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Glossaire

GLOSSAIRE

Bactériostatique: Qui a une action d'inhibition de la prolifération bactérienne. La cellule n'est
pas forcément tuée par le composé.

Bactéricide : Qui a une action létale sur une bactérie.

Caféine: alcaloide du groupe des purines contenu dans de nombreuses plantes et leurs diverses

préparation (café, thé, chocolat, cola, maté, guarana).

Commensalisme : C’est une relation au cours de laquelle I’un profite de la présence de 1’autre

sans le détruire.
Déparcher : enlever la parche qui couvre la graine.

Endophytes : microorganismes (bactéries, champignons) vivant dans la plante sans étre

pathogénes a celle-ci.

Métabolites secondaires: Ce sont des substances biologiques produites par les
microorganismes (bactéries et champignons) et les plantes. Ils ne
participent pas directement au fonctionnement cellulaire et au

développement de la plante.

Mutualistique : relation bénéfique pour les deux partenaires. Les endophytes acquiérent des
nutriments dans les plantes. En retour, ces dernic¢res sont protégées contre les

herbivores et les pathogénes via la production d’alcaloides.
Parche : tégument qui recouvre la graine des caféiers.

Pathogeéne latent : les microorganismes deviennent pathogenes pour la plante hote quand cette
derniére est en stress. Ce type de relation est bénéfique pour ces endophytes

mais dévastatrice pour la plante.

Placentation “cofféenne” : présence d’un sillon, plus ou moins invaging, dans la partie ventrale
de I’albumen des graines.
Souche bactérienne : est constituée par une succession de cultures dérivées d'une culture pure
(Ie plus souvent une colonie parfaitement isolée).
Stigmate exerte : stigmate a style long

Stomate : Orifice de petite taille présent dans 1'épiderme des organes aériens des végétaux.


http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89piderme_%28botanique%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Organe
http://fr.wikipedia.org/wiki/V%C3%A9g%C3%A9tal
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Introduction

Madagascar vue sa biodiversité exceptionnelle par sa richesse floristique et faunistique présente
une forte endémicité au niveau des especes de caféiers. Avec les 124 especes de Coffea
(Rubiaceae) (Davis et al., 2010, 2011) originaires d’Afrique, des iles Mascareignes, des
Comores, d’Asie et de I’ Australie, Madagascar représente a elle seule presque la moitié soit: 61
especes dont 53 lui sont tous endémiques (Davis et al, 2006). Ces caféiers de la région
malgache sont groupés sous le nom de Mascarocoffea. 1ls présentent une grande diversité
génétique. Compte tenu de sa grande diversité, ces caféiers sont utiles pour I’amélioration des
deux variétés cultivées (Coffea canephora et Coffea arabica). Chacune de ces espéces occupe
dans son aire d’origine des écosystemes différents et sont a ’origine des biomolécules,
diversifiées souvent spécifiques, inexistantes chez les caféiers cultivés (Rakotomalala, 1993).
Mais elles sont pourtant menacées. 76% d’entre elles sont sur la liste rouge de I'TUCN di aux

activités humaines (Davis et al., 2006).

Plusieurs études scientifiques ont été effectuées sur ces caféiers se rapportant a 1’aspect
biochimique (Rakotomalala, 1992 ; Ralalamoria, 1999 ; Rakotondravao, 2001 ;
Campa et al., 2004) , et génétique (Razafinarivo et al, 2013 ; Andrianasolo, 2013 ;
Krishnan et a/.,2013). Par contre, les recherches abordant le c6té microbiologique et plus
spécialement celles qui concernent les bactéries endophytiques sont presque inexistantes.

Et pourtant, il est prouvé que la plupart des plantes hébergent des microorganismes a I’intérieur
de leur tissu. Ces microorganismes appelés endophytes peuvent étre des bactéries ou des
champignons (Welbaum et al., 2004). Ces endophytes établissent des relations perpétuelles
avec leurs hotes. Ils peuvent intervenir non seulement dans la protection de la plante hote contre
les stress dus aux facteurs biotiques et abiotiques via des molécules bioactifs qu’ils synthétisent,
mais aussi dans I’apport de nutriments indispensables a la plante. (Rodriguez et al., 2009).

De nombreuses études rapportent la présence d’endophytes bactériens dans différentes plantes
comme la vigne (West et a/., 2010, Hudson et al., 2010), ’eucalyptus (Ferreira et al., 2008), le
cacaoyer (Kebe et al., 2009).

Les ¢études sur les endophytes bactériens du genre Coffea restent rares. Une seule publication
concerne leur diversit¢ chez C. arabica (Vega et al, 2005). Récemment, deux études:
Andriamialiharisoa (2011) et de Ratsimbazafy (2011) rapportent la présence d’endophytes
bactériens isolés a partir de feuilles de 2 especes de Mascarocoffea.

Il est ainsi évident qu’une grosse lacune reste a combler sur I’investigation des endophytes dans

le genre Coffea, et plus spécialement dans les especes du groupe Mascarocoffea.
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Ainsi notre contribution se focalisera sur 1’isolement et la caractérisation des endophytes
bactériens de deux especes de la série Verae: Coffea kianjavatensis représenté par deux
populations (A213 et A 602) marqué par la présence de trace de caféine (0,81 % et 0,13 % MS)
dans leur graine et Coffea homollei une espéce sans caféine. C. arabica var Bourbon jaune,
caféier a teneur relativement élevée en caféine (1,4% MS) sert de référence.

L’aboutissement de ce travail est de vérifier les hypothéses suivantes : (i) les endophytes varient
qualitativement et quantitativement en fonction des caféiers hotes; (i7) Il existe une relation
entre cette variation et les compositions biochimiques des hotes.

L’objectif est (i) de décrire la diversité des endophytes bactériens des deux especes de la série
Verae et (i1) de mettre en évidence I’existence de relations éventuelles entre cette diversification
microbiologique et la variation des caracteres entre caféiers appartenant a une méme série

botanique.

Dans cette étude les grandes lignes suivantes seront développées :

1- Unrappel bibliographique décrivant les généralités sur les endophytes et les caféiers ;

2- Les méthodes d’isolement des endophytes incluant la stérilisation en surface,
I’ensemencement sur milieu solide et la purification des souches isolées ;

3- La caractérisation des souches purifiées s’appuyant sur leur description :

- morphologique qui décrit la caractérisation macroscopique et microscopique des
souches ;

- métabolique qui trace I'utilisation des oses (mannitol, glucose, lactose), des citrates
et la décomposition de 1’eau oxygénée par les souches ;

- physiologique qui étudie (i) le type respiratoire des souches ; (ii) I’effet de la
température, du Na Cl, du pH, de la caféine sur les souches ; (iii) la capacité des
souches a solubiliser ou non le phosphate inorganique afin d’optimiser les parameétres
caractérisant les souches ;

4- les résultats et discussion

5- et enfin la conclusion et perspectives

L’analyse statistique des données collectées permettant d’une part de discerner ou de

regrouper ces souches ; et d’autre part d’avoir une vue synthétique de leur diversité.

Le statut des souches bactériennes des espéces de caféiers avec caféine et sans caféine est
discuté¢ et par la suite les souches communes et/ou spécifiques des plantes hotes seront

déterminées.
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Géneéralités
I- Les caféiers

I-1 Donnée Botanique et systématique des caféiers

Les caféiers sont des arbustes a tronc monopodiale orthotrope (photo 1). Leurs feuilles sont
opposées deux a deux. Leurs fleurs blanches petites odorantes groupées en glomérules a
inflorescence racémique (photo 2) comportent des ovaires a deux loges contenant des ovules a
placentation dite « cofféenne » caractérisée par la présence d’un sillon, plus ou moins invaging,
dans la partie ventrale de I’albumen (figure 1). Leurs fruits sont des drupes ovales de couleur
vert (photo 3), rouge, jaune, violet ou noir a maturation selon les especes. Les graines présentent
un sillon ventral invaginé.
Les caféiers appartiennent a la famille des Rubiaceae, sous famille des Ixoroideae, tribu des
Coffeeae.
Autrefois, cette tribu Coffeeae incluait plusieurs genres dont deux différenciés sur la base de
caractéristiques florales :
- le genre Coffea a anthéres et stigmates exertes, a styles longs qui regroupait les sous
genres Coffea et Baracoffea
- le genre Psilanthus regroupant Psilanthus et Afrocoffea; a anthéres et stigmates
inserts et a styles courts (Leroy, 1980).
Récemment, Davis et al. (2011) ont fusionné cette subdivision de Leroy en un seul genre, sur
la base de similarit¢ de leurs caractéres morphologiques et moléculaires. L’obtention de
descendances fertiles entre especes de Coffea et Psilanthus (Couturon et al., 1998) conforte par
ailleurs la logique de ce nouveau regroupement.
L’introduction du genre Psilanthus dans le genre Coffea accroit le nombre d’especes de 104
(Davis et al., 2006, Davis et al., 2010) a 124 (Davis et al., 2011).
Dans cette étude, les subdivisions infra génériques proposées avant les travaux de Davis et
al. (2011) ont été considérés. Selon la distribution géographique, le sous genre Coffea est
subdivisé en trois sections :
- les Eucoffea : ce sont les caféiers spontanés inféodés a I’Afrique centrale et
occidentale. Les espéces les plus cultivées (C. arabica et C. canephora et
C. liberica) appartiennent a ce groupe ;
- les Mozambicoffea regroupent les caféiers spontanés de I’ Afrique orientale. Ce
sont les caf€iers a faible teneur en caféine (Anthony, 1992). Par exemple :
C. racemosa C. pseudozanguebariae et C. salvatrix ;
- les Mascarocoffea : groupent les espéces sauvages de Madagascar des iles

Mascareignes et des Comores. Leurs graines sont généralement dépourvues de

2
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caféine. Cette section est subdivisée en séries (Chevalier, 1947) réduites a six
par Charrier (1978) d’aprés leurs comportements phénologiques et leurs
caracteres morphologiques. Ces groupes sont : les Verae, les Humblotianae-
Mauritianae, les Subterminales, le complexe Millotii, les Garcinoides et les

Multiflorae.

Photo 1 : Port d’un caféier (population A602) Figure 1 : Coupe d’un fruit de caféier (Coffea sp)
d’apreés De Castro et Marraccini, 2006
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I-2 Classification et description des especes de caféiers étudiés

Trois populations de caféiers sont étudiées dans ce travail : deux espéces de la série Verae et

une variété cultivée Bourbon jaune de I’espéce C. arabica qui sert de référence.

I-2-1 Classification

Famille . Rubiaceae Famille : Rubiaceae

Sous-famille :  Ixoroideae Sous-famille: Ixoroideae

Tribu . Coffeeae Tribu . Coffeeae

Genre . Coffea Genre . Coffea

Sous-genre :  Coffea Sous-genre : Coffea

Section . Mascarocoffea Section . Eucoffea

Série . Verae Especes . Coffea arabica

Especes . Coffea kianjavatensis Varieté . Bourbon jaune
Coffea homollei

[-2-2 Description de la série Verae (Mascarocoffea)

La série Verae comprend trois especes C. lancifolia, C. homollei, C. kianjavatensis, dispersées
dans le domaine phytogéographique de I'Est du Cap Masoala a Taolagnaro. Ces especes
connues par leurs caracteéres organoleptiques favorables ne contiennent pas ou seulement tres
peu de caféine dans leur graine (Rakotomalala, 1993).

Ces especes ont des feuilles, plus ou moins acuminées, a limbe souple. Les fleurs en entonnoir
de type cinq forment des inflorescences uniflores. Les fruits de petite taille, de forme oblongue
a ovoide, a pulpe fine comportent des petites graines a albumen jaune verdatre. Leur période de
croissance végétative dure six a huit mois par an.

Dans cette étude deux especes : C. homollei et C. kianjavatensis sont considerées. Ces deux
especes sont représentées dans la collection vivante du FOFIFA a Kianjavato. Elles sont dotées
d’un numéro d’accession propre en fonction de leur origine géographique. Une plante de méme
espece provenant des endroits différents porte des numéro différentes ou noms différents. Pour
C kianjavatensis, il comporte deux populations portant les numéros d’accession A602
(population issue de Isaka - Ivondrozo a Fort Dauphin) et A213 (population originaire de
Kianjavato). L’espece C. homollei comporte trois populations : (i) SZ (abréviation de
Soazanahary) ; (i1)) A574 (population prélevée dans la réserve Ambodiriana a Toamasina) (iii)
A945 (population provenant d’ Ambatolahy a Ranomafana). Les caractéres propres pour chaque

espece sont résumes dans I’annexe 7.
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I-3-1 Description de Coffea arabica var Bourbon jaune
C. arabica est I’espece la plus cultivée dans le monde. Le café boisson qui en découle est plus
aromatique et présente une teneur en caféine modérée (1 a 1,4%) comparée a celle de 1’autre
espece C. canephora (2 a 3%).
C’est un arbuste de quatre a six métres de hauteur. Les fruits de la variété B. jaune, de forme
ovoide-elliptique, souvent pédonculés, sont constitués d’un exocarpe de couleur verte au stade

immature et de couleur jaune quand ils arrivent a la maturation.

II- Les endophytes :

II-2 Définition

Endophyte, des mots grecs “endo” et “phyte”, signifie ‘‘dans la plante”. Ce sont des
microorganismes vivant dans la plante sans causer des symptomes de maladie (Wilson, 1995).
Il inclut les bactéries procaryotes et les champignons eucaryotes (Welbaum et al., 2004). Ces
microorganismes peuvent étre omniprésents dans toutes les plantes (Petrini, 1986) et colonisent

leurs tissus internes. (Petrini, 1991).

II-2 Biologie des endophytes

Les endophytes peuvent infecter et coloniser les espaces intercellulaires et intracellulaires des
tissus vivants des plantes, fleurs, graines, feuilles, fruits, tiges et racines (Kobayashi
et Palumbo, 2000). Ils sont localisés méme dans les tissus morts ou sénescents (Schulz
et Boyle, 2005)

Les endophytes peuvent étre transmis :

- verticalement : de la graine vers les jeunes plantules (Hallmann et al., 1997)

- horizontalement via les ouvertures naturelles (émergence des racines secondaires,
stomates) (James et Olivares, 1997, Dorr et al., 1998) ou sous I’action des enzymes par
dégradation des cellules végétales (Hallmann et al., 1997, Compant et al., 2005).

Avec une densité trés importante dans les racines, les endophytes diminuent progressivement
en allant vers les tiges et les feuilles (Compant et al., 2005).

Les endophytes varient d’une variété de I’hote a I’autre (De Matos Nogueira et al., 2001), selon
I’age ( Kriel et al., 2000) et aussi selon les conditions du milieu environnant (température, pH,

oxygene, teneur en sel) (Schulz et Boyle, 2005).

)
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II-3 Importances des endophytes

I1-3-1 Endophytes et plantes

Les plantes sont incapables d’utiliser directement les composés organiques comme les lipides,
les acides gras, les carbohydrates et les protéines. Les endophytes qui vivent en symbiose avec
la plante jouent non seulement un grand rdle dans la nutrition de la plante par minéralisation

de ces composés organiques mais aussi dans la physiologie de la plante en favorisant :

- La croissance : certains microorganismes ont la capacité (i) de fixer 1’azote
atmosphérique (Hurek et al., 2002; Iniguez et al., 2004) (ii) de solubiliser le phosphate
assimilable (Zaidi et al., 2009,Castro-Gonzalez, 2011, Jabaji, 2012) (iii) ou de produire
des phytohormones (auxine) (Sziderics et al., 2007) afin de stimuler la croissance de la
plante.

- La résistance aux stress biotiques ou abiotiques (Joost, 1995) : Par exemple, les
endophytes induisent la production des substances comme les antibiotiques ou les
antifongiques pour lutter contre I’infection et induisent la résistance systémique de
I’héte (Sessitsch et al., 2002, Sturz et al., 2000). Les endophytes ont la capacité a tolérer
les concentrations élevées en sel de 1I’environnement pour contrer les stress osmotiques

(Sziderics et al., 2007).

II-3-2 Endophytes et métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés de faible poids moléculaire. Contrairement aux
métabolites primaires, ils ne sont pas des molécules de base pour un organisme vivant. Leur
présence est souvent facultative et ils sont différents d’un organisme producteur a I’autre. La
littérature mentionne méme qu’ils sont spécifiques ou caractéristiques du groupe biologique qui
les produit (Tiouabi, 2005).

Les origines de ces métabolites sont discutées. La théorie suppose que ces métabolites sont
produits lors du métabolisme secondaire des plantes (Ravelomanantsoa, 2004). Selon les autres
auteurs, ils résultent des microorganismes nichant dans ces plantes (Pimentel et al, 2011;
Tan et Zou, 2001). La grande similarité des substances isolées a partir des microorganismes et
de leurs plantes hotes prouvent leurs origines microbiennes (Bérdy, 2005).

Actuellement, le nombre des métabolites secondaires produits par les microorganismes connus
est d’environ 50.000, issus de bactéries (Bacillus, Pseudomonas), d’actinomycetes

(Streptomyces, actinomyceétes...) et de champignons (Aspergillus, Penicillium, Fusarium...)

)
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(Bérdy, 2005 ; Newman et Cragg, 2002). Depuis 1896, Gosio a découvert que ces métabolites
¢taient des acides phénoliques.

Ratsimbazafy (2011) et Andriamialiharisoa (2011) ont mis en évidence des acides
phénoliques produits par les champignons et bactéries endophytiques de C. perreri et de
C. ankaranensis.

Les microorganismes sont aussi dotés de capacités a métaboliser une large gamme de composés
organiques carbonés ou azotés. Nombreux auteurs ont déja étudié le role des microorganismes

sur la décaféination :

- Perraud-Gaime (1995) a étudi¢ Deffet des Penicillium et des bactéries lactiques
(Lactobacillus plantarum et Pediococeus aeidilaetici) issues des pulpes de café sur la
décaféination ;

- Mazzafera, 2002 a rapporté la capacité¢ de Pseudomonas putida issues des pulpes de
café a dégrader la caféine,

- Roldan (2005) a trouve 1’effet de Pseudomonas putida 1F -3 (isolé a partir du sol) sur la
décaféination du café

- Nayak et al, 2011 ont trouvé une bactérie Brevibacterium sp. isolée a partir de pulpe de
café dégradant la caféine

- Ryan (2011) a démontré la capacité¢ de Pseudomonas putida CBJ5 a dégrader la

caféine.

I1-3-3 Diversité des endophytes bactériens des caféiers.

Les études portant sur la diversité des bactéries endophytiques des caféiers sont assez récentes
et rares. L étude de Vega et al. (2005) sur la diversité des endophytes bactériens dans différents
organes de C. arabica L est la seule publiée. Elle valide I’existence de 19 genres, telles que
Bacillus, Burkholderia, Cedeces, ~Chromobacterium, Clavibacter, Curtobacterium,
Enterobacteraceae ; Escherichia , Girdania, Klebsiela , Micrococcus, Methylobacterium
Pantoea, Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas, Xanthomonas et Yersinia.
Andriamialiharisoa (2011) et de Ratsimbazafy (2011) ont isolé¢ 16 souches bactériennes non
encore identifiées issues des feuilles de deux especes de Mascarocoffea (C. perreri et de

C. ankaranensis).
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MATERIELS ET METHODES
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La mise en évidence de la diversité des endophytes bactériens au sein du genre Coffea a
nécessité la mise en ceuvre de nombreuses méthodes. Elles concernent (i) I’isolement des
bactéries (ii) la caractérisation morphologique, biochimique et physiologique des souches et
(ii1) I’application de différentes méthodes d’analyse statistique permettant de les discerner ou

de les regrouper.

I- MATERIELS

I-1 Matériels végétaux
Les matériels végétaux utilisés sont des feuilles de jeunes plantules dgées de 2 mois de :
- deux especes de la série Verae issues de graines collectées le mois de février
2012 a Kianjavato: Coffea kianjavatensis (populations A602 et A213) et Coffea.
homollei (population SZ).
- une espece cultivée servant de référence: Coffea arabica varieté « Bourbon
jaune » issues de graines collectées le mois de février 2012 a la serre du

Département de recherche agronomique d’ Ambatobe.

I-2 Milieux de culture

» Milieux pour la germination des caféiers

Des cotons hydrophiles sont utilisés pour la pré germination et des mélanges terreau et de

sable (v/v) sont utilisés pour la germination.

» Milieux pour I’isolement et la purification

Les milieux utilisés sont ceux disponibles au laboratoire. Il s’agit d’:
-un milieu non sélectif : le Tryptic Soya Agar (TSA) contenant de I’antifongique
destiné a inhiber la croissance d’éventuel contaminant;
-un milieu sélectif Antibiotic Selection (AS1) : milieu de sélection des
actinomycetes. La composition des milieux se trouve dans I’annexe 1.
» Milieux pour la caractérisation des souches
Mannitol
Citrate de Simons
Hajna-Kligler
King B
Leifson et Hugh
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II- Préparation des caféiers hotes

II-1 Prétraitement des graines avant germination
Les graines des caféiers sont épluchées puis mises a fermenter dans un sachet en plastique.
Apres quatre jours de fermentation, elles sont lavées abondamment a I’eau du robinet puis elles

sont déparchées pour faciliter la sortie de la radicule lors de la germination.

Les graines déparchées sont stérilisées a 1’éthanol 70° pendant un minute, puis immergées dans
de I’eau de javel 3% pendant cinqg minutes et enfin dans de 1’éthanol 70° pendant 30 secondes,

afin d’¢éliminer les épiphytes.
II-2 Germination des graines des especes de caféiers étudiées

La germination des graines de caféiers est effectuée pour avoir les jeunes plantules utilisées
dans le processus de I’isolement des endophytes. Les résultats de la germination ne seront pas

donc détaillés dans cette étude.

Les graines stériles sont mises a pré-germer sur du coton hydrophile imbibé d’eau dans des
bocaux (photo 4). Les jeunes pousses sont repiquées dans des pots en plastique contenant un
mélange de sable et de terreau (v /v) préalablement stérilisé a 180°C pendant une heure afin
d’éliminer tout éventuel microorganisme rhizosphérique (photo 5). L’arrosage se fait tous les
deux jours avec de I’eau distillée stérile. La chambre de culture est réguliérement traitée avec
de I’insecticide de marque Nuvan afin d’éradiquer les éventuelles contaminations apportées par

les insectes. De méme, la paillasse est lavée régulierement avec de 1’éthanol.

Photo 4 : Jeunes pousses d’A213, A602, Photo 5 : Jeunes pousses agées de 2 mois
SZ pré germées dans des de A 213, A602, SZ repiquées
bocaux dans des pots en plastique
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ITI- Isolement et purification des endophytes

ITI-1 Sélection des matériels végétaux
Des jeunes feuilles agées de deux mois apparemment saines sont sélectionnées pour
I’isolement. Effectivement, les feuilles trop jeunes sont trop fragiles et ne supportent pas les
réactifs utilisés pour la stérilisation en surface. Pour chaque population de caféiers étudi€s, trois

plantules sont considérées, a partir desquelles deux feuilles sont prélevées sur chacune.

ITI-2 Stérilisation en surface des explants

La stérilisation en surface des explants n’est pas une méthode universelle, elle differe d’une
plante a I’autre et dépend de 1’état des matériels végétaux utilisés (age, épaisseur et texture des
feuilles) (Schulz et al, 1993). Différents protocoles de stérilisation en surface rapportés par
divers auteurs sont testés. Les doses et les durées d’immersion choisies les plus efficaces pour
I’élimination compléte des épiphytes sans pour autant causer la destruction de nos matériels
végétaux sont celles décrites dans la méthode III (tableau 1).

Les feuilles sont lavées avec de 1’eau savonneuse puis rincer trois fois. Ensuite, elles subissent
une série de désinfections a 1’éthanol 70%, pendant une minute, dans de 1’eau de javel 3%,
pendant cinq minutes, puis dans de 1’éthanol 70% et sont finalement rincées trois fois a I’eau
distillée stérile.

Tableau 1: Test de stérilisation en surface des feuilles de caféiers étudiés

Meéthode Solution Concentration Temps d’immersion Auteurs
I Ethanol 70% Imin
NaOCl 0,5% 2,0u3,ou 4, ou5 min .
Rijavec et al (2007)
Ethanol 70% 30sec

Eau distillée stérile

II Ethanol 70% Imin
NaOCl 1,75% 2,0u3,0u 4, ou5 min .
Ferreira et al (2008)
Ethanol 70% 30 sec
Eau distillée stérile
111 Ethanol 70% 1 min
NaOCl 3% 2,0u3,0u 4, 0u5 min Marquez-Santacruz
Ethanol 70% 30 sec (20 1 0)

Eau distillée stérile
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II1-3 Ensemencement sur milieu de culture

Les feuilles stérilisées découpées en morceaux sont broyées a 1’aide d’un cone stérile dans un
éppendorf. Le broyat est dilué avec 1000 ul de solution d’eau peptonée et de sel de sodium pour
libérer les bactéries. Puis il est homogénéisé au vortex. 50ul d’extrait est ensuite ensemencé

puis étalé sur le milieu de culture solide dans une boite de Pétri.

Pour chaque population, quatre répétitions sont effectuées. Les boites sont incubées a 30°C
pendant un a trois jours. Et afin de vérifier I’efficacité de la stérilisation en surface, la dernicre

eau de ringage est également ensemenceée.

III-4 Dénombrement des colonies

Apres incubation, le nombre de colonies est compté par observation macroscopique. Toutes les

colonies dans les boites de Pétri sont considérées.

II1-5 Purification des colonies

La purification des bactéries isolées s’effectue par quatre repiquages successifs dans les milieux
TSA et AS1 solides en faisant de stries jusqu’a 1I’épuisement. Une fois pure, chaque isolat est
désigné par un numéro de code. Le numéro de code est précédé par la lettre B (Bactéries) suivie

du nom de la population de caféier étudiée.

III-6 Conservation des souches

Les colonies pures, sont transférées dans des cryotubes stériles, contenant 1ml de glycérol a

20% et sont conservées au congélateur a —20°C.

IV- Caractérisations des souches bactériennes

L’identification est basée sur la détermination des caractéres morphologiques, biochimiques

et physiologiques.

IV-1 Mise en évidence de la diversité morphologique et cytologique

IV-1-1 Examen macroscopique

Cette méthode consiste a noter la forme, 1’aspect, 1’allure des contours, la surface, la couleur,

la transparence des colonies.

E
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IV-1-2 Examen microscopique

L’étude microscopique des souches est réalisée a 1’état frais et aprés une coloration de Gram

afin de déterminer leur morphologie (forme, groupement) et leur type (Gram négatif, ou Gram

positif).
¢ Observation a 1’état frais

Elle permet de décrire la forme, le mode de regroupement des bactéries. Une colonie
bactérienne pure prélevée a 1’aide d’une anse stérilisée est diluée avec une goutte d’eau stérile
sur une lame puis recouverte d’une lamelle. La préparation est observée sous microscope

optique (objectif x 100 avec de ’huile d’immersion).

K/

s Coloration de Gram

La coloration de Gram est une technique créée par Hans Christian Gram (1884) qui permet de
classer les bactéries selon la propriété de leur paroi. Elle consiste a fixer et a colorer les
bactéries. La paroi bactérienne est plus ou moins perméable a certains solvants. Le cytoplasme
des bactéries est coloré en violet par le violet de gentiane puis en rose avec la safranine. Les
bactéries Gram négatif qui ont des parois perméables a I'alcool, favorisent la décoloration totale
du cytoplasme et ce dernier reprend la coloration rose du second colorant. Les bactéries Gram
positif, qui ont des parois imperméables a l'alcool gardent la couleur violette du violet de

gentiane.
v' La fixation

Une ansée bactérienne pure est mise en suspension avec une goutte d’eau distillée stérile sur
une lame. La face de la lame opposée a 1’étalement est exposée a 10 cm pres de la flamme du

bec bunsen, pour tuer les bactéries sans les carboniser.
v La coloration

Le violet de gentiane est le premier colorant appliqué aux frottis, pendant une minute. Ce
premier colorant est par la suite fixé par le lugol pendant une minute. L’alcool 90°C est ensuite
coulé sur la lame afin de décolorer le cytoplasme jusqu’a disparition compléte de la couleur
violette. Le second colorant, la safranine, est ensuite déposé et laissé agir pendant une minute.
Entre ces trois opérations la lame est rincée abondamment a 1’eau du robinet. Le séchage

complet du frottis par un court passage au-dessus de la flamme du bec Bunsen est nécessaire

E

avant I’observation sous microscope au grossissement x 100.
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IV-2 Mise en évidence de la diversité métabolique

L’identification des bactéries peut se faire en observant si elles sont capables d’utiliser tel ou
tel substrat. Chaque famille de bactéries a des caractéres propres, qui permettent de les classer
facilement selon leur réaction en présence du glucose (avec ou sans oxygene), du citrate, du
mannitol et du lactose. L'utilisation du substrat par la bactérie peut révéler par virage d'un
indicateur coloré de pH, le bleu de bromotimol, dans le milieu. Le bleu de bromotimol vire au

jaune dans un milieu acide et reste bleu dans un milieu basique.

IV-2-1 Utilisation du mannitol et étude de mobilité

Le milieu de culture « mannitol mobilit¢ » permet de mettre en évidence la mobilité des
bactéries et ’utilisation par ces bactéries du mannitol comme seule source de carbone. Le milieu
apres avoir €té coulé dans des tubes a essai vissés stérilisés est autoclavé a 121°C pendant 20
minutes. L’ensemencement par la culture bactérienne pure et jeune est effectué au fil droit par
piqlire centrale a I’aide d’une anse de platine stérile. L’incubation se fait a 30°C pendant 24h.
La réaction positive est marquée par le virage de la coloration du milieu initialement rouge au

jaune et les traces de migration bactérienne sur le milieu.

IV-2-2 Utilisation du citrate par les bactéries

Le milieu « citrate de Simons » (annexe 1) qui ne contient que du citrate de sodium est coulé
dans un tube a essai vissé puis incliné pour avoir une gélose pente. L’ensemencement est fait
par stries longitudinales avec une ansée de la culture pure et jeune. Le bouchon n’est pas vissé

a fond afin de permettre les échanges gazeux. L’incubation se fait a4 30°C pendant 24h.

Seules les bactéries possédant un citrate perméase peuvent se multiplier dans ce milieu. La
dégradation du citrate par ces bactéries se traduit par une alcalinisation du milieu révélée par le
virage de la coloration du milieu initialement vert au bleu. Ces bactéries sont dites bactéries
citrate de Simmons (+). Par contre, pour les bactéries citrate de Simmons (-), la couleur du

milieu ne change pas.

IV-2-3 Recherche de la catalase

A partir de colonies pures prélevées de la gélose, un frottis est réalisé sur une lame. Une goutte
de peroxyde d'hydrogene a 3% y est déposée. La libération d'oxygene se matérialisant par la

production de bulles de gaz, indique la présence de la catalase.
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IV-2-4 Utilisation des oses par les bactéries

Le milieu « Hajna-Kligler » (annexe 1) est coulé dans un tube vissé puis incliné pour avoir une
gélose pente. Le culot et la pente sont ensemencés avec une ansée de la culture pure et jeune,
respectivement par piqlire centrale et par stries ascendantes. Ce milieu contient deux glucides,
le glucose et le lactose qui sont utilisés par les bactéries selon la loi de la diauxie (utilisation de
la source d’énergie la plus facilement dégradable). Pour ce cas-ci, le glucose est utilisé jusqu'a

¢puisement avant que les souches n’entament le deuxiéme glucide plus complexe (le lactose).

L’aspect du milieu se présente généralement comme suit apres incubation des souches a 30°C
pendant 24 heures :
- Bactérie de type fermentatif du glucose (+) et lactose (+) : culot jaune et pente jaune.
- Bactérie de type fermentatif du glucose (+) et lactose (-) : culot jaune et pente rouge.
- Bactérie de type oxydatif du glucose ou glucose (-) et lactose (-) : culot rouge et pente

rouge.

IV-2-5 Croissance sur milieu sélectif pour Pseudomonas

Hormis les différents tests réalisés pour I’ensemble des souches, d’autres tests comme la
production de fluorescence sur milieux sélectifs pour Pseudomonas sont effectués
essentiellement, aux souches de formes bacilles et coccobacilles. Les souches jeunes agées
moins de 24 heures sont repiquées sur milieux « King B » et incubées a 30°C pendant 24 a 96
heures. Les colonies développant une pigmentation bleu-vert présentant une fluorescence sous

rayonnement ultraviolet 8 360nm, sont considérées comme des Pseudomonas fluorescents.

IV-3 Mise en évidence de la diversité physiologique

IV-3-1 Tolérance a la salinité

La tolérance a la salinité est déterminée en milieu TSA liquide contenant des concentrations
croissantes en Na Cl. Le principe consiste a cultiver les extraits des souches de bactéries en
variant la concentration de NaCl dans le milieu liquide. Le but est d’observer les bactéries qui
peuvent tolérer des concentrations allant normalement des plus faibles (0 ; 2,5%) aux plus
élevées (5% ; 7,5% ; 10%). Les souches issues de quatre populations sont testées pour chaque
concentration en Na Cl. Un témoin sans bactérie sert de référence pour chaque concentration.
La lecture de la croissance par la mesure de la densité optique a 600 nm (DOsoo) permet de

quantifier le seuil de tolérance des bactéries aux sels aprés 48 heures d’incubation.
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IV-3-2 Tolérance a la caféine

Les souches issues des quatre populations de caféiers sont cultivées dans des milieux TSA
liquide contenant de la caféine variant de 0 a 1g I"!. Ceci permet de déterminer le seuil de
tolérance a la caféine de chacune des souches, ainsi que leurs optima de croissance sur un milieu
contenant de la caféine. L’utilisation de 1’azote comme source d’énergie pour chaque souche
est évaluée par la lecture journaliere de la DOsoo pendant cinq jours d’incubation. L’absence de
développement bactérien se manifeste par une vitesse de croissance nulle c'est-a-dire que la
DOeoo est stable voire méme inférieure a la valeur initiale du témoin. Les témoins sont des

milieux non ensemencés par les microorganismes contenant les mémes doses de caféine.

IV-3-3 Tolérance aux variations d’acidité/alcalinité

Les souches isolées a partir des quatre populations de caféiers sont cultivées dans des cryotubes
contenant le milieu TSA liquide a différent pH 5, 7, 9. La croissance est évaluée dans chaque

cryotube par la mesure de la densité optique a 600 nm apres 48 heures d’incubation.

IV-3-4 Croissance a différentes valeurs de température

Afin d’estimer les températures optimales et maximales de croissance, les souches issues de
SZ, A602, A213 et BJ sont mises en culture sur le milieu solide et incubées a différentes

températures : 4°C, 30°C, 40°C.
IV-3-5 Mode de respiration de la bactérie

Le milieu de Leifson et Hugh (annexe 1) contenant le bleu de bromothymol comme indicateur
coloré est utilis¢ comme milieu de culture de base pour la réalisation du test de fermentation
des sucres. Les tubes vissés remplis avec Sml de milieu sont stérilisés puis additionnés de 10%
de glucose. Les tubes sont ensuite rapidement refroidis a I’eau froide. L’ensemencement se fait
par stries longitudinales avec une ansée de la culture pure et jeune dans deux tubes contenant
le milieu solide. L’autre tube est recouvert d’huile de paraffine sur une épaisseur de quatre a
cing mm pour le test d’oxydation. Les tubes ne sont pas revissés a fond afin de permettre les
¢changes gazeux (en particulier élimination du dioxyde de carbone). L’incubation se fait a 30°C
pendant 48h. Le résultat positif se traduit par la formation d’acide qui se manifeste par le virage
de la couleur verte au jaune de 1’indicateur de pH :

- la fermentation est caractérisée par le virage au jaune de l'indicateur de pH dans les deux
tubes ;

- l'oxydation est caractérisée par le virage de l'indicateur uniquement dans le tube sans huile.
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IV-3-6 Solubilisation du phosphate

Ce test est effectué¢ sur le milieu phosphate tricalcique (TCP) (annexe 1). C’est un milieu
opaque a base de phosphate. Les souches sont repiquées sur ce milieu puis incubées jusqu’a
apparition d’un halo translucide (résultat positif) sur le milieu. Le milieu reste opaque si la

bactérie est incapable de solubiliser le phosphate.

V- Méthodes d’analyse statistique

V-1 Analyse des variances

Afin de déterminer les différences entre les moyennes des valeurs des densité optiques de
croissance des souches pour chaque plante hotes obtenues apres culture a différentes
concentrations en caféine , les données ont été traitées statistiquement par des analyses de
variance (ANOVA) avec interaction (concentration en caféine et especes hotes). Les données

sont soumises au test de Fisher au seuil de probabilité 5% en utilisant le logiciel Xlstat 7.2.

V-2 Analyses multivariées

Les méthodes d’analyses multivariées ont été appliquées compte tenu de la multiplicité des
variables caractérisant les souches. Ces méthodes ont pour objectif de condenser I’essentiel
des informations apportées par un nombre élevé de variables interdépendantes, en un nombre

restreint de variables fondamentales indépendantes.

Trois méthodes ont été appliquées :

- analyse de correspondance multiple (ACM),

- la classification ascendante hiérarchique

- ’analyse factorielle discriminante (AFD)
Le logiciel XLSTAT?7.2 a été utilisé pour toutes les analyses.

¢ L’analyse de correspondance multiple (ACM)

L’ACM a été utilisée afin de détecter les similarités et/ou les divergences entre les souches
bactériennes en relation avec les variables étudiées. Elle permet de représenter dans un espace
factoriel a trois dimensions I’ensemble des variations des caractéres et celui des différents
individus (souches bactériennes), de telle sorte que chaque individu ou groupe d’individus soient
positionnés a proximité des caractéres qui les discriminent, et inversement. Le tableau des
données de base a été au préalable transformé en un tableau disjonctif complet, dont les lignes
sont constituées par les n souches et les colonnes par les p variables. Les caractéres qui ne varient

point ont été éliminés des analyses.
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¢ La classification ascendante hiérarchique (CAH)

Elle est utilisée afin de classer les groupes d’individus partageant les mémes caractéres, en se
basant sur leur degré de proximité. Le degré de similitude entre les différentes souches est illustré
par un dendrogramme issu de la CAH obtenue a partir des coordonnées des souches sur les trois
premiers facteurs de I’ACM. De ce fait les souches sont réparties en groupes d'observations
homogenes de telle manieére que les souches d’'un méme groupe (classe) soient fortement
similaires entre elles et fortement dissimilaires avec les souches des autres classes. La distance

euclidienne et le critére d’agrégation selon la méthode de Ward ont été utilisés.

¢+ L’analyse factorielle discriminante (AFD)
Cette méthode tente de résoudre le probléme d’affectation de chaque souche parmi les caféiers.
Les coordonnées des individus sur les 10 premiers facteurs de ’ACM (71,52 % d’inertie
expliquée) selon la méthode DISQUAL (Saporta, 2006) ont servi de variables explicatives lors
de cette étude. Les groupes a expliquer sont les quatre populations de caféiers étudiés. Ainsi un
ensemble d’individus est donc représenté graphiquement par un nuage de points (groupe de
plantes), subdivisé encore en un sous nuage de points (des souches bactériennes). Pour vérifier
la différence entre les groupes, le test du Lambda de Wilks a été appliqué. Elle teste I’hypothése
d’égalité des vecteurs moyens des différentes classes. Plus la valeur du Lambda de Wilks est

faible, plus les classes sont suffisamment différentes.
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A l’issue des différentes méthodes, il en résulte différents résultats qui évoqueront la diversité
en nombre et les caractéres morphologiques, métaboliques, et physiologique des endophytes

bactériennes, ainsi que leur regroupement selon leurs caracteres et caféiers hotes.

I- Nombre d’endophytes isolés selon les caféiers hotes

L’isolement des bactéries sur les milieux TSA ainsi que sur le milieu sélectif AS1 a donné une
bonne croissance des différentes colonies. L’absence de microorganismes sur la boite contenant
la culture de I’eau de dernier ringage confirme vraisemblablement I’efficacité de la méthode de
stérilisation en surface des explants. Nos bactéries sont donc des endophytes.

Beaucoup des colonies (41,5 %), ne croissent plus lorsqu’on les repique. Ces bactéries sont
dites viables mais non cultivables. La majorité des colonies isolées de Coffea kianjavatensis
(A 602) (soit 73,3%) présentent ces caractéres. En effet, le milieu synthétique n’arrive pas a
fournir tous les besoins nécessaires pour le développement de certaines bactéries qui ne se
trouvent nulle part ailleurs que dans son hote. Ceci est vraisemblablement di a la spécificité de
la bactérie envers son hote. De ce fait, le nombre définitif des souches bactériennes obtenues a

la fin de la purification est réduit a 62 (Tableau 2)

Tableau 2: Nombre de colonies des bactéries isolées avant et apres purification

Plantes hotes Especes sauvages Especes cultivées
SZ A213 A602 BJ Total
Nombre de colonies
. ‘ 18 20 60 10 106
avant purification

Nombre de souches
‘ ' . 16 20 16 10 62
isolées apres purification
Pourcentage de souches

. . 11,1% 0,0% 73,3% 0,0% 41,5%
viables non cultivables

SZ : Coffea homollei; A213 : C. kianjavatensis ; A602 : C. kianjavatensis ; BJ : Bourbon jaune

Le nombre de colonies bactériennes isolées apres la purification, a partir de Coffea homollei
(population SZ) et C. kianjavatensis (population A602) est identique et égal a 16. Pour I’espéce
C. kianjavatensis (population A213), ce nombre est élevé comparé a ceux des autres populations
de caféiers. Compar¢ a I’espéce cultivée, le nombre de colonies isolées a partir des feuilles des

especes de Mascarocoffea est supérieur (Tableau 2). Lors de cette étude toutes les colonies

E

apparues sont considérées, 1’existence des doublons est fort probable.
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II- Caractéristiques des souches

La caractérisation des souches d’endophytes des caféiers a été essentiellement basée sur les
criteres morphologiques, ainsi que sur I’étude des caracteéres métaboliques et physiologiques
II-1 Diversité morphologique des endophytes isolés

II-1-1 Examen macroscopique des colonies

Les observations des 62 colonies isolées sont rassemblées dans le tableau 3 (détails dans
I’annexe 2).

Tableau 3: Synthese des caractéres macroscopiques des souches endophytiques bactériennes
des caféiers étudiés

Souches
Souches de Souches de Souches de Total Pourcentage
Caractcres de A213
SZ N=16 A602 N=16 BJ N=10 N=62
N =20
Incolore 0 0 0 1 1 1,61%*
Blanchétre 6 15 13 5 39 62,90%
Couleur Jaunatre 7 5 1 0 13 20,95 %
Rose 3 0 1 0 4 6,45%
Beige 0 0 1 3 4 6,44 %
Régulier 4 20 1 5 30 48,4%
Contour
Irrégulier 12 0 15 5 32 51,61%
Ovale 9 0 1 1 11 17,8%
Forme
Arrondie 7 20 15 9 51 82,25%
Rugueuse 11 0 0 2 13 21,0%
Surface Lisse 5 20 13 8 46 74,2%
Poudreuse 0 0 3 0 3 4,9%
Bombé 8 19 16 6 49 79,03%
Relief
Plate 8 1 0 4 13 20,96%
Crémeuse 16 14 9 6 45 72,58%
Gélatineuse 0 6 4 0 10 16.12%
Consistance
Dure 0 0 3 0 3 4 .9%
Séche 0 0 0 4 4 6.7%
Opaque 15 20 16 9 60 96,77%
Transparence
Translucide 1 0 0 1 2 3,2%
Petite 0 4 5 0 9 14,5%
Taille
grande 16 16 11 10 53 85,5%

* Pourcentage par espéce hote

SZ : Coffea homollei ; A213 : C. kianjavatensis ; A602 : C. kianjavatensis ; BJ : Bourbon jaune
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D’une maniére générale, la grande majorité des colonies bactériennes isolées des caféiers sont
de couleur blanchatre (62,9%), de forme arrondie (82,25%) , a surface lisse (74,2%), a relief
bombé (79,0%), a consistance crémeuse (58,1%), opaque (94,8%) et de taille moyenne a grande

(85,8%).
«» Couleur

Plus de la moitié des souches des quatre populations de caf€iers étudiés (39/62) sont de couleur
blanchatre (photo 6a). Treize souches sur 52 issues des especes sauvages sont de couleur
jaunatre (photo 6b), spécificité inexistante chez BJ. Les autres couleurs ne sont représentées
que par tres peu de souches et semblent aussi étre typique des caféiers hotes. Par exemple, la
bactérie incolore unique de BJ ; la coloration beige qu’on ne trouve que dans A602 et BJ; et la

coloration rose, caractéristique des caféiers a teneur faible ou nulle en caféine (A602 et SZ).

+» Contour

Globalement, la répartition de I’ensemble des souches inventoriées est de 1’ordre de 50/50
(régulier/irrégulier). C’est le cas de celles de BJ. Cependant, la totalité de colonies bactériennes
d’A213 sont a contour régulier, tandis que celles de SZ et A602 sont majoritairement a contour

irrégulier (photo 6¢).
% Forme

Nos souches sont généralement de formes arrondies (82,3%). La forme ovale est surtout
rencontrée chez SZ (9/16) et presque pas chez les autres caféiers (A213 : 0/20 ; A602 : 1/15 ;
BJ : 1/9).

¢+ Surface

La majorité des souches ont une surface lisse (74,19%). La surface rugueuse se rencontre
surtout chez SZ (11/16), aucune chez les deux C. kianjavatensis et 2/10 seulement chez BJ. La

surface poudreuse est exclusivement typique de 3/16 souches d’A602 (photo 6 d).
* Relief

Plus de 79% des souches isolées sont bombées. Mais la répartition entre relief bombé et plat

varie selon les caféiers hotes : SZ (8/8) ; A213 (19/1) ; A602 (16/0) ; BJ (6/4).
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+» Consistance

La majorité des souches étudiée sont a consistance crémeuse (72,6%). La répartition d’autres
types de consistances varie selon les caféiers : SZ n’a que des souches crémeuses.

Les deux C. kianjavatensis abritent spécifiquement quelques colonies gélatineuses (6/20 pour
A213 et 4/16 pour A602). La consistance dure une des caracteres spécifiques des actinomycetes
n’est répertoriée que chez A602 (3/16), alors que BJ ne possede que des souches a consistance

séche en plus des crémeuses communes a tous les caféiers hotes.
¢ Transparence

Presque toutes les souches sont opaques (94,8%), sauf deux de SZ et BJ.
¢ Taille

Plus de 85% des souches sont de tailles petites a grandes. Les colonies de petite taille se

rencontrent uniquement chez les deux populations de C. kianjavatensis.

Photo 6 : Aspect de quelques colonies isolées de : (a) A213 ((couleur blanche) ;
(b) SZ (couleur jaunatre) ; (c) A602 Coffea kianjavatensis) (couleur
jaune et blanche) ; (d) A602 Coffea kianjavatensis (couleur blanche)

(Actinomycetes)
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I1-1-2 Diversité microscopique des souches

Les observations microscopiques des 62 souches apres coloration sont rassemblées dans le

tableau 4.

Tableau 4: Observation microscopique des souches endophytiques bactériennes de caféiers

¢tudiés
Especes sauvages Espéces Total
cultivées
Caracteres morphologiques Souches de | Souches de | Souches Souches de BJ N=62 Pourcentage
Sz A213 de 4602 N=10
N=16 N=20 N=16
Forme coque 16 20 11 6 53 85,58%
coccobacille 0 0 0 3 3 4,83%
bacille 0 0 2 1 3 4,83%
Fin filament 0 0 3 0 3 4,83%
Regroupement isolé 0 0 1 4 5 8,06%
amas 9 15 6 1 31 50%
chainette 2 0 3 3 8 12,91%
grappe 2 0 0 0 2 3,22%
Groupé par 2 0 0 0 2 2 3,22%
Groupé par 4 0 5 6 0 11 17,74%
Groupé par 6 1 0 0 0 1 1,62%
Groupé par 7 1 0 0 0 1 1,62%
Groupé par 8 1 0 0 0 1 1,62%
Mobilité immobile 16 19 14 9 58 93,55%
mobile 0 1 2 1 4 6,45%
Gram positif 0 4 4 1 9 17,74%
négatif 16 16 12 9 53 82,26%

SZ : Coffea homollei; A213 : C. kianjavatensis ; A602 : C. kianjavatensis ; BJ : Bourbon jaune

Les bactéries appartiennent a deux groupes selon les réponses aux réactions chimiques colorées

: neuf bactéries Gram positif et 53 bactéries Gram négatif.
v' Forme des bactéries

La majorité des souches sont des coques (83,88%) (photo 7a), et les especes sauvages en
présentent beaucoup plus (47/53) que de bacilles (2/53) (photo 7b). Par contre, pour I’espece
cultivée les trois formes sont présentes: coque (6/10), coccobacille (3/10) et bacille (1/10).
Enfin, la forme ‘“fin filament’’ caractére des actinomycetes parait spécifique a I’espece sauvage

A602 (photo 7d).
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v Regroupement des bactéries
Nos bactéries sont surtout groupées en amas (50%) ou en chainette (12,91%) excepté celles
d’A213. Les regroupements par six, sept, huit, et en grappe (photo 7a) apparaissent spécifique
de SZ, tandis que les souches des deux populations de C. kianjavatensis sont toutes groupées

par quatre, et celles de BJ, par deux.

v" Mobilité

Les bacilles répertoriés dans BJ et A602 (photo 7b) sont mobiles comme on s’y attendait, alors
que les coques qui représentent presque la totalité des bactéries de caféiers étudiés (93,55%)

sont immobiles, sauf une d’A213.
v" Gram

Plus de quatre-vingt-deux pourcent des bactéries isolées sont Gram- (photo 7a). Quelques
individus Gram+ se rencontrent chez C. kianjavatensis (10/36) (photo 7c) et BJ (1/10), tandis

que SZ n’en présente aucun.

Photo 7 : Formes microscopiques des bactéries de : (a) SZ (C.homollei) (coques groupés en
amas) ;(b) A602 (C. kiajanvatensis) (bacilles gram négatifs) ; (c) A213
(C. kiajanvatensis) (coques gram positifs) ; (d) A602 (actinomycétes) vues au
microscope optique & immersion (x 100)
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En plus de la confirmation de la présence d’actinomyceétes chez A602, les examens
microscopiques mettent €galement en évidence les caractéristiques particulieres de quelques
souches de SZ : absence de bactéries gram positif, absence de bactéries mobiles, bactéries

groupees par 6, 7 ou 8.

II-2 Diversité métabolique

Les résultats de I’étude de la variation du comportement des souches vis-a-vis de 1’utilisation
de différentes sources de carbone et la décomposition de 1’eau oxygénée par les souches sont
représentés dans le tableau 5 ci-dessous.

Tableau 5: Caracteéres métaboliques des souches endophytiques bactériennes des caféiers
étudiés

Souches Citrate | Mannitol | Lactose Glucose Catalase Plantes hotes

- A2B4- A2B5- A2B8
A6B4 - A6BS - A6B6 - A6B12- A6B13

A2B1 - A2B9- A2B2- A2B - - - + + A213 - A602

A6BI1 - A6B2 - A6B3 - A6B10 Sz
SB14 - SB16

A2B10 - A2B6 -A2B7 - - + + + A213 - A602 -

A2B15 - A2B16- A2B17 - A2B18 - - + - + +
A2B19 - A2B20
B8

A2BI11 - A2B12 - A2B13 - A2B14 - A213 -BJ

A6B16
BJ1-BJ2-BJ3-BJ4-BJ5-BJ6-BJ7 -
BJ9 - BJ10
SB13

A6B7 - A6BS8 - A6B9 - A6B14 - A6BI1S - + - - + + A602 - BJ -SZ

SB11 - SB12 - + + + + SZ

SBI1 - SB2 - SB3 - SB4 - SB5 - SB6 -
SB15 - SB7 -SB8 - SB9 - SB10

A6BI11 + + + + + A602 - SZ

SZ : Coffea homollei ; A213 : C. kianjavatensis ; A602 : C. kianjavatensis ; BJ : Bourbon jaune

Toutes les souches sont « catalase positif » et utilisent le glucose comme source de carbone.

Sur I’ensemble des 62 endophytes isolés, 11 souches de SZ et une seule souche de 4602 ont la
capacité d’utiliser les trois autres composés organiques ¢étudiés. Ceci montre la capacité des
souches a métaboliser une large gamme de métabolites trés importante de ces souches. C’est
un des caracteres qui les distingue des especes de caféier a caféine (4213 et Bourbon jaune).
De méme, I’incapacité de toutes les souches bactériennes isolées de A213 a utiliser le citrate ou
encore 1’incapacité de toutes les souches de BJ a métaboliser le lactose sont fort probablement

liées aux caracteres spécifiques de ces caféiers hotes.
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Par ailleurs, pour I’ensemble des souches isolées, d’une part il en existe qui sont capables
d’utiliser un (10 souches de A602, 13 souches de A213, neuf souches de Bourbon jaune et
trois souches de SZ) ou deux substrats (deux souches de SZ) autres que le glucose.

D’autre part, il existe des souches qui ne dégradent qu’un seul substrat parmi les quatre étudiés.
C’est le cas des souches de A 213 (7 souches) et de A602 (six souches) qui ne peuvent utiliser
que le glucose. Un autre caractére commun est encore décelé chez les souches de deux
populations de C. kianjavatensis vis-a-vis des préférences en sources d’énergie.

Concernant le test de croissance des bacilles négatifs sur milieu spécifique pour Pseudomonas,
il est a signaler qu’aucune des bactéries croissant sur le milieu n’ont donné des fluorescences.

Ceci indique que ces bactéries sont dans le groupe de Pseudomonas non fluorescents.
I1I-3 Diversité physiologique
II-3-1 Variation de la tolérance a la salinité (NaCl)

En général, toutes les souches croissent modérément a toutes les concentrations de NaCl
étudiées. Les concentrations 2,5 et 5 % semblent étre les teneurs en sel les plus favorables a la

croissance de 1’ensemble des souches.

La valeur critique ou seuil de tolérance en sel des souches de chaque population de caféiers
¢tudiés est variable (figure 2). La majorité des souches ont une croissance minimale (DO faible
environ a 0,200 nm) aux concentrations 0 et 10%. Ces dernieres sont dites valeurs critiques. Par

exemple pour A213, 10 souches ont une croissance minimale a 0% et 3 a 10%.

Par contre, aux concentrations 2,5 ; 5 et 7,5%, pour toutes les populations de caféiers hotes, les
nombres de souches a DO faible sont réduits tandis que ceux a croissance optimale augmentent.
Ceci suggere que ces concentrations semblent étre les plus favorables pour la croissance des

endophytes de ces caféiers.

Pour les espéces sauvages, toutes les concentrations de sel testées sont favorables a au moins
une souche. Pour I’espéce cultivée, par contre, 'optimum de croissance est réduit aux
concentrations allant de 2,5 a 5%. La présence de souches issues des especes de Mascarocoffea
ayant des optima a doses €levés en sel (7,5 a 10%) montre que leurs endophytes bactériens sont

plus halophiles que celles issues de I’espece cultivée.
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SZ : Coffea homollei ; A213 : C. kianjavatensis ; A602 : C. kianjavatensis ; BJ : Bourbon jaune

Figure 2: Effets de différentes concentrations en NaCl sur le nombre de souches endophytiques

II-3-2 Variation de la croissance aux différents pH

isolées a partir des caféiers étudiés

Le comportement des souches en croissance dans des milieux a différents pH (acide, neutre et

alcalin) est présenté dans le tableau 6.

Tableau 6 : Nombre de souches endophytiques bactériennes pouvant croitre sur pH différents.

SZ A213 A602 BJ Total Pourcentage
(N=16) (N=20) (N=16) (N=10) N=62
pH=5 0 5 2 3 10 16,13%
pH=7 11 6 8 4 29 46,8%
pH=9 4 5 5 2 16 25,81%
Indifférentes 1 4 1 1 7 11,3%
SZ : Coffea homollei; A213 : C. kianjavatensis ; A602 : C. kianjavatensis ; BJ : Bourbon jaune
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Les souches se comportent de manie¢re différente suivant leur exigence en pH. Les souches
provenant d’A213, A602 et BJ se multiplient dans les trois milieux (acide neutre basique),
seules les souches provenant de SZ, ne croissent que dans des milieux neutres ou basiques. Le
milieu neutre parait le plus favorable pour la majorité des souches, suivi du milieu alcalin. Le
milieu acide semble étre le plus défavorable. Chez les especes de caféiers étudiés, la présence
des souches indifférentes est remarqué (11,3%) vis-a-vis du pH (voir détails en annexe 5) c’est-
a-dire elles se comportent de facon similaire quel que soit le type du milieu.

Les souches sont classées en quatre groupes suivant leur exigence en pH (Tableau 7).

Tableau 7 : Classification des souches endophytiques bactériennes des caféiers suivant leur
exigence en pH

Groupe 1 : Groupe? : Groupe 3 : Groupe 4 :
souches acidophiles souches neutrophiles souches basophiles souches indifférentes
A6B1 A2BS5 BJ4 SB1 A6B2 A2B1 BJ1 | SB2 A6B3 A2B2 BJ3 | SB16 | A2B4 | A6B9 | BJ9
A6B14 | A2B6 BJ7 SB3 A6BS5 A2B10 | BJ2 | SB7 A6B4 A2B3 BJ8 A2B7
A2BI11 | BJ10 | SB4 A6B7 A2B14 | BJ5 | SB8 A6B6 A2B12 A2B8
A2B15 SB5 | A6BS A2B17 | BJ6 | SB11 | A6B10 | A2BI3 A2B9
A2B20 SB6 | A6BI11 | A2B18 A6B16 | A2B16
SB9 | A6BI2 | A2B19
SB10 | A6BI13
SB12 | A6BI15
SB13
SB14
SB15
A602 — A213 - BJ SZ — A602 — A213 -BJ SZ — A602 — A213 -BJ SZ — A602 — A213 -BJ

Il est noté que vis-a-vis de plantes hotes, les souches isolées des caféiers sans caféine (SZ et
A602) sont surtout neutrophiles ou basophiles. Alors que pour les plantes a caféine (BJ, A213)
les trois types existent. Les deux actinomycétes isolés dans C. kianjavatensis A602 sont
neutrophiles (A602 B12 et A602 B13) alors que le troisieme (A602 B14) est acidophile. Ceci

montre que les trois actinomycetes soient encore différents.

I1-3-3 Comportement des endophytes face a la variation de températures

Toutes les souches ne sont pas tuées quand elles sont soumises a une température de 4°C. Elles
se croissent normalement a une température de 30°C. Elles sont par contre toutes mortes a une

température supérieure a 40°C.

I1-3-4 Diversité des réponses a différentes teneurs en café¢ine

Par souci de clarté deux figures sont considérées : les courbes de croissance caractéristiques des

souches de chaque population de caféiers étudiés (Figure 3) et les histogrammes résumant le

comportement des souches au 3°™ et au 5°™ jour d’incubation (Figure 4).
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Figure 3: Courbe de croissance des souches isolées de la population Bourbon jaune (a), de SZ

(C.homollei) (b), de A602 (C. kianjavatensis) (c) et de A213 (C. kianjavatensis)

différentes concentrations en caféine (0 a 1 %)
La figure 3 est une synthése des courbes de croissance bactérienne a différentes concentration
en caféine, évaluée par la valeur de la DO du milieu de culture en fonction du temps. D’une
manicre générale, pour chaque caféier hote, les courbes different d’une souche a I’autre suivant
les concentrations en caféine. Pour C. arabica (BJ Bl) les courbes de croissance sont
généralement de forme sigmoide (figure 3 (a)). Pour celles issues des trois caféiers sauvages
(SZB13, A602 B6, A213 B9), la croissance ne suit pas toujours cette loi (phase de latence et/ou
stationnaire absente pour quelques-unes). La plus fréquemment observée est une courbe
caractérisée par une phase exponentielle suivie tout de suite par la phase de déclin (figure 3b,
3¢, 3d). Ceci pourrait signifier que les souches microbiennes ont entamé directement la phase
de multiplication maximale et meurent tout de suite apres, suite a I’épuisement des sources de
carbone ou d’azote dans le milieu. L’apparition de la phase de déclin juste apres la phase
exponentielle est aussi expliquée par le fait que la multiplication des bactéries soit accompagnée
généralement par I’accumulation de déchets toxiques entrainant la lyse de la cellule. Ce fait est
d’autant plus observé que les bactéries sont soumises a des concentrations élevées en caféine

(0,5 et 1g/l) ; cas des souches des especes de Mascarocoffea : SZ B3-SZ B4-SZ B6-SZ B13-

() a
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A602 B4-A602 B6-A602 B8-A213 B2-A213 B4-A213 B5-A213 B9-A213 B13-A213 B14-
A213 B15 (Annexe 6).

Les résultats sur la capacité des souches a croitre sur le milieu a concentration faible ou élevée
en caféine indiquent que les souches sont capables d’utiliser la caféine comme source de
carbone et d’azote. (Formule de la caféine dans I’annexe 10)

Les courbes quelques soient les formes sont comparées afin d’évaluer le comportement des
souches vis-a-vis des concentrations en caféine. Pour les souches issues de C. arabica, il s’avere
que la concentration a 1g/1 est tolérée mais la multiplication des souches en cette concentration
est largement inférieure aux autres. Pour C homollei, certaines souches se comportent de
maniére similaire a celles de C. arabica (SZ B1, SZB71,SZ B8, SZ B11, SZ B16). Par contre,
certaines croissent abondamment a 1g/l. Les concentrations en caféine 0,2 et 0,5g/l semblent
les plus favorables pour la croissance des souches de SZ. Néanmoins, 1’atteinte de la croissance
maximale (en nombre de jours) différe suivant les souches pour une concentration donnée. Par
exemple, les souches SZ B3 et SZ B13 qui se développent bien dans le milieu a 1g/1 se
différencient par un jour d’écart d’aboutissement a la croissance maximale. Il en est de méme
pour les souches SZ B11, SZ B6, SZ B4, SZ B8, SZ B7, SZ B413 (Annexe 6).

Pour C. kianjavatensis, les souches se comportent de maniere similaire a celles issues de
C. homollei. Pour A602, elles ont une meilleure croissance dans le milieu a 0,2g/1 de caféine,
tandis que celles de A213 se développent bien dans les milieux supérieurs a 0,2¢g/1.

La figure 4 ci-dessous résume les valeurs moyennes des DO des souches pouvant croitre dans
des milieux aux trois concentrations de caféine (0 g/l, 0,5 g/l et 1g/l) au 3°™ et au 5°™ jour

d’incubation.

croissance des souches au 3éme jour croissance des souches au 5éme
d'incubation jour d'incubation

[ K4

BAG6 BAG

DO 600nm

mA2 BA2

mBJ mBJ

[0] [0,5] 11 [0] [0.5] [11
Concentration en caféine (g/l) Concentration en caféine (g/l)

Figure 4 : Valeur moyenne de la Densité Optique (DO) de croissance des souches au 3°™ et
5me jour d’incubation. Chaque colonne correspond a la moyenne des valeurs de

DO de croissance des souches pour chaque population de caféiers
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D’apres cette figure, il en ressort que :

comparé aux souches du caféier cultivé, celles de Mascarocoffea ont des densités
optiques maximales dépassant 0,5 lorsqu’elles sont soumises aux différentes
concentrations en caféine, apreés seulement trois jours d’incubation.

les densités optiques maximales des souches de SZ et A213 croissant dans le
milieu a concentration élevée en caféine sont significativement plus élevées par
rapport a ceux croissant dans le milieu sans caféine. Ceci montre que
paradoxalement, les souches de ces deux Mascarocoffea se multiplient plus
rapidement en présence de caféine a 0,5%.

Les densités optiques maximales des souches de ’espece cultivée sont plus
¢levées comparées a celle des Mascarocoffea apres cing jours d’incubation. Les
souches ne sont pas tuées, leurs croissances sont seulement ralenties. L’effet de
la caféine est donc bactériostatique et non bactéricide pour les souches de

C. arabica.

I1-3-5 Type respiratoire des souches

Apres 24 heures d’incubation, le virage du bleu de bromothymol est vérifié en présence des

souches. Les résultats sont résumés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Type respiratoire des souches endophytiques bactériennes isolées des caféiers

étudiés
Souches Aérobies Souches Souches Souches Souches
strictes Anaéobies Anaérobies facultatives inertes alcalinisant
strictes le milieu
A6B1 BJ1 A2B1 A2BS5 A6B2 SB1a SB16 | BJ4 A6B6 | A2BS A6BI10
A6B7 BJ2 A2B3 A2B7 A6B3 BJS A2B2 A6B13
A6B9 BJ3 A2B6 A2B9 A6B4 BJ6 A2B4 | A6Bl14
A2B11aA2B20 | A6BS8 BJ7 A2B10

A6B11 BJ8

A6B12 BJ9

A6B15 BJ10
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Presque toutes les souches font virer la coloration initiale verte au jaune dans les deux tubes
avec ou sans huile. Elles peuvent vivre en présence ou en absence d’oxygene. Tels types de
souches sont dites aérobies ou anaérobies facultatives.

C’est le cas des souches de SZ, 4213 et Bourbon jaune. Quelques-unes ne pouvant dégrader le
glucose qu’en présence d’oxygene (virage au jaune) sont dites aérobies strictes (A6B1, A6B7,
A6B9, BJ1, BJ2, BJ3), contrairement aux anaérobies strictes qui ont la capacité de dégrader le
glucose méme en absence d’oxygéne (A2B1, A2B3, A2B6). D’autres bactéries aérobies strictes
utilisant la peptone comme source d’énergie alcalinisent le milieu qui vire au bleu. D’autres
n’acidifient ni n’alcalinisent le milieu (maintien de la coloration verte). Ce sont les souches

inertes.

I1-3-6 Solubilisation du phosphate

La capacité des souches a solubiliser le phosphate est marquée par la présence d’halos autours
des colonies. Dans notre étude, ce phénomene n’est repéré qu’apres 14 jours d’incubation. La
répartition des souches pour la solubilisation du phosphate est présentée dans le tableau 9. La
moitié¢ des souches de A602, SZ et BJ participent a la solubilisation du phosphate. Pour A213,

seule une souche présente un petit halo autour de sa colonie.

Tableau 9 : Solubilisation du phosphate des souches endophytiques bactériennes isolées des
caféiers étudiés

Souches solubilisatrices de phosphate Souches non solubilisatrices de phosphate

SB1 - SB2 A6B2 - A6B4 | A2B9 | BJ1-BJ2 | SB3-SB10 | A6BI - A6B3 | A2BI1 - A2B2 BIJ3
SB4 - SB5 A6B7 - A6B8 BJ4-BJ5 | SBI11 - A6BS5 - A6B6 | A2B3 - A2B4 BJ6
SB6 - SB7 A6B9 - A6B12 BJ9 SB12 A6B10 - A2BS5 - A2B6 BJ7
SB8 - SB9 A6BI11 - SB13 - A6B13 A2B7 - A2B8 BJ8
A6B15 SB14 A6B14 - A2B10 - A2B11 BJ10
SB15 - A6BI16 A2B12 - A2B13
SB16 A2B14 - A2B15
A2B16 - A2B17
A2B18 - A2B19
A2B20
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ITII- Regroupement des souches

Les analyses précédentes indiquent I’extréme diversité des caractéres des endophytes bactériens
du point de vue morphologiques, biochimiques et physiologiques. Elles ne permettent pas la
détermination compléte, voire la distinction des communautés bactériennes associées aux
caféiers étudiés. La seule certitude est la différenciation des souches d’actinomycétes.

Il est ainsi difficile de trancher sur les véritables caractéres spécifiant chacune des souches
répertoriées. De méme, les relations éventuelles entre les souches isolées et les caféiers hotes
avec ou sans caféine ne sont pas trés nettes a premiere vue. Effectivement, il est tout a fait
possible qu’une souche désignée par un code pour un caféier donné soit exactement la méme,
ou du moins similaire a celle d’un autre. Par exemple, la souche A213B10 de couleur jaune
isolée de A213 pourrait étre la méme que la souche A602B9 de A602.

La complexité des résultats incite 1’application des analyses statistiques multivariées afin

d’entrevoir une vue synthétique du statut des souches en relation avec les caféiers hotes.

III-1 Regroupement des souches par rapport aux caracteres

Dans cette analyse, le but était de regrouper les souches partageant les caractéres similaires.
Les individus présentant des caractéres rares ont été exclus du fait de leur influence négative
sur la répartition de I’inertie totale sur les facteurs discriminants (trois souches d’actinomyceétes
et deux bacilles de A602, un bacille et trois coccobacilles de BJ).

Le résultat de 1’ Analyse de Correspondance Multiple (ACM) des 53 souches restantes sur les
47 caracteres étudiés (annexe 9) est représenté dans 1’espace formé par les trois premiers
facteurs (37,2% d’inertie) (figure 5).

D’une part, le premier axe (F1) sépare ostensiblement les souches de SZ de celles des autres
caféiers hotes (figure 5a). D’autre part, le second axe (F2) distingue les souches de BJ de celles
des autres caféiers (figure 5b). Par contre, les souches de A602 et A213, dont les contributions
par rapport aux trois axes sont relativement faibles, ne sont pas bien individualisées dans cette
analyse. Les caractéres dominants qui ont permis la séparation des souches de SZ et BJ a celles
des autres souches sont représentés dans la figure 5c. Les caractéres : jaune orangé, ovale et
rugueux qui contribuent fortement a 1’axe F1 représentent les caractéres des souches issues de
SZ tandis que les caracteres beige, incolore, isolé et séche qui se trouvent sur 1’axe de F2 sont

celles des souches de BJ.
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Figure 5 : Représentation graphique des caracteres (c) et des souches (a) ('b) aprés Analyse de Correspondance
Multiple. Les boules de couleurs différentes représentent les souches issues des caféiers étudiés (rouge pour BJ, bleu
pour SZ, jaune pour A602 et vert pour A213) et les caractéres étudiés (be : beige ; Inc : incolore ;Is : isolé ; Jo : jaune

orang¢; ov : ovale; ru : rugueux ; Sc : séche

III-2 Classification des souches

Les résultats de la Classification Ascendante Hiérarchique (figure 6) affermissent les
conclusions tirées de I’ACM. Une premicre troncature (42% d’indice de dissimilarité) sépare
les souches de SZ de celles des trois autres caféiers. Une deuxieéme troncature (38% d’indice de
dissimilarité) divise les bactéries en trois groupes : (i) les souches de SZ (ii) les souches des
deux populations de C. kianjavatensis (iii) un groupe rassemblant un amalgame des autres
souches des quatre caféiers hotes. Une derniére troncature (30% d’indice de similarité) permet
pourtant la séparation nette des souches de BJ au sein du groupe (iii). Les souches partageant
des caracteres similaires sont groupées dans une méme classe. Les souches colonisant le caféier

cultivé (C. arabica) se distinguent de celles des caféiers sauvages.
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Figure 6: Classification des individus selon leurs caractéres aprés Classification Ascendante Hiérarchique

Afin de vérifier une éventuelle répartition logique des souches parmi les caféiers hotes,
I’application de I’analyse factorielle discriminante a partir des 10 premiers facteurs de I’ACM

(71,5 % d’inertie cumulée) est jugée utile.
ITII-3 Regroupement des souches par rapport aux caféiers hotes

Dans cette analyse, les quatre caféiers hdtes sont considérés comme groupe de classification a
priori. La figure 7 ci-dessous représente la synthése des résultats obtenus aprés analyse

factorielle discriminante.

p—
p—
Bl — ...SZ
Bl
. =
- .o

Figure 7 : Représentation graphique de I’AFD dans I’espace [F1, F2, F3] (100% d’inertie). Les boules de couleurs
différentes représentent les groupes de population de caféiers 6B5, 6B16, 6B10, 2BS5, S 8 sont des
souches mal classées
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r— Dendrogramme Classe 1 P 3 4
Effectif 13 16 18 6
SZB1 A213B1 SZB8 BJ3
SZB2 A213B2 SZB13 BJS
SZB3 A213B3 SZB14 BJ6
SZB4 A213B4 SZB15 BJ7
SZB5 A213B5 A213B14 BJ9
Classe 2 SZB6 A213B6 A213B15 BJ10
SZB7 A213B7 A213B16
SZB9 A213B8 A213B17
SZB10 A213B10 A213B18
SZB11 A602B1 A213B9
I~ SZB12 A602B3 A213B19
) . SZB16 A602B4 A213Bl11
Classe3 A602B11 A602B5 A213B20
A602B6 A213B12
A602B8 A213B13
A602B10 A602B2
A602B15
A602B16
Classe 4
S 8 2 2 % S )
Dissimilarité
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Cette figure présente les souches dans un espace a trois dimensions formé par les trois facteurs
de I’Analyse Factorielle Discriminante. Le plan formé par les deux premiers axes (91%
d’inertie) met bien en évidence la séparation nette des souches de SZ et de BJ. La distinction
des souches des deux populations de C. kianjavatensis qui ne sont pas bien individualisées dans
ce plan devient plus nette quand on considére en plus le troisiéme facteur.
Lors de cette analyse les souches sont rassemblées en quatre groupes en fonction de leur caféier
hote. La faible valeur du Lambda de Wilks (0,2) et la probabilité trés hautement significative
(inférieur a 0,0001) de rejet de I’hypothése nulle (inexistence de groupes) confortent
I’effectivité de ces quatre groupes.
Les quatre groupes étant :

»  Groupe 1 formé par les souches isolées de SZ ( Caféier sans caféine):

» Groupe 2 formé par les souches isolées de A213( caféier a caféine)

» Groupe 3 formé par les souches isolées de A602 (caféier sans caféine)

» Groupe 4 rassemble toutes les souches de BJ (caféier a caféine)
Il existe par contre une divergence quant aux affiliations de quelques isolats. Des souches issues
d’un caféier hote ont été retrouvées réparties dans d’autres caféiers. Par exemple, la souche S8
(figure 6) s’écarte du groupe de SZ et se met pres des souches de A602. Le tableau 10 ci-dessous
explicite cette affectation. Effectivement les souches mal classées se sont migrées et sont

reclassées vers d’autres groupes. C’est le cas de :

- une souche de A213 affectée vers A602
- trois souches de A602 migrée vers A213

Tableau 10 : Reclassement des individus aprés Analyse Factorielle Discriminante

Pourcentage des

Vers A213 Vers A602 Vers BJ Vers SZ Somme
souches bien classées
de A213 19 1 0 0 20 95 %
de A602 @ 8 0 0 11 72,72 %
de BJ 0 0 6 0 6 100%
de SZ 0 1 0 15 16 93,73%
Somme 22 10 6 15 53

SZ : Coffea homollei; A213 : C. kianjavatensis ; A602 : C. kianjavatensis ; BJ : Bourbon jaune

E
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Le tableau 11 suivant présentant les probabilités d’appartenance et les carrés des distances aux
barycentres des groupes des souches mal classées explique leur nouvelle affectation. Par
exemple la probabilité d’appartenance de la souche SZB8 de SZ au groupe A602 est hautement
significative. Autrement dit, la probabilité a priori de SZB8 d’appartenir au groupe SZ est
relativement faible comparé a la probabilité a postériori de se retrouver dans le groupe A602.
Par contre, il faut étre prudent dans I’acceptation de cette classification. Par exemple pour la
souche 6B10, sa nouvelle affectation dans le groupe A213 est litigieuse (carré des distances aux

barycentres et probabilités d’appartenance aux deux groupes relativement similaires).

Tableau 11 : Probabilités d’appartenance et carrés des distances aux barycentres des groupes
des souches mal classées

Barycentre Probabilité
Souches
A213 A602 SZ BJ A213 A602 BJ SZ
SZB8§ 23,466 | 12,185 | 16,921 | 39,380 | 0,006 0,875 0,000 0,119

A213B5 | 11,001 | 7,834 | 32,542 | 32,536 | 0272 0,728 0,000 0,000
A602B5 | 8,980 |9234 |33,728 | 43,167 | 0,674 0,326 0,000 0,000
A602B10 | 14,540 | 13,879 | 30,741 | 53,694 | 0,566 0,434 0,000 0,000
A602B16 | 10,061 | 10,933 | 22,823 | 26,748 | 0,737 0,262 0,000 0,001

SZ : Coffea homollei ; A213 : C. kianjavatensis ; A602 : C. kianjavatensis ; BJ : Bourbon jaune

Cette étude met en évidence des inter-affectations au sein des espéces sauvages de la série
Verae. Ceci indique probablement 1’existence d’homologie entre ces souches et certaines
bactéries endophytiques de son nouveau groupe d’affectation. Les souches sont distribuées en

quatre groupes bien différentiés correspondant globalement aux quatre caféiers hotes.
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L’objectif de cette étude a été (i) de décrire la diversité des endophytes bactériens de quatre
populations caféiers et puis (ii) de mettre en évidence les relations entre cette diversification et

la diversité de caractéres des caféiers hotes.

Dans cette étude, nos résultats montrent clairement que la communauté d’endophytes s’avere
variée aussi bien sur le plan quantitatif que qualitatif.

Pour I’isolement, des broyats au lieu de morceaux de feuilles classiques sont déposés sur les
milieux de culture. Il en résulte que les endophytes apparaissent en nombre plus élevé et se
multiplient plus rapidement (deux a trois jours seulement). Effectivement, lors de cette étude le
nombre de souches isolées passe du simple au double comparé a celui des études faites par
Andriamialiharisoa (2011) et Ratsimbazafy (2011) qui ont utilis¢ des morceaux de feuilles. La
trituration permettrait ainsi une meilleure libération des microorganismes de la cellule hote.
Par ailleurs, le nombre de souches isolées différe d’une espece, voire d’une population a une
autre. Par exemple, 16 souches chez C. homollei (SZ) et seulement dix chez C. arabica (BJ)
sont recensées. Pour les deux populations de C. kianjavatensis, une vingtaine de souches ont
¢té dénombrée chez A213 contre une soixantaine pour A602 lors de I’isolement.

Apres purification, 20 souches ont pu étre isolées chez A213, tandis qu’il n’en restait que 16
pour A602, du fait de la consistance dure et seche de la plupart des colonies (ce qui rend leur
repiquage difficile).

Nos résultats rejoignent ceux de Calheiros et al. (2009) et Sleytr et al. (2009) qui ont montré
que la diversité microbienne était influencée par les plantes. Un cas extréme se rapporte a deux
variétés de canne a sucre ou Castro-Gonzélez et al. (2011) ont pu isoler 398 souches
bactériennes.

Compte tenu de I’age de nos matériels végétaux, les nombres de bactéries isolées par
caféier hote sont tout a fait corrects. Effectivement, Ratsimbazafy (2011) et
Randriamialiharisoa (2011) n’ont répertori€ que 8 souches d’endophytes bactériens par caféiers
hoétes a partir des feuilles agées de cing mois de deux autres especes de Mascarocoffea. Par
ailleurs, I’étude de Rijavec et al. (2007) sur I’isolement des bactéries des jeunes pousses de
quatre variétés de mais a donné 16 souches bactériennes. Néanmoins, selon Kriel et al. (2000),
le nombre de bactéries dans une espece est fonction de 1’age de la plante. Effectivement, I’étude
de Vega et al. (2005), sur C. arabica montre que les bactéries endophytiques isolées a partir
des feuilles de plants adultes sont deux fois plus nombreuses que celles issues des jeunes

pousses.
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Un autre facteur qui expliquerait le nombre réduit de colonies dans cette étude pourrait provenir
du fait que les graines ont été prétraitées avant la germination ; ce qui aurait conduit a éliminer
tous les épiphytes prédestinés a devenir des endophytes. De plus, les jeunes plantules ont été
par la suite mises en culture dans des conditions controlées afin d’éviter 1’intégration d’autres
épiphytes de la biosphére. Par déduction, il se peut que les endophytes isolés des feuilles soient
ceux se trouvant dans les graines et qu’ils aient été transmis verticalement.

Pour I’étude de la morphologie des endophytes isolés, deux caractéristiques sont utilis€s :
caractéristiques macroscopique et microscopique. Les caractéristiques macroscopiques des
souches bactériennes sont des renseignements adéquats pour leur identification partielle. Par
exemple, la morphologie, la coloration des colonies, la présence ou l'absence d'hyphes aériens
peuvent déja fournir une indication sur le genre de certaines bactéries (Saubolle et Sussland,
2003). C’est le cas des souches de A602. Effectivement, les colonies A602 B11, A602 B12,
A602 B13 et A602 B14 apparues apres 24 heures d’incubation ont une surface bombée, lisse a
aspect dure. La colonie A602 B11 garde cet aspect tandis que les autres deviennent poudreuses
apres deux jours d’incubation. Cet aspect poudreux est particulier pour les souches développant
un mycélium aérien. Des études réalisées sur le mécanisme de la morphogenese par
Sprusanky et al. (2003) ont montré que la formation du mycélium aérien était due a la
libération de petites molécules une fois que les substances nutritives du milieu sont épuisées.
Ces colonies a aspect dure qui développent des mycéliums aériens sont classées parmi les
actinomycetes. La présence d’actinomycetes parmi les endophytes répertori€és jusqu’ a ce
jour chez les caféiers est rapportée ici pour la premiere fois. La premicre question qui vient
a Desprit par rapport a cette découverte est : existe-il une relation quelconque entre les
actinomycetes de A602 et la composition biochimique particuliére de cette population de
C. kianjavatensis (teneur €levée en théacrine) (Rakotomalala, 1993).

Les caractéres morphologiques des colonies a consistances dures et a surface poudreuse, ont
été décrits par Petrosyan et a/ (2003) et Cavalla et Eberlin (1994) comme étant des
actinomycetes du genre Streptomyces. De plus, ces souches présentent un optimum de
croissance a pH 7, une croissance minimale a 10% de sel. Elles sont « catalase et glucose
positives » qui, selon Zerizer et al. (2006) sont des caracteres exclusives des Streptomycetes.
Bien que le sol ait été certainement le réservoir le plus riche de ces microorganismes, les organes
des plantes comme les feuilles dans cette étude peuvent étre aussi leur logis. La présence de ces
microorganismes dans les feuilles d’autres plantes a déja été publiée par Araujo et al. (1999)

chez le mais (Zea mays) ; Kafur et Khan (2011) chez Catharanthus roseus.
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Parmi les populations de caféiers étudiés, seule A602 présente ces microorganismes. Elle parait
la plus sujette a la diversité bactérienne par rapport aux autres populations de la série Verae. Ce
fait est probablement reli¢é a la présence dans cette plante d’une diversité importante de
composés chimiques particuliers comme la théacrine, la théobromine (Rakotomalala, 1993,
Campa et al. (2004). Deux cas sont possibles (i) soit la viabilité de ces microrganismes n’est
pas affecté par ces composés chimiques, de telle sorte que ces souches les tolérent et s’en
adaptent ou en tirent avantage; (ii) soit ces endophytes sont responsables de la biosynthése de
ces molécules. Effectivement, Andriamialiharisoa (2011) a montré le role joué par les
endophytes bactériens de type bacille et coque isolées des feuilles de C. perrieri sur la
biosynthése de molécules spécifique de ce caféier. Ainsi, la diversité microbiologique est

vraisemblablement en relation avec la diversité biochimique de I’hote.

Du point de vue cytologique, les résultats sont en accord avec les études antérieures qui ont
montré que la majorité des especes bactériennes isolées des plantes sont presque toutes Gram
négatif. Effectivement, Ravelomanantsoa (2004) a pu isoler 28 souches Gram négatif et
seulement 18 souches Gram positif dans les organes de Eugenia jabolana. Ratsimbazafy
(2011) a obtenu six bactéries Gram négatif et deux bactéries Gram positif a partir des feuilles
de C. perrieri A305.

La forme filamenteuse répertoriée que chez A602 est similaire a celle décrit par

Zerizer et al. (2006) et Djaballah (2010) qui est un des caracteres des actinomycetes.

En ce qui concerne les caractéres métaboliques des souches, nos résultats sur I'utilisation du
glucose et du catalase par les souches rejoignent ceux de Ratsimbazafy (2011) et
Andriamialiharisoa (2011) relatifs aux souches bactériennes de deux autres espéces sauvages
malgaches, C. perrieri et C. alaotrensis.

I est a noter que la capacité a métaboliser une large gamme de métabolites des souches des
caféiers sans caféine (A602 et SZ) laisse a penser que ces souches bactériennes interviennent
¢ventuellement dans la chaine du métabolisme de la caféine (spécifiques des hdtes a teneur en

caféine tres faible ou nulle).

Parallelement a ces études de caractéres morphologiques et métaboliques, les caractéres
physiologiques des souches sont aussi étudiés.
Le criteére de tolérance spécifique des souches bactériennes lors de cette étude a été¢ défini par

rapport a leur comportement vis-a-vis des concentrations faibles ou ¢élevés en NaCl. D’apres la
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bibliographie les souches bactériennes peuvent étre subdivisées en trois groupes selon leur
exigence en sel (Tiquia, 2006):
» Les souches halotolérantes qui peuvent se multiplier dans des milieux a
concentrations faibles ou modérées en NaCl (2,5 et 10%), ou sans sel du tout.
Elles sont représentées par la majorité des souches (87,1%).
» Les souches non halophiles, c'est-a-dire, ne pouvant vivre que dans un milieu
sans sel (1,61% représenté par une seule souche de A602 (A6B9))
» les souches dite halophiles qui requierent du NaCl pour leur croissance (9,67%
des souches totales dont deux des souches de SZ ; deux de A213 et 2 de BJ). Il
s’agit de (SB14, SB16, A2B9, A2B16, BJ3, BJ9) [Annexe 4].

Les résultats montrent par ailleurs qu’il existe une diversité pour la tolérance en sel des
endophytes des caféiers. Plusieurs souches sont aptes a tolérer des doses €levées. Ces résultats
sont en accord avec les études de Riva et al (2002) sur le cotonnier. Certains auteurs
mentionnent que les endophytes sont souvent plus tolérants que leur plante hote (Zahran, 1999,
Swaraj et Bishnoi, 1999 Vriezen et al., 2006, 2007). Cette faculté des bactéries a tolérer une
large gamme de concentration en sel est due a I’accumulation intra cellulaire de solutés
compatibles ‘osmoprotecteurs’ (Csonka et Hanson, 1991).

Effectivement, les souches des caféiers sauvages sont clairement plus tolérantes par rapport a
celles issues de I’espece cultivée. Cette tolérance pourrait amener la plante hote a s’adapter aux
conditions extrémes de I’environnement. En effet, exposée au milieu salin une plante contourne
I’intoxication causée par les exces de sels en les stockant dans la vacuole. Il s’en suit une
augmentation de la pression osmotique qui par la suite favorise la déshydratation des cellules
(consécutif a la succion importante de 1’eau sur le cytosol). Cependant, les composées
compatibles dits « osmoprotecteurs » produits par la plante ainsi que par les bactéries
endophytiques permettant d’ajuster la pression osmotique entre le cytosol et la vacuole
pourraient vraisemblablement faire face au stress hydrique de la plante.

Dans notre étude, nous nous sommes limités a la concentration maximale de 10g/l de NaCl
rapportée par la litterature (Tiquia, 2006) pour la tolérance des endophytes a la salinité.
Cependant, nos résultats suggérent que beaucoup de souches semblent étre capables de survivre
a une concentration beaucoup plus élevée. Cette hypothese devrait étre liée a un phénomene de
coévolution endophytes-plantes hotes au cours des temps, et tels endophytes pourraient servir

a d’intéressantes applications pratiques (inoculation de plantes utiles en vue d’adaptation a des
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Sur le comportement des souches suivant le pH, nos résultats montrent que beaucoup de
souches préférent le milieu basique ou neutre au milieu acide. Ce qui rejoint les observations
faites par Davet (1996) sur I’étude des microorganismes du sol.

Les souches d’actinomycétes réagissent différemment selon le milieu acide ou neutre. Ces
derniers résultats sont conformes aux études faites par Logman (2009) et Djaballah (2010) sur

les actinomycétes en général. Par déduction, ces actinomyceétes sont probablement distincts.

Sur le test des bactéries solubilisatrices de phosphate, nos résultats montrent que la durée
d’apparition de halos est trop lente par rapport aux observations (apres 2 a 7 jours d’incubation)
faites par Razakatiana (2010) sur les souches rhizosphériques et telluriques, et
Randrianofidina (2012) sur les souches des sols termitiéres. Par ailleurs, nos expérimentations
montrent que beaucoup de nos endophytes bactériens sont capables de solubiliser le phosphate.
Jabaji (2012) a constaté le méme phénomene lors de I’étude des endophytes bactériens de
Panicum virgatum. Cette propriété serait un plus pour d’éventuelles applications en agriculture
puisque le phosphore représente un élément capital pour la croissance et le développement de

la plante.

Depuis 1978, la recherche de nouvelles variétés de caféier a faible teneur en caféine par
hybridation interspécifique a été entreprise. Cependant, Baumann (1987) a trouvé que des
bactéries mutantes peuvent dégrader la caféine in vitro. On peut également citer Roldan (2005)
qui a montr¢ le réle de Pseudomonas putida sur le catabolisme de la caféine. Dans notre cas, la
caféine est rapidement utilisée par la majorité des souches issues des caféiers sauvages.
Effectivement celles-ci atteignent leur optimum de croissance, apres seulement trois jours
d’incubation, dans un milieu contenant 0,5 a 1 % de caféine, contrairement a celles isolées
du caféier cultivé. C’est vraisemblablement une des causes de la faible teneur en caféine de
ces caféiers. Cette capacité des bactéries endophytiques isolées des feuilles a utiliser la
caféine comme seule source de carbone est a notre connaissance rapportée pour la premiere
fois dans cette étude. La capacité des bactéries a dégrader la caféine a déja suscité¢ de
nombreuses études a savoir : Woolfolk (1975), Blecher et Lingens (1977), Perraud-Gaime
(1995), Mazzafera (2002), Sarath babu et a/. (2005), Ryan (2011).

L’ensemble des caractéres morphologique, métabolique, et physiologique décrits
précédemment ont servi a définir les coefficients de similarité entre les souches par des
méthodes statistiques multivariées permettant ainsi leur regroupement. Cette méthode dite

« taxonomie numérique » a été déja utilisée par Roussos (1977) pour caractériser les especes
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bactériennes issues de I’eau et des s€diments marins et par Williams et al. (1983) pour redéfinir

les especes des Streptomyces.

La classification ascendante hiérarchique (CAH) a permis la séparation des souches en
deux groupes bien distincts, le premier isolant les souches du caféier cultivé (BJ) et I’autre
correspondant a I’ensemble des bactéries des caféiers de la série botanique Verae établie par
Chevalier (1947) et Charrier (1978).

L’ Analyse Factorielle Discriminante (AFD) apporte plus de précision sur les isolats de la série
Verae : séparation nette de souches de SZ caféier strictement sans caféine de celles des

C. kianjavatensis (teneur en caféine appréciable).

Ces analyses statistiques qui ont donné la répartition des souches en quatre groupes bien nettes
suivant les quatre groupes de caféiers étudiés permettent d’en déduire que :(i) les bactéries
endophytiques des espéces sauvages n’appartiendraient pas a 1’espéce cultivée, et que (ii)
I’hypotheése d’une relation entre groupe de bactéries d’endophytes et teneur en caféine des

caféiers hotes est fort probable.

Grace a la diversité des caractéres morphologiques, métabolique et physiologique de nos
bactéries et en nous référant aux travaux de Adingra (1998) et I’article de synthése consulté sur

internet (www.techno-science.net), nous avons de fortes présomptions sur la détermination des

familles et genres résumés dans I’annexe 8
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Conclusion

Cette étude permet d’avoir une vue d’ensemble d’une partie de la biodiversité bactérienne
endophytique associée aux especes de caféiers.

Les caféiers sauvages et cultivés abritent une diversité de bactéries endophytiques. Soixante-
deux (62) bactéries ont pu étre isolées a partir des jeunes feuilles de quatre populations de
caféiers dont trois appartenant au groupe des Mascarocoffea, et en référence, un caféier cultivé
(C. arabica). Le nombre, les caractéristiques morphologiques, biochimiques et physiologiques
de ces souches varient en fonction des plantes hotes. Effectivement, les résultats obtenus sur la
caractérisation de ces bactéries sont d’un grand intérét, méme si on n’est pas arrivé jusqu’a la
détermination de I’espece. Les caractérisations ont permis (i) la mise en évidence de bactéries
en forme de bacilles, coccobacilles et coques (i) la subdivision des souches en types halophiles
ou halotolérantes, solubilisatrices de phosphate ou non, aérobies ou aérobies facultatives. Mais
ces tests n’ont pas permis la distinction des communautés bactériennes associées aux caféiers
étudiés. La seule certitude concerne la présence des actinomycétes que 1’on ne trouve que chez
C. kianjavatensis A602. La présence de ces souches répertoriées chez A602 un caféier a
composition chimique particuliére (teneur élevé en théacrine) vérifie la spécificité d’hote des
endophytes.

Les analyses statistiques ont permis de discerner des souches communes et/ou spécifiques pour
les quatre caféiers et leur distribution en quatre groupes en relation avec les quatre plantes hotes
étudiées. Les souches issues des caféiers sans caféine sont différentes de celles a caféine. Il
existe alors une relation entre composition chimique des caféiers et distribution des souches.
Le regroupement des souches correspond avec les regroupements effectués par les botanistes

qui ont classé les caféiers en quatre groupes.

Par ailleurs nos résultats suggérent que beaucoup d’endophytes contribuent a la nutrition et
donc a la croissance des plantes du fait de leurs capacités a solubiliser le phosphate inorganique.
Ces bactéries pourraient étre développées comme biofertilisants a I’instar Brachiaria. D’ autres,
grace a leur tolérance en sel indiquerait la possibilité de I'utilisation de leur plante hote en
croisements interspécifiques dans le but d’adaptation des hybrides sous d’autres conditions

¢cologiques.
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Perspectives

v Dans cette étude nous avons répertorié 62 souches dans trois espéces de caféier. Ceci
ne refléte pas la biodiversité globale naturelle associée a tous les caféiers (124 especes).
Les investigations devraient étre effectuées sur les autres especes.

v" Les caractérisations des souches étudiées n’ont pas permis de réaliser une identification
complete. Ils ne peuvent étre utilisés que pour une identification préliminaire. Pour plus
de précision, il est donc nécessaire d’identifier les espéces et la diversité
infra- spécifique par des techniques plus pointues, notamment le séquencage
moléculaire.

v" 1l serait aussi utile de tester ’aptitude des souches de Mascarocoffea a synthétiser des
enzymes responsables de la dégradation de la caféine, et partant, exploiter
éventuellement ces bactéries pour réduire la teneur en caféine des caféiers cultivés par
inoculation.

v Gréce a la variabilité des métabolites secondaires que les endophytes bactériens
peuvent synthétiser, leur exploitation dans le domaine pharmaceutique et agronomique
devrait étre envisagée comme c’est le cas de xyamicine.

v" L’inoculation expérimentale dans le but de tirer profit du caractére solubilisatrice de
phosphate est tout a fait envisageable. Effectivement, ’utilisation de ces souches
pourrait constituer un bio-engrais susceptible de se substituer a I’application répétée
d’engrais phosphatés solubles, chers, rapidement lessivés vers les nappes phréatiques
et les rivieres. Ce qui conduirait au développement d’une agriculture durable plus
respectueuse de I’environnement et de la santé humaine.

v' La considération des fonctions essentielles que ces endophytes jouent dans la
physiologie des plantes est aussi capitale pour la compréhension des interactions entre
plantes et endophytes.

v' L’étude de coévolution plante - endophytes est a considérer afin de:

- expliquer la diversité d’adaptation écologique des plantes hotes
- appréhender I’histoire évolutive des caféiers
- prévoir les différentes alternatives permettant de faire face au changement

climatique.
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Annexe 1: Milieux de cultures

Milieu d’isolement:

TSA(Tryptic sova agar ) ( www.biokar-diagnostics.com)

Caséine hydrolisate10g

Peptone .......ooovviiiiiii 5¢g
NACK oo S5¢g
AGAT it i 20g
Eau distillée gSp......ccccveeverieerciieiiieeeiee e, 1000ml
AS1 (Antibiotic selection) pH = 7,0 (Andriamafana, 2012)
Extrait de levure ........ocoeeeeieiecieiieeeee e g
ATZININE.....viiieiieeciie e e ens 0,2¢g
Alanine...........cccoevviiiiiiiii e 0,2g
Asparagine monohydrate.......................... 0,5g
Amidon soluble..................o 5g
NaCl 2,5¢
Sulfate de sodium Anhydre...................... 10g
Eaudistillée.............ooooiiiiiiii 1000ml
AT 20g

Les antibiotiques
Pour 500ml de milieu AS1, on ajoute :

5ml de Cycloheximide (0,05g dilué dans Sml de DMSO)
Sml de Triméthoprime (0,02g dilu¢ dans Sml d’ED)

Sml d’acide nalidixique (0,05g dilu¢ dans Sml d’ED)

Milieux de caractérisation

Milieu citrate de Simmons (pH=7,1+0,2) (Randrianofidina, 2012)

Sulfate de magnésium........................ 02¢g
Phosphate monoammoniaque............... lg
Phosphate bipotassique..........ccccceeveennn 1 g
Chlorure de sodium........................... 5¢g
Citrate de sodium.....................ooveenen. lg
Bleu de bromothymol......................... 0,08 g
AT o, 15¢g

Eau distillée qsp.......ooevveviiiiiiiiann.. 1000 ml
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Milieu mannitol mobilité nitrate (pH=7.6+0.2) (Randrianofidina, 2012)

Hydrolysat trypsique de caséine............... 10g
Nitrate de potassium...............ccccevvvevennn 1 &
Mannitol............oooiiiiii 75¢g
Rouge de phénol 10%................cooiiie. 0,04 g
AGaT. .o, 35¢g
Eau distillée stérile qsp.........cccvvvviennn.n. 1000ml

Milieu Hajna Kligler(pH=7,5+0,2) (Randrianofidina, 2012)

Peptone.... PR UUPPRRITY o I 4
Extrait de Vlande ........................................... 3g
Extrait de levure... e 3 €
Peptone pepsique de Vlande .......................... S5¢g
NaCl. oo 5¢

Sulfate ferreuX.....ooovveie i

02¢g

Thiosulfate de sodium..............................0,3 g
Lactose.. s 1
Glucose el g
Rouge de phenol 0,24 ml
Agar... . USRS B B4
Eau dlstlllee sterlhsee qsp ......................... 1000 ml

Milieu de Hugh et Leifson : (pH :7,1 +2) (Ratsimbazafy 2011)

Peptone @ .....cooviiiiiii 2g
NaCl: o, S5¢g
KHoPOsg oo, 0,3g
Bleu de bromothymol (1%) : .................. 3ml
Agar: oo, 3g
EDQsp covieiiiiiiii i 1000ml
GlUCOSE & vt 10%

Milieu TCP (phosphate tricalcique) pH=7 (Randrianofidina, 2012)

NHaClLo oo S5¢g
NaCluo i, g
MESO4 i lg
Caz(PO4)2. v 4g
GIUCOSE. . ceeviieeeiiiei e, 10g
AT, . 20g



Annexe 2 : Caracteres macroscopique des souches endophytiques bactériennes issues de caféiers étudiés

|
[_céhsistance

Espéces Couleur Contour Forme Surface L Retieft— Opacité Taille
SB1-SB2 Jaune -orangé | irrégulier ovale Rugueuse | semi-bombé muqueuse | opaque moyenne
SB3 blanche régulier | arrondie | Rugueuse plate muqueuse | opaque moyenne
SB4 jaunatre régulier | arrondie rugueuse semi-bombé muqueuse | opaque moyenne
SB5 jaunatre irrégulier ovale rugueuse | semi-bombé crémeuse opaque grande
SB6 blanche irrégulier ovale rugueuse semi-bombé muqueuse | opaque grande
SB7 Jaune -orangé | irrégulier ovale Rugueuse plate crémeuse opaque grande
SB8 jaunatre régulier | arrondie Lisse plate crémeuse opaque grande
SB9 Jaune orangé | régulier | arrondie | Rugueuse bombé crémeuse opaque grande
SB10 blanche irrégulier ovale Rugueuse | semi-bombé muqueuse | opaque grande
SB11-SB12 blanche irrégulier ovale Rugueuse plate crémeuse opaque grande
SB13-SB14- C . . . .
SBIS rose irrégulier | arrondie Lisse plate crémeuse opaque grande
SB16 blanche irrégulier ovale Lisse semi-bombé crémeuse translucide grande
A2B1-A2B2- . . .
A2B3-A2B4 blanche régulier Arrondie Lisse bombé crémeuse opaque petite
A2B5-A2B6 blanche régulier | Arrondie lisse semi-bombé muqueuse | opaque moyenne
A2B7-A2B8 blanche régulier | Arrondie Lisse bombé crémeuse opaque moyenne
A2B9 jaune régulier | Arrondie lisse plate crémeuse opaque grande
A2B10 blanche régulier | Arrondie Lisse bombé muqueuse | opaque moyenne
A2B11-A2B12 blanchétre régulier | Arrondie lisse semi-bombé | gélatineuse | opaque moyenne
A2B13 blanchétre régulier | Arrondie lisse bombé crémeuse opaque moyenne
A2B14- A217 blanchétre régulier | Arrondie lisse bombé crémeuse opaque grande
A2B15 blanchétre régulier | Arrondie Lisse bombé gélatineuse | opaque grande
A2B16 jaune régulier | Arrondie Lisse bombé gélatineuse | opaque grande
A2B18 -A2B20 jaunatre régulier | Arrondie lisse bombé gélatineux | opaque grande
A2B19 jaunatre régulier | Arrondie lisse bombé crémeuse opaque grande
A6B1 blanche régulier | Arrondie lisse bombé gélatineuse | opaque petite
A6B1 blanchatre régulier | Arrondie lisse bombé gélatineuse | opaque petite
A6i36-§ 56 B4 blanche régulier | Arrondie Lisse bombé crémeuse opaque petite
1266]]332 1266]]3379- blanche régulier | Arrondie Lisse bombé crémeuse opaque moyenne
A6B10 jaune régulier | Arrondie Lisse bombé crémeuse opaque grande
A6B11 blanche irrégulier | Arrondie lisse semi-bombé dure opaque grande
A6B1126_BA164B 13- blanche régulier | Arrondie | poudreuse bombé dure opaque grande
A6B15 beige régulier Ovale lisse semi-bombé | Gélatineuse | opaque moyenne
A6B16 rose régulier | Arrondie lisse semi-bombé | gélatineuse | opaque moyenne
BJ1 blanchétre régulier | arrondie lisse semi-bombé | crémeuse opaque grande
BJ2- BJ4 blanchétre régulier | arrondie | lisse semi-bombé | crémeuse opaque moyenne
BJ3-BJ5 beige claire irrégulier | arrondie | lisse plat séche opaque grande
BJ6 incolore régulier | arrondie | rugueux semi-bombé | séche translucide | moyenne
BJ7 blanchétre irrégulier | arrondie | lisse plat crémeuse opaque moyenne
BJ8 beige claire irrégulier | ovale rugueux plat séche opaque grande
BJ9 blanchétre régulier | arrondie | lisse semi-bombé | Crémeuse opaque moyenne
BJ10 beige régulier | arrondie | lisse semi-bombé | crémeuse opaque moyenne
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Annexe 3: Morphologie microscopique des souches endophytiques bactériennes issues de

caféiers étudiés

Espéces Mobilité Forme Regroupement Gram
SZB1 Immobile Coque Amas -
SB2- SB3- SB4 S-B5 Immobile Coque Amas -
SB6- SB8 Immobile Coque Chainette -
SB7 -SB9 - SB11-SB12-SB13 -SB14- SB15- SB16 Immobile Coque Amas -
A2B1- A2B2- A2B3-A2B7-A2B6- A2B8 A2B10
A2B11 A2B12--A2B15 A2B17-A2B19- A2B20 Immobile Coque Amas -
A2B4 -A2B5-A2B9 Immobile Coque Groupé Par 4 -
A2B14- A2B16 Immobile Coque amas +
A2B13-A2B18 Immobile Coque Groupé Par 4 +
A6B2 Immobile Coque amas -
A6BI1- A6B3-A6B4- A6B5- A6B6 A6B8 Immobile Coque Groupé Par 4 -
A6B7 Mobile Bacille Isolé -
A6B9 Mobile Bacille Amas +
A6B10 Immobile Coque Amas -
A6BI11 Immobile Coque Amas -
A6B12-A6B13- A6B14 Immobile | Fin Filament+Coque En Chainette +
A6B15- A6B16 Immobile Coque Amas -
BJ1-BJ4 Immobile Coccobacille Groupé Par 2 -
BJ2 Immobile Coccobacille Amas -
BJ3 Immobile Coque En Chainette -
BJ5 Immobile Coque Isolé -
BJ6- BJ7 Immobile Coque Isolé -
BJ8 Mobile Bacille En Chainette +
BJ9 Immobile Coque Isolé -
BJ10 Immobile Coque En Chainette -




Annexe 4: Croissance des souches endophytiques bactériennes issues de caféiers étudiés

a différentes concentrations de NaCl.

| Annexes

Espéces NaCl [0] NaCl [2.5] NaCl [5] NaCl [7.5] NaCl [10]
SB1 ++ ++ +++ + +
SB2 +++ +++ ++ ++ ++
SB3 ++ ++ ++ ++ +
SB4 ++ ++ ++ +++ ++
SBS + ++ ++ +++ ++
SB6 + ++ +++ ++ ++
SB7 ++++ +++ +++ ++ ++
SBS + + +++ ++ ++
SB9 ++ ++ +++ ++ +

SB10 + ++ ++ ++ +++
SB11 ++ +++ ++ ++ ++
SB12 + ++ +++ ++ ++++
SB13 + ++ ++ +++ ++
SB14 - - - ++ ++
SB15 ++ ++ ++ ++ +++
SB16 - + + ++ +
A6B1 + +++ +++ ++ ++
A6B2 + ++ ++ ++ +++
A6B3 + ++ ++ ++ ++
A6B4 + ++ +++ ++ ++
A6BS ++ +++ +++ ++ ++
A6B6 +++ ++ ++ ++ ++
A6B7 ++ ++++ +++ ++ ++
A6BS + ++ ++ ++ ++
A6B9 ++ - - - -

A6B10 + ++ ++ ++ ++

A6B11 -+ ++ ++ + +

A6B12 + ++ ++ ++ -

A6B13 ++ ++ ++ + +

A6B14 + ++ ++ + +

A6B15 +++ +++ ++ + +
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Espéces Na CI [0] NacCl [2.5] NaCl [5] NacCl [7.5] NacCl [10]
A6B16 + + + ++ +
A2B1 ++ +++ +++ ++ ++
A2B2 + ++ +++- +++ +++
A2B3 ++ +++ ++ ++ ++
A2B4 ++++ ++ ++ ++ ++
2A2B5 + ++ ++ ++ ++
A2B6 + +++ +++ +++ ++++
A2B7 + ++ + + -
A2B8 ++++ ++ +++ ++ ++
A2B9 - ++ ++ +++ +
A2B10 + ++ ++ ++ -+
A2B11 + ++ +++ ++ ++
A2B12 + ++ ++ ++ ++
A2B13 + +++ ++ - -
A2B14 ++ ++ +++ ++ +
A2B15 ++ +++ ++ - -
A2B16 - +++ +++ ++ ++
A2B17 + ++ ++ ++ ++
A2B18 ++ ++ ++ ++ +
A2B19 ++ +++ +++ ++ ++
A2B20 + ++ ++ ++ ++
BJ1 ++ ++ +++ ++ ++
BJ2 + ++ +++ ++ +
BJ3 - ++++ ++ +++ ++
BJ4 + ++++ ++++ +++ ++
BJS ++ +++ +++ ++ ++
BJ6 + ++++ ++ ++ ++
BJ7 + +++ ++++ +++ ++
BJS + ++ ++ ++ ++
BJ9 - ++++ ++++ ++ ++
BJ10 + +++ +++ ++ +

(-) pas de croissance, (+) croissance faible, (++) croissance modéré, (+++) croissance abondante, (++++)

croissance plus abondante.
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Annexe 5 : Effet du pH sur la croissance des souches endophytiques bactériennes issues

de caféiers étudiés

Espéces pH=S pH=7 pH=9
SB1 + +++ ++
SB2 + ++ +++
SB3 - . —
SB4 - ++++ ++
SBS + ++++ +++
SB6 + +++ ++
SB7 + +++ 4+
SBS8 ++ +++ 4+
SB9 + +++ ++

SB10 - oy "
SB11 + ++ -+
SB12 + +++ ++
SB13 ++ +++ ++
SB14 ++ +++ ++
SB15 ++ +++ ++
SB16 ++ ++ ++
A6B1 +++ ++ +
A6B2 + +++ ++
A6B3 + +++ ++++
A6B4 ++ ++ -+
A6BS ++ ++++ ++
A6B6 ++ ++ +++
A6B7 ++ ++++ ++
A6BS8 +++ ++++ ++
A6B9 +++ +++ -+

A6B10 + ++ +++

A6B11 +++ -+ +++

A6B12 + ++ +

A6B13 + ++ +

A6B14 -+ +++ ++

A6B15 + ++++ +++

A6B16 + + +++

A2B1 ++ +++ ++

A2B2 ++ ++ -+

A2B3 ++ ++ +++

A2B4 ++ ++ -+

A2BS5 +++ ++ ++
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Espéces pH=S pH=7 pH=9
A2B6 ++++ +++ ++
A2B7 ++ ++ ++
A2BS8 ++ ++ ++
A2B9 + + ++

A2B10 + ++ +

A2B11 -+ ++ ++

A2B12 ++ ++ -+

A2B13 ++ ++ -+

A2B14 + +H+ ++

A2BI15 -+ ++ +

A2B16 +++ +++ 4+

A2B17 ++ +++ +

A2BI18 ++ +H+ ++

A2B19 + +H+ ++

A2B20 e+ ++ +
BJ1 ++ ++++ -+
BJ2 +++ ++++ ++
BJ3 +++ ++ ++++
BJ4 ++++ +++ ++
BJ5 +++ A+ ++
BJ6 ++ +++ +
BJ7 ++++ +++ ++
BJ8 ++ ++ +++
BJ9 +++ +++ -+
BJ10 ++++ ++ -+

(-) pas de croissance, (+) croissance faible, (++) croissance modéré, (+++) croissance abondante, (++++)

croissance plus abondante
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Annexe 6 : Comportement des souches endophytiques bactériennes des caféiers étudiés
vis-a-vis des teneurs en caféine (0 a 1 %)
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Annexe 7 : Description des caféiers étudiés

Annexes

% Résumé des caractéres morphologiques et biochimiques de la Série Verae en

comparaison avec C. arabica

C. kianjavatensis C. kianjavatensis
Caractéres Coffea. homollei C. arabica
(A213) (4602)
Port En fuseau Pyramidal Pyramidal Arbustif,
Forme Lancéolé Elliptique ovale Oblongue Ovales
Taille Moyenne Moyenne Petite Moyenne
Feuilles
Vert-olive a 1’état Cuivre —rouge a Cuivre —rouge a
Couleur ) ) ) Vert
jeune 1’état jeune 1’état jeune
Taille Petite Petite Petite Petites
Fleurs
Couleur Blanche Blanche Blanche Blanche
Ovoide a disque Ovoide a disque o
Forme Ovoide Elliptiques
crénelé crénelé
Fruits ] - -
Taille Petite Petite Petite Moyenne
Couleur Vert pale Orangé Orangé Jaune
Diploide Diploide Diploide Tétraploide
Ploidie
2n=22 2n=22 2n=22 (2n=44)
Acide Faible teneur Teneur moyenne Forte teneur Teneur moyenne
monocaféylquinque | (0.69 a 0.85% MS) (3,76% MS) (7.54% MS) (3,17 4 4,05% MS)
. Teneur modérée Faible teneur teneur élevée
Caféine Sans caféine
o o 3 0,
Métabolites (0,81% MS) (0,13% MS) (1a1,4%MS)
. Forte teneur
secondaires Théacrine - Sans théacrine -
(1.46% MS)
Faible teneur
o Forte teneur
Théobromine - (inférieur a 0,1% -
(0,36% MS)
MS)

< Diversité des formes de feuilles des caféiers étudiés

il

i

I

=1
-

T g

=

= =
= =
= =
= =
= -
= =
= =
= .-

Feuille de Feuille de Feuille de C. homollei Feuille de C. arabica
C. kianjavatensis A602 C. kianjavatensis A213
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Annexe 8 : Familles et genres probables des souches d’endophytes bactériennes des

caféiers étudiés

A6B2- A6B3- A6B4- A6BS- A6B11
A6B15

BJ3- BJ5- BJ6 -BJ7 -BJ9-BJ10

Gram - Gram +
Coque Bacille Coque Bacille
-Immobile Mobile
-Catalase positif _Catalase positif -Catalase positive
-Aérobie facultative -Aérobie -Aérobie facultative
Neisseriaceae Pseudomonaceae Micrococcaceae
En amas En amas
asymétrique symétrique
Pseudomonas | Staphylococcus | Sarcina Bacillus
SB1- SB2- SB3- SB4- SB5- SB6- SB7
SB8- SB9- SB10- SB11- SB12- SB13
SB14- SB156 SZ16
A2B14
A2B5- A2B7- A2B9- A2B11-2B12 A2B13
6B7 A2BI16 A6BY
2B13-2B17-2B19- A2B20 A2BI18
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Annexe 9 : Liste des 47 caracteres des souches d’endophytes des caféiers étudiés, utilisés

lors des analyses multivariées

1 B Blanc
2| Bl Blanchatre
3 J Jaune
4| Jo Jaune orangé
5| Jtr Jaunatre
6| Rs Rose
7| be Beige
8| inc Incolore
9| I Irégulier
10 | re Régulier
11 ar Arrondie
12 | ov Ovale
13 li Lisse
14| m Rugeux
15| Bo Bombé
16 | PI Plat
17 | Se Semi-bombé
18| Cr Crémeux
19 | Du Dure
20| Ge Gélatineux
21| Mu Muqueux
22 | Sc Séc
23| Gr Grand
24 | Mo Moyenne
25| Pe Petit
26 | Am Amas
27 | Ch Chainette
28 | G4 Groupé par 4
29 | Is Isolé
30 | Gmn Gram -
31 | Gmp Gram+
32| cn Citrate négatif
33| cp Citrate positif
34 | mn Manitol négatif
35| mp Manitol positif
36| In Lactose négatif
37 | Ip Lactose positif
38 | Aer Aérobie
39 | Ana Anaérobie
40 | Anf Anaérobie facuctatif
41| Inr Indifférente (respiration)
42 | Bs Basique
43 | Inp Indifférente (ph)
44 | aci Acide
45 | neu Neutre
46 | nss | Non solubilisatrice de phosphate
47 ss Solubilisatrice de phosphate




Annexe 10 : Formule chimique de la caféine

H3C\ N,CH;;
NB R
O N N
CHa
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| Résumé
DEA en Biologie et Ecologie Végétales Option : Physiologie végétale

Titre : « Diversité des endophytes bactériens des caféiers sauvages Malgaches de la série
botanique Verae (Mascarocoffea) : relation entre leur distribution et la teneur en

caféine des caféiers hotes »

Auteur : MIASAMALAZA Mampionona Yvette
Résume

Les « Mascarocoffea » caféiers sauvages de Madagascar et des iles de ’Océan Indien
sont connues par leur grande diversité morphologique, génétique et biochimique. Ils
représentent presque la moitié de la totalité¢ des especes de caféiers existant dans le monde (61
sur 124 especes, dont 53 endémiques de Madagascar). Les études microbiologiques restent
fragmentaires pour ce groupe. Notre investigation concerne 1’analyse de la diversité des
endophytes bactériens de trois caféiers sauvages (Coffea homollei, C. kianjavatensis population
A213 et A602) et C. arabica en relation avec les particularités biochimiques de I’hote.

Les souches isolées a partir de I’extrait de jeunes feuilles sont purifiées puis caractérisées
selon leur morphologie et leur comportement métabolique et physiologique. 47 variables
représentant les différents caractéres répertoriés ont été analysées par les méthodes statistiques
multivariées afin de permettre le regroupement des souches identiques ou spécifiques des
caféiers hotes.

Soixante-deux souches d’endophytes ont été isolées a partir des feuilles broyées: 16 issues
de C. homollei (sans caféine), 16 chez C. kianjavatensis A602 (teneur en caféine faible
(0,13% MYS)), 20 chez C. kianjavatensis A213 (teneur en caféine modérée (0,81% MS)) et 10
souches pour C. arabica variété Bourbon jaune (teneur en caféine relativement élevée
(1,4% MS)). Les observations macroscopiques et microscopiques ont permis de découvrir des
différents types de bactéries tels les actinomycetes, les bacilles, coccobacilles et coques. Les
analyses statistiques ont permis outre la mise en évidence des souches similaires et/ou
spécifiques. Les regroupements de ces souches mettent en évidence leur regroupement par
rapport aux caféiers hotes et vérifient les subdivisions taxonomiques établies par les botanistes.
Les endophytes bactériens peuvent étre utilisés a des fins pratiques agronomiques, compte tenu

de leur caractere solubilisatrice de phosphate.

Mot clés : Mascarocoffea, Coffea homollei, C. kianjavatensis, C. arabica, diversité,
endophytes bactériens, caféine

Encadreurs : Docteur RALAMBOFETRA Eliane
Docteur RAKOTOMALALA Jean Jacques



| Abstract

DEA in Plant Biology and Ecology Option: Plant Physiology

Title: « Diversity of the bacterial endophytes of the wild coffee from Madagascar of the Verae
(Mascarocoffea) botanical series: relation between their distribution and the content in caffeine of the

coffee hosts»
Author: MIASAMALAZA Mampionona Y vette
Abstract

The "Mascarocoffea" wild coffee from Madagascar and Indian Ocean islands are known for
their great morphological, genetic and biochemical diversity. They represent almost half of all
existing coffee species in the world (61 out of 124 species, including 53 endemic to
Madagascar). Microbiological studies remain fragmented for this group. Our investigation
concerns the analysis of the diversity of bacterial endophytes of three wild coffee (Coffea
homollei, Coffea kianjavatensis A213 and A602 population) and Coffea arabica in relation with

the biochemical characteristics of the host.

Strains isolated from the extract of young leaves were purified and characterized according to
their morphology, metabolic and physiological behavior. 47 variables representing different
listed characters were analyzed by multivariate statistical methods to allow grouping of

identical or specific strain hosts.

Sixty-two endophytic strains were isolated from the leaves extracted: 16 from C. homollei
(without caffeine), 16 in C. kianjavatensis A602 (low caffeine content (0,13% MS)), 20 in
C. kianjavatensis A213 (moderate caffeine content (0,81% MS)) and 10 strains of C. arabica
variety Bourbon jaune (relatively high content in caffeine (1,14% MS)). Macroscopic and
microscopic observations led to find out different types of bacteria such as actinomycetes,

bacilli, coccobacilli and cocco type. Statistical analysis also allowed the identification of similar

and / or specific strains. Regrouping of these straind demonstrates their grouping according to

host coffee plants and confirm taxonomic subdivisions established by botanists.

The bacterial endophytes can be used to agronomic practice, considering their phosphate-

solubilizing character.

Keywords: Mascarocoffea, Coffea homollei, C. kianjavatensis, C. arabica, diversity, bacterial

endophytes, caffeine

Advisors : Docteur RALAMBOFETRA Eliane
Docteur RAKOTOMALALA Jean Jacques
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