effects on fruit quality.

5. Conclusion

In conclusion this study showed that healthy tomato plants harbor
diverse endophytic bacteria strains colonizing mainly leaves and some
of them emitting VOCs with antifungal and/or plant growth promotion
activity. Identified antagonistic bacteria strains showed a significant
enrichment with Bacillus species with few Enterobacter species. The ac-
tivities of several hydrolytic enzymes were also observed in almost all
selected endophytic bacteria, along with promising plant growth pro-
moting enzymatic activities. The characterization of bacterial-released
VOCs showed a core set of compounds produced by all selected bacte-
ria, and some strain-specific volatiles, with some of them already re-
ported for their antifungal activities. Finally, this work provides
evidence about VOCs- and vegetative cells-mediated biocontrol ability
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Fig. 10. Effect of 3-Methylbutan-1-ol on Botrytis cinerea infection on tomato fruit. Boxplots represent the diameter (A) and the depth (B) of rotting caused by S2
and S5 Botrytis cinerea strains or control condition (inoculated with PDA medium) at 6 d after infection on tomato fruit exposed or not to 3-Methylbutan-1-ol at the
half maximal inhibitory concentration (IC50 = 0.221 mL L) and the maximal inhibitory concentration (IC100 = 0.442 mL LY. (C) Photos of tomato fruit at 6
d after infection with B. cinerea strains and exposed or not to IC50 and IC100 of 3-Methylbutan-1-ol. Data were recorded from two independent experiments. Asterisk
into brackets indicates significant difference between B. cinerea inoculated fruit in presence or not of 3-Methylbutan-1-ol as revealed by Dunnett’s test (*P < 0.05).
Significance codes for p-values: 0 ****’ 0.001 **** 0.01 *** 0.05°.” 0.1 * * 1.

of Enterobacter and Bacillus strains, respectively to reduce postharvest Author contributions

infection of B. cinerea on tomato fruit, as well as 3-Methylbutan-1-ol as

promising antifungal volatile to control grey mould during storage and MC and TK: conduction of the experiments.

trade transport. Although, no visible alteration were observed on tomato MC, CB: statistical analysis of data.

fruit after the application of 3-Methylbutan-1-ol phytotoxicity tests SJ and SE: analysis and identification of volatile compounds.
should be done prior to application. ND, MC, CB, LG: analysis and interpretation of results.

ND, MC, CB: writing and correction of the paper.
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