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1. L’importance de l’holobionte algal 

A. Importance écologique et économique des macroalgues 

Les macroalgues sont des eucaryotes photosynthétiques multicellulaires sessiles 

fréquemment rencontrées dans les eaux polaires, tempérées et tropicales. Elles se 

différencient des plantes par leur absence de tissus spécialisés comme des feuilles, de système 

vasculaire et racinaire (Graham et al., 1991).  

Le terme macroalgue inclut les algues vertes, algues rouges et algues brunes. Il 

regroupe trois lignées polyphylétiques appartenant à deux super-groupes des eucaryotes : les 

Archaeplastida (algues rouges (Rhodophyta) et vertes (Glaucophyta)) et les Stramenopila 

(algues brunes (Phaeophyceae))(Figure I.1)(Cock and Collén, 2015; Coelho and Cock, 2020). 

Les archives fossiles de macroalgues remontent à plus de 1200 millions d'années et sont donc 

antérieures à l'apparition des plantes terrestres. L'algue rouge Bangiomorpha sp. représente 

le plus ancien organisme multicellulaire résolu taxonomiquement (Butterfield, 2000). Les 

algues brunes, vertes et rouges présentent des différences en termes de pigmentation, 

d’habitat, de morphologie et d’application. Chacun de ces groupes joue un rôle important 

dans les écosystèmes marins et peut avoir des applications industrielles et alimentaires. 

Au cours de cette étude, nous allons nous focaliser sur les algues brunes qui forment 

une famille phylogénétiquement distante des autres familles eucaryotes (Bartsch et al., 2013; 

Bolton, 2010) avec pour modèle d’étude Saccharina latissima, anciennement Laminaria 

saccharina (Laminariales, Phaeophyceae). Cette macroalgue répandue sur nos côtes 

appartient aux laminaires et peuple les substrats rocheux des régions côtières (entre 1 et 

100m de profondeur) (Bold and Wynne, 1985). Les laminaires sont des organismes essentiels 

aux fonctionnement des écosystèmes marins et forment de denses forêts de varech (ou 

« kelp » en anglais)(Dayton, 1985). Le terme « forêt de varech » désignait à l’origine les forêts 

de laminaires mais ce terme a peu à peu été étendu aux autres macroalgues brunes formant 

des canopées comme les Fucales, les Tilopteridales et les Desmarestiales (Fraser, 2012). Ici, le 

terme forêt de varech sera utilisé pour désigner les canopées formées par les algues brunes. 
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Figure I.1 : Arbre schématique des eucaryotes montrant les positions phylogénétiques des lignées de 
macroalgues brunes, vertes et rouges. Issu de (Kloareg et al., 2021) adapté de Coelho and Cock, 2020. 

Producteur primaire majeur, les forêts de varech fournissent abris, nourriture et 

habitats pour de nombreux macro et micro-organismes (mammifères, oiseaux, poissons et 

invertébrés) (Bertocci et al., 2015; Norderhaug et al., 2005; Reisewitz et al., 2006; Schiel and 

Foster, 2015, 2006). Leur rôle écologique est d’autant plus essentiel qu’elles ont un fort 

potentiel de séquestration du carbone (Duggins and Eckman, 1997; Smale et al., 2016). Ainsi, 

cette biomasse va pouvoir être exportée en petite quantité lors des tempêtes vers d’autres 

écosystèmes comme les grands fonds marins et les rivages rocheux intertidaux (Duggins et al., 

1989; Krumhansl and Scheibling, 2012). Les forêts de varech comptent parmi les écosystèmes 

les plus diversifiés et les plus productifs du monde et leur présence est signe de bonne santé 

des écosystèmes (Chung et al., 2013; Leclerc et al., 2013; Mann, 1973)(Figure I.2). Au sein de 

ces canopées, les Laminaires (Phaeophyceae, Laminariales) jouent un rôle crucial en 

produisant l’essentiel de la biomasse photoautotrophe de ces écosystèmes (Bartsch et al., 
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2013; Christie et al., 2003; Lorentsen et al., 2010; Schultze et al., 1990). Elles participent 

également à l’amélioration de la qualité de l’eau, la stabilisation des sédiments (diminution de 

l’érosion, de la turbidité et de la re suspension), et diminuent l’énergie des vagues ainsi que la 

vitesse des courants en zone côtière (Madsen et al., 2001; Mork, 1996).   

 
Figure I.2 : Forêt de varech près de Cortes Bank, Californie, Etats-Unis. Photographie de Brian Skerry, 
National Geographic Imagine Collection 2020. 

De par leur grande taille, leur composition et leur croissance rapide, les macroalgues 

font l’objet d’intérêts industriels importants. Connaissant une expansion notable, ces 

dernières années, l’industrie mondiale des algues était estimée à 16,7 milliards de dollars 

américain en 2020 et devrait atteindre les 30,2 milliards de dollars d’ici 2025. La quantité 

globale de macroalgues récoltées annuellement est passée de 13,4 millions de tonnes en 2005 

à 35,7 millions de tonnes en 2020 et 97,4% des cultures sont situées en Asie (FAO, 2020).   

Certaines macroalgues, dont les Laminaires, sont notamment utilisées dans le domaine 

alimentaire et certaines espèces de Saccharina latissima (Figure I.3) ont été introduites dans 

certaines régions uniquement pour la consommation humaine (Suzuki et al., 2007). Elles 

contiennent de nombreux minéraux, de l’iode, des vitamines et des sucres et sont ainsi 

utilisées pour l’alimentation animale en complément alimentaire ou en poudre (mammifères, 

poissons, humains) (McHugh, 2003; Schmid et al., 2003). Leur taux élevé de matière organique 

peut également servir comme bio-engrais, enrichissant les sols en éléments nutritifs et 

améliorant la croissance et la productivité des plantes (Soares et al., 2020). La quantité de 
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sucres (alginates, agars, carraghénanes) contenue dans les macroalgues est importante, elles 

sont donc une source de gélifiants et d’émulsifiants pour l’industrie alimentaire et cosmétique 

(Gomes et al., 2022; Mohammed et al., 2020; Peteiro, 2018). Source précieuse d’énergie et de 

biocarburants, les macroalgues brunes, notamment Saccharina latissima, entrainent un fort 

dégagement de chaleur et de gaz permettant de produire de l’énergie, du biométhane et du 

bioéthanol (Adams et al., 2009; Milledge et al., 2014; Sasaki and Yoshikuni, 2022; Sharmila et 

al., 2021; Vivekanand et al., 2012; D. Wang et al., 2016). Comme d’autres macroalgues, 

Saccharina latissima peut également être employée à des fins de bioremédiation, en limitant, 

par leur présence, l’eutrophisation dans des fermes de pisciculture (Handå et al., 2013; 

Roussel et al., 2019; Sanderson et al., 2012). Les extraits de macroalgues sont également une 

source de composés antibiotiques, antiviraux, antifongiques et antitumoraux (Mayer and 

Hamann, 2005; Priyanka et al., 2022; Smit, 2004).  

 
Figure I.3 : Culture d'algues brunes Saccharina latissima, dans l'estuaire de la Rance près de Saint 
Malo, France. Crédit : C-Weed Aquaculture 2021. 

Depuis quelques années, à cause de la surpêche et des changements climatiques, les 

forêts de varech sont en déclin (Araújo et al., 2016; Fernández, 2011; Steneck et al., 2002; 

Wernberg et al., 2010). Le réchauffement climatique entraîne un stress physiologique sur les 

algues et les modélisations prédisent que les laminaires vont progresser vers les zones froides 

tempérées et polaires, plus adaptées à leur physiologie  (Assis et al., 2009; Müller et al., 2009; 

Oppliger et al., 2012; Raybaud et al., 2013). D’autres facteurs ont entraîné ce déclin, comme 
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la pollution de l’eau (Airoldi et al., 2008; Connell, 2007; Delebecq et al., 2013; Strain et al., 

2014), l’apparition de maladies et d’espèces herbivores non indigènes envahissantes (Araújo 

et al., 2016; Ellertsdóttir and Peters, 1997; Williams and Smith, 2007).  

Les maladies touchent en partie les cultures de macroalgues (W. Wang et al., 2021) et 

causent des dommages économiques importants (Gachon et al., 2010). Le contrôle des 

maladies est devenu l'opération la plus coûteuse en culture d'algues (Kim et al., 2014). Les 

communautés bactériennes alginolytiques décomposant l'alginate des macroalgues sont les 

pathogènes les plus communs. Ces bactéries naturellement présentes sur le varech sain 

peuvent devenir pathogènes sous certaines conditions environnementales comme l’élévation 

de la température (Peng and Li, 2013; W. Wang et al., 2021). Ainsi, l’augmentation de la 

température entraîne une dysbiose, c’est-à-dire une perte de symbiontes mutualistes, qui 

laisseront place à des pathogènes engendrant un déséquilibre du microbiome. Ce dernier peut 

impacter négativement l’état physiologique de l’hôte pouvant aboutir à sa mort (Egan and 

Gardiner, 2016; Minich et al., 2018). L’étude de la biologie et du fonctionnement des 

interactions entre macroalgues et microbiome associé constitue donc un point clé pour la 

sauvegarde des populations naturelles et pour l’algoculture industrielle. 

B. Importance du microbiote dans la physiologie des 

macroalgues  

Les macroalgues entretiennent d’étroites interactions avec les communautés 

microbiennes qui les colonisent (bactéries, champignons, virus et archées). Défini sous le 

terme d’holobionte, l’hôte algal et son microbiome constitue un écosystème complexe 

(Margulis, 1990; Margulis and Fester, 1991; Theis et al., 2016). Ces microorganismes jouent 

un rôle crucial dans la santé et le fonctionnement de l'hôte. Derrière le concept d’holobionte 

repose l’idée que la survie de l’organisme ne dépend pas que de son environnement et de ses 

gènes mais également des interactions complexes qu’il entretient avec les microorganismes 

associés.  Cette idée élargit le concept d’évolution à une échelle de micro-écosystème, c’est-

à-dire l’algue, son environnement et son microbiome. Le dernier est défini comme la 

collection de tous les organismes qui forment le microbiote et leurs génomes associés. Le 

concept d’holobionte soulève l’importance d’étudier les organismes et leur microbiome de 

manière conjointe (Bordenstein and Theis, 2015; Rosenberg and Zilber-Rosenberg, 2018; 
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Theis et al., 2016). Ainsi, chacun de ces organismes constitue une niche écologique pouvant 

héberger une communauté microbienne particulière. Les microorganismes de surface, les 

épiphytes, forment l’épimicrobiote algal et les microorganismes internes, les endophytes, 

constituent l’endomicrobiote. Notre étude se concentre sur l’épimicrobiote algal, qui est 

défini comme une « seconde peau », c’est-à-dire un biofilm complexe avec une forte densité 

cellulaire mais également d’une communication chimique intense et pluridirectionnelle entre 

les microorganismes (Wahl et al., 2012).  

La majeure partie des connaissances dont nous disposons actuellement sur les 

microbiotes et leur rôle pour l’hôte concerne les microbiotes terrestres et animaux 

(mammifères et surtout humains). Dans le monde marin, le modèle prédominant pour ces 

études est le corail dont les communautés microbiennes et leur rôle fonctionnel ont été 

particulièrement bien décrits (Boilard et al., 2020; Bourne et al., 2009; Leggat et al., 2007; 

Thompson et al., 2015).  

B.1) Diversité microbienne au sein de l’holobionte algal 

L’holobionte algal est constitué de bactéries, qui sont les communautés les plus 

abondantes, mais également de champignons, d’archées et d’eucaryotes unicellulaires 

(diatomées, dinoflagellés)(Egan et al., 2013; Hollants et al., 2013). Dans les années 1970, des 

études culture-dépendantes ont mis en évidence une différence de composition bactérienne 

entre l’eau de mer et les macroalgues environnantes. Cette différence a également été 

observée entre différentes macroalgues rouges, vertes et brunes mais aussi entre 

macroalgues brunes d’espèces différentes (Bolinches et al., 1988; Cundell et al., 1977; Egan et 

al., 2013). Par exemple, chez les algues brunes, les bactéries appartenant aux phyla des 

Planctomycetes et Verrucomicrobia sont abondantes sur le varech norvégien des Laminaria 

hyperborea et des Fucus vesiculosis de mer Baltique (Lachnit et al., 2011), mais absentes chez 

des Saccharina latissima (Laminariales) de la mer Baltique et de la mer du Nord (Burgunter-

Delamare, 2022; Staufenberger et al., 2008). Cette diversité bactérienne varie en fonction de 

la zone de l’algue (apex, crampon, lame) mais également en fonction de la saison et de la 

région géographique (Burgunter-Delamare, 2022; Corre and Prieur, 1990; Ihua et al., 2020; 

Lemay et al., 2021; Wahl et al., 2012).   
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La diversité fongique de l’holobionte algal n’a été que peu explorée jusqu’à présent et 

concerne principalement celle des endophytes. Ce manque de données concernant les 

épiphytes est expliqué par le fait que peu d’études séparent les endophytes, des épiphytes. 

Cependant, la diversité endophytique fongique a été décrite par des approches culturales (en 

majorité) et moléculaires chez les macroalgues vertes, rouges et brunes d’Antarctique, 

d’Atlantique du Nord (Debbab et al., 2012; Flewelling et al., 2013b; Furbino et al., 2014; 

Godinho et al., 2013; Harvey and Goff, 2010; Loque et al., 2010; Suryanarayanan, 2012; 

Tourneroche et al., 2020). La diversité épiphytique fongique des macroalgues décrite par Chen 

et al. en 2022 par métabarcoding, a révélé la prédominance d’Ascomycota (environ 20%), de 

Chytridiomycota (environ 10%) puis de Basidiomycota (environ 5%) au sein des épimicrobiotes 

d’algues vertes, rouges et brunes en Chine. Chez les algues brunes, les genres présents étaient 

majoritairement des taxons inconnus ainsi que des Aspergillus sp., Cutaneotrichosporon sp. et 

Alternaria sp. (Chen et al., 2022). En effet, les études de diversité fongique épiphyte par 

métabarcoding sont encore rares, la plupart reposant sur des approches culture-dépendantes. 

Par exemple, il a été mis en évidence à la surface de macroalgues rouges et brunes de Mer 

Rouge et d’Atlantique, des Aspergillus sp., Penicilliums sp., Cladosporiums sp., Alternaria sp., 

Eurotium sp., et Fusarium sp. (Abdel-Gawad et al., 2014; Zuccaro et al., 2008). Cette diversité 

fongique épiphytique et endophytique varie également, comme les bactéries, en fonction des 

macroalgues, des saisons et des régions géographiques (Abdel-Gawad et al., 2014; 

Suryanarayanan, 2012; Tourneroche et al., 2020; Zuccaro et al., 2008).   

Les communautés archées ont été très peu étudiées chez les macroalgues, mais leur 

présence a été mise en évidence chez des algues rouges, vertes et brunes (dont Saccharina 

latissima) (Lu et al., 2023). Leur diversité et leur rôle au sein de l’holobionte n’ont pas été 

explorés. Cependant, les archées pourraient participer à la fitness des macroalgues en 

dégradant le diméthylsulfoniopropionate (DMSP) et ses dérivés, produits comme mécanismes 

de défense (Burgunter-Delamare, 2022; Taylor and Visscher, 1996; Van Alstyne et al., 2001; 

Van Alstyne and Puglisi, 2007). Le microbiote algal est également composé d’autres 

organismes comme des petites algues filamenteuses (Chlorophyta, Phaeophyceae, 

Rhodophyta) habitant principalement les espaces intercellulaires de leur hôte (Cundell et al., 

1977; Potin, 2012), mais aussi de levures (Uchida and Murata, 2004), de diatomées (Cundell 

et al., 1977)  et de protistes hétérotrophes (Armstrong et al., 2000). 
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Les virus qui sont les organismes les plus abondants dans le monde marin sont 

également présents à la surface des macroalgues (Schroeder and Mckeown, 2021; Suttle, 

2007, 2005). Ainsi, les Phaeovirus sp. peuvent insérer leurs génomes dans ceux des algues 

brunes comme les Ectocarpus sp., Laminaria sp. et Saccharina sp. (Phaeophyceae) et causent 

parfois des infections (McKeown et al., 2018, 2017). 

B.2) Rôle écologique du microbiote algal et importance de la médiation 
chimique 

L’importance du microbiome chez les macroalgues a été mise en évidence pour la 

première fois chez l’algue verte Ulva lactuca. En condition de culture axénique (absence de 

communauté bactérienne), une morphologie anormale est observée qui peut être restaurée 

par l’inoculation de bactéries (Provasoli and Pintner, 1980). Depuis, il a été montré que la 

croissance et la morphogénèse d’Ulva sp. pouvaient être rétablie par l’ajout de bactéries de 

la famille des Rhodobacteraceae et Flavobacteriaceae, produisant de la thallusine (Figure I.4) 

et d’autres phytohormones cytokiniques essentielles (Alsufyani et al., 2020; Spoerner et al., 

2012).  

 
Figure I.4 : Structure de la thallusine 

L’importance du microbiote bactérien pour la physiologie de l’algue hôte a pu être 

observée chez d’autres macroalgues notamment chez les macroalgues vertes (Nakanishi et 

al., 1999; Singh et al., 2011; Wichard, 2023) mais également chez des algues brunes comme 

Ectocarpus sp. (Burgunter-Delamare et al., 2021; Tapia et al., 2016). Ainsi, le microbiome 

apporte des composés nécessaires à la croissance de l’algue tels que l’iode, des cytokinines 

ou de la vitamine B12 chez les algues brunes (Pedersen, 1973; Pedersén, 1969, 1968). De plus, 

il a été démontré que les bactéries associées aux macroalgues influencent la libération et la 
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fixation des spores d'algues (Joint et al., 2007; Potin, 2012; Weinberger, 2007) et favorisent 

ou bloquent la fixation des larves d'invertébrés (Dobretsov and Qian, 2002; Steinberg and De 

Nys, 2002). Lors du phénomène de dysbiose, l’introduction de nouvelles souches bactériennes 

peut également permettre de restaurer l’état physique de l’algue en participant aux fonctions 

métaboliques manquantes causées par la perturbation du microbiote (Burgunter-Delamare et 

al., 2020; Saha and Weinberger, 2019). En réponse à cette dysbiose, l’hôte peut également 

mettre en place des stratégies de restauration. Chez l’algue rouge Delisea pulchra, lors d’une 

perturbation microbienne, la communauté se modifie par des processus cycliques de 

successions bactériennes jusqu’à restaurer la communauté de départ. Les premières bactéries 

colonisatrices protègent l’hôte des agents pathogènes putatifs qui sont susceptibles de 

coloniser l’algue aux étapes précoces de succession. L’algue se défend chimiquement avec des 

furanones halogénées qui exercent une fonction sélective importante sur le microbiome et 

inhibent les potentiels pathogènes (Longford et al., 2019) (voir encadré Delisea pulchra).   

Chez l’algue brune Taonia atomaria, des composés tels que des 

diacylglycerylhydroxymethyl-N,N,N-trimethyl-β-alanines (DGTAs), des sesquiterpènes, des 

caroténoïdes et le DMSP sont différemment produits le long du thalle et pourraient expliquer 

la spécificité et les variations de l’épimicrobiote observé (Paix et al., 2020). Cette observation 

avait déjà été effectuée chez l’algue brune Fucus vesiculosus (Parrot et al., 2019). Ainsi, le 

microbiome bactérien exerce une influence significative sur la santé, la fitness et la capacité 

des macroalgues à se défendre contre les pathogènes (Egan et al., 2013; Singh et al., 2015; 

Singh and Reddy, 2016; Wahl et al., 2012). Cet impact positif est régit par des interactions 

finement  contrôlées impliquant la production de médiateurs chimiques spécifiques qui jouent 

un rôle clé dans le maintien de l'équilibre de la relation hôte-microbiome (Burgunter-

Delamare, 2022; Coelho-Souza et al., 2017; Dittami et al., 2016; Goecke et al., 2010).  

Le rôle écologique des champignons associés aux macroalgues a été très peu exploré 

contrairement à celui des champignons terrestres (Boddy, 2016; Suryanarayanan, 2012). 

Comme dans les écosystèmes terrestres, les champignons peuvent être parasites (et 

pathogènes), mutualistes mais également symbiontes d’autres eucaryotes, notamment 

comme chez les algues (Jones and Pang, 2012; Kohlmeyer and Demoulin, 1981; Potin et al., 

2002). Chez l’algue brune Ascophyllum nodosum (Ochrophyta), le champignon endophyte 

Mycophycias ascophylli est suggéré protéger l’algue de la dessiccation et produire des 
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composés bioactifs qui luttent contre les pathogènes. En retour, l’algue fournit des nutriments 

(Fries, 1988, 1979; Garbary and London, 1995; Garbary and MacDonald, 1995). Aucun 

Ascophyllum nodosum dans son milieu naturel n’a été retrouvé sans le symbionte 

Mycophycias ascophylli, suggérant ainsi le rôle important du champignon associé. Par ailleurs, 

chez Fucus serratus, il a été mis en évidence que les spores d’Acremonium fuci ne peuvent 

germer qu’en présence de tissu algal (Zuccaro et al., 2004) sous-entendant également 

l’existence d’interactions algues-champignons. De plus, certains champignons endophytes 

associés aux macroalgues brunes produisent également des composés antibiotiques, 

antifongiques, antioxydants et larvicides (Fan et al., 2019; Flewelling et al., 2015; Sarasan et 

al., 2017). Vallet et al. ont mis en évidence le rôle crucial joué par les métabolites des 

champignons endophytes associés aux algues brunes contre les protistes pathogènes (Vallet 

et al., 2018) ou impliqués dans la régulation du QS bactérien.  

Les données concernant les champignons épiphytes et leur rôle dans le 

fonctionnement de l’holobionte sont encore rares et parcellaires, et ce quelle que soit la 

macroalgue étudiée. Des travaux ont néanmoins révélé que les champignons épiphytes sont 

aussi capables de synthétiser des métabolites secondaires qui contribuent à la santé des 

algues (Harvey and Goff, 2010; Loque et al., 2010; Zuccaro et al., 2008, 2003). Cette lacune en 

ce qui concerne notre compréhension du rôle des champignons au sein de l’holobionte des 

macroalgues brunes motive à étudier ce modèle qui peut représenter un réservoir original 

pour la découverte de nouveaux composés bioactifs.  

C. L’holobionte une source de molécules bioactives 

potentiellement valorisables 

Les activités biologiques de certains extraits d’holobiontes marins tels que des 

macroalgues, herbiers marins, coraux et lichens ont été rapportées dans de nombreuses 

études (Hardoim and Costa, 2014; Liu et al., 2021; Parrot et al., 2015; Shnit-Orland et al., 2012; 

Suzuki et al., 2016; Tarquinio et al., 2019). Dans le monde marin, les macroalgues sont parmi 

les sources les plus riches de composés bioactifs connus et nouveaux (Blunt et al., 2006; 

Noorjahan et al., 2022). Plus de 150 000 espèces de macroalgues ou d'algues se trouvent dans 

les océans du monde entier, mais seules quelques-unes d'entre-elles ont été étudiées et 

identifiées comme productrices de composés d’intérêts (Bansemir et al., 2006). Par exemple, 
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les macroalgues brunes contiennent des fucoxanthines, composées aux activités 

antitumorale, antioxydante et anti-obésité (Gammone and D’Orazio, 2015; Karpiński and 

Adamczak, 2019; Mise et al., 2011; Xiao et al., 2020).  

De nombreux holobiontes marins sont également producteurs de composés 

phénoliques. Ces composés sont très connus chez les plantes (comme les flavonoïdes) car ils 

interviennent dans des mécanismes de défense contre les microorganismes pathogènes et les 

stress environnementaux (UV, blessures)(Jorgensen, 1993; Noorjahan et al., 2022; Sugiyama, 

2021). Il a été rapporté que les stéroïdes et les esters d'acides gras de l’algue rouge 

Acanthophora spicifera présentent une puissante activité antitumorale et antibactérienne 

contre les lignées cellulaires cancéreuses humaines et les microorganismes (Morales et al., 

2006; Noorjahan et al., 2022). Toujours chez des algues rouges, Delisea pulchra est 

chimiquement défendue par des furanones halogénées, métabolites secondaires qui 

interfèrent avec les systèmes de signalisation cellulaire de nombreuses bactéries (De Nys et 

al., 1995). Certains genres bactériens semblent particulièrement pertinents pour isoler de 

nouveaux composés biologiques d’intérêts (Egan et al., 2008). Les Actinobactéries sont 

d’importantes productrices d’antibiotiques comme montré au sein de l’holobionte de 

Saccharina latissima (Wiese et al., 2009a). Ces métabolites appartiennent aux polycétides, 

peptides, glycoglycérolipides, alcaloïdes et pyrones et ont été détectés au sein d’holobiontes 

d’algues brunes, vertes et rouges (Xiong et al., 2023). Les substances produites par les 

Pseudoalteromonas se caractérisent par un faible poids moléculaire et une grande variété 

d’activités biologiques (antibactérienne, antifongique, agarolytique, algicide et antibiofilm) 

(Bowman, 2007; Holmström and Kjelleberg, 1999; Wang et al., 2022a). Par ailleurs, les 

Roseobacters, un clade fonctionnellement diversifié, produisent des peptides synthétases non 

ribosomiques (NRPS) ou des clusters PKS, et présentent chez de nombreuses espèces des 

activités antibactériennes (Bruhn et al., 2007; Egan et al., 2008; Martens et al., 2007). Il a 

notamment été montré que des Roseobacters isolés de différentes macroalgues produisent 

des molécules de signalisation de type N-acyl-homoserine lactone (AHLs), mais également des 

analogues, les 9-hexadécénoylalanine. Ces composés ont montré une activité anti-algale 

contre la diatomée Skeletonema costatum, en impactant les mécanismes d’attachement de la 

diatomée (Ziesche et al., 2015).  
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Les macroalgues ne possèdent pas de système immunitaire à proprement parler mais 

les microorganismes présents à sa surface et les composés qu’ils produisent lui confèrent une 

protection et permettent une défense chimique. Les champignons pourraient également être 

impliqués dans cette activité car ils sont d’importants producteurs de composés actifs (Aly et 

al., 2011). Entre 2011 et 2012, 138 nouveaux produits naturels fongiques ont été mis en 

évidence et présentent des activités cytotoxiques, anti-infectieuses, antioxydantes et 

antibiofilms (Debbab et al., 2012). En effet, Flewelling et son équipe ont montré que 43 des 

79 souches fongiques provenant de macroalgues (rouges, vertes et brunes dont Saccharina 

latissima) étaient capables de produire des antibactériens et antifongiques (Flewelling et al., 

2013a). Ces activités antimicrobiennes, larvicides, antifongiques et antibiofilms des 

champignons associés à des macroalgues ont également été confirmées par d’autres études 

(Fan et al., 2019; Flewelling et al., 2015, 2013b; Sarasan et al., 2017; Silber et al., 2016; Vallet 

et al., 2020).  

Ainsi, l’holobionte des macroalgues produit une grande variété de composés 

biologiquement actifs qui peuvent avoir un potentiel industriel. Les substances qui reçoivent 

actuellement le plus d’attention de la part des industriels dans le domaine comprennent : les 

polysaccharides sulfatés comme substances antivirales ; la kahalalide F comme traitement du 

cancer du poumon (tumeurs), métastases et du SIDA (Smit, 2004) ; et les furanones 

halogénées de Delisea pulchra comme composés antifoulings (Rasmussen et al., 2000).  

Une meilleure connaissance des écosystèmes marins, en particulier des interactions 

au sein des holobiontes marins peut permettre d’identifier, d’isoler et de produire à grande 

échelle des métabolites secondaires originaux à partir des microorganismes isolés. Dans ce 

sens, l’épimicrobiote algal est un biofilm complexe où les interactions chimiques sont intenses 

et pluridirectionnelles (Wahl et al., 2012). Ainsi, la production de toxines, de molécules de 

signalisation et d’autres métabolites secondaires par ce biofilm, en tant que stratégie de 

compétition et de défense contre les pathogènes, constitue un réservoir sans précédent pour 

la découverte de composés inconnus (Egan et al., 2008). Ces composés d’intérêts pourront à 

terme être utilisés dans le domaine industriel en pharmacologie, pour la production de 

cosmétiques ou de nutraceutiques.  
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D. Les approches multi-omiques pour étudier l’holobionte algal  

D.1) Les approches « omiques »  

Le terme "omique" fait référence à l’étude d’un organisme ou d’un système en biologie 

tels que le génome (génomique), le transcriptome (transcriptomique), le protéome 

(protéomique), ou le métabolome (métabolomique). Les récentes avancées en matière 

d’analyses à haut débit ont permis le développement des omiques basées sur l’étude d’une 

grande diversité de structures moléculaires au sein d’un organisme. Par ailleurs, le terme « 

méta-omique » désigne, quant à lui, l’ensemble des technologies permettant d’appréhender 

des systèmes biologiques complexes et dynamiques dans leur globalité comme les 

holobiontes ou les biofilms. Les données omiques sont générées à partir de technologies de 

pointe telles que le séquençage nouvelle génération (NGS) de l’ADN, le séquençage de l'ARN, 

la spectrométrie de masse et d'autres techniques analytiques avancées permettant d’obtenir 

de nombreuses données simultanées (Figure I.5). Les « multi-omiques » font référence à une 

approche qui consiste à analyser simultanément plusieurs types de données biologiques 

(métagénomique et métabolomique par exemple). Ainsi, en combinant ces différentes 

sources de données, une compréhension plus approfondie et plus intégrative des interactions 

complexes et des réseaux biologiques peut être obtenue. Cette approche est devenue de plus 

en plus importante dans la recherche, car elle offre une vision plus complète des systèmes 

biologiques, qui peut conduire à des avancées dans la compréhension du fonctionnement de 

systèmes complexes comme celui des holobiontes.  

 
Figure I.5 : Schéma de la cascade « omiques » (inspiré de (Carriot, 2022)).  
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D.2) Approches -omiques chez l’holobionte algal  

Comme mentionné précédemment, les holobiontes sont des systèmes complexes 

caractérisés par une diversité microbienne importante et des interactions chimiques 

complexes. Une compréhension exhaustive de leur fonctionnement exige une exploration 

approfondie de la diversité génétique, protéique, métabolique, tout en tenant compte de 

multiples facteurs biotiques et abiotiques impactant l’holobionte. Concernant les 

macroalgues, quelques études témoignent de l’importance et de la nécessité de ces 

approches complémentaires pour la compréhensions des holobiontes (Saha et al., 2011; Saha 

and Wahl, 2013; Tourneroche et al., 2019). Par ailleurs, l’une des premières études d’analyses 

multi-omics est celle de Parrot et al., 2019, qui a analysé et cartographié le microbiote et le 

métabolome de surface chez une macroalgue brune, Fucus vesiculosus (Parrot et al., 2019). 

Depuis, Paix et al., avec pour modèle d’étude l’épimicrobiote de Taonia atomaria, ont mis en 

évidence un lien entre variations intra-thalliques du métabolome, croissance de l’algue et 

communautés bactériennes (Paix et al., 2020). Des approches multi-omiques similaires 

appliquées au même modèle ont révélé des changements dans les métabolomes de surface 

en fonction des communautés bactériennes, qui, à leur tour, étaient influencées par des 

facteurs saisonniers, géographiques, et la présence de polluants tels que le cuivre (Paix et al., 

2021b, 2021a, 2019). Ainsi, les approches multi-omiques ont permis d'acquérir des 

connaissances sur la régulation des microbiomes de surface par les communautés 

bactériennes des macroalgues brunes mais beaucoup d’autres mécanismes et interactions 

restent à explorer.  
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Le modèle Delisea pulchra 

Delisea pulchra est une macroalgue rouge 

(Rhodophyta, Florideaphyceae, Bonnemaisoniales) 

ubiquiste d’Australie, de Nouvelle Zélande et des côtes 

d’Antarctique. Il s’agit du premier modèle d’holobionte 

algal pour lequel un intérêt a été porté à ses métabolites 

de défenses (Figure I.6). Ces composés, des furanones 

halogénées, sont stockés dans des cellules glandulaires 

spécialisées à l’intérieur du thalle (Dworjanyn et al., 1999) et possèdent une large gamme 

d’activités contre les bactéries pathogènes (Manefield et al., 2000, 1999), les biofoulers (De 

Nys et al., 1995; Dworjanyn et al., 2006) et les herbivores locaux (Wright et al., 2004, 2000).  

Les furanones halogénées (Figure I.7) sont des 

analogues structuraux des N-acyl homoserine lactones 

(AHLs) et interagissent avec le récepteur LuxR formant un 

complexe instable ce qui entraine sa dégradation 

protéolytique (Manefield et al., 2000, 1999). Chez les 

bactéries, le QS régule de nombreux phénotypes tels que la 

formation de biofilm, la colonisation de surfaces et la 

pathogénicité (Fuqua et al., 1994). Les tests d’activités in 

situ ont montré que l’activité de ces composés était liée à 

une inhibition de l’attachement des bactéries (Maximilien 

et al., 1998). L’algue se défend également chimiquement en 

exerçant une pression de sélection importante sur son 

microbiome (Longford et al., 2019).  

En période estivale, D. pulchra est touchée par un phénomène de blanchissement lors 

de l’augmentation de la température de l’eau, causé par une diminution de l’expression des 

furanones halogénées chez les individus malades (Campbell et al., 2011). Cette diminution 

d’expression des inhibiteurs de QS entraîne l’activation de facteurs de virulence chez un 

consortium de pathogènes opportunistes (Case et al., 2011; Fernandes et al., 2011; Kumar et 

al., 2016; Zozaya-Valdes et al., 2015).  

Ainsi, la capacité de D. pulchra à interférer spécifiquement avec le QS bactérien via la 

production de furanones halogénées représente une puissante stratégie de défense des 

algues (Harder et al., 2012). Par ailleurs, les furanones halogénées se sont montrées être des 

inhibiteurs de colonisation microbienne efficaces dans le contexte de biofouling marin (De Nys 

et al., 1995; Dworjanyn et al., 2006). Cependant, ces composés sont particulièrement toxiques 

pour les microorganismes et les animaux (Kuehl et al., 2009). Cette stratégie d’inhibition du 

biofilm microbien par ce type de composés inspire actuellement de nombreuses recherches 

portant sur des solutions antifouling plus éco-compatibles.  

  

Figure I.6 : Delisea pulchra 

Figure I.7: (1) Structure des furanones 
halogénées (2) Structure des AHLs 
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2. La lutte contre le biofouling : état des lieux et enjeux 

pour l’avenir  

Les biofilms sont des communautés complexes de microorganismes en contact avec 

une surface et incluses dans une matrice qu’elles sécrètent (Costerton et al., 1987). 

Omniprésents dans les environnements, ils jouent un rôle majeur dans le fonctionnement des 

écosystèmes et les cycles biogéochimiques (Falkowski et al., 1998). La colonisation de surface 

ainsi que le développement et la formation de biofilms engendrent de multiples avantages 

pour ces organismes, leur permettant de supporter les conditions stressantes ou critiques 

dans un environnement marin changeant (Dang and Lovell, 2015).  

A. Le biofouling, ses conséquences économiques et écologiques 

En milieu marin, les biofilms microbiens se développent sur l’ensemble des surfaces 

immergées. Ce phénomène, appelé « biofouling » (ou encrassement biologique) est à l’origine 

de nombreux problèmes dans le domaine océanographique, pour les activités marines 

militaires et civiles (Yebra et al., 2004). Le biofouling est un phénomène complexe et 

multifactoriel impliquant de nombreuses espèces et mécanismes (Figure I.8). Ce processus de 

colonisation débute quelques heures après l’immersion d’un substrat. Les bactéries et les 

microalgues s’y fixent puis s’agencent progressivement pour former des agrégats qui évoluent 

jusqu’à former un biofilm microbien (microfoulers). Ce microfouling est enchevêtré au sein 

d'une matrice composée d'exopolymères variés tels que des polysaccharides et des protéines. 

Cette matrice microbienne joue le rôle de substrat propice à la colonisation ultérieure par des 

organismes de plus grande taille, notamment des macroalgues et des métazoaires, regroupés 

sous le terme de macrofoulers (Satheesh et al., 2016; Schultz et al., 2011; Uher et al., 2017). 

Lorsque le biofilm est mature, certaines bactéries vont produire des signaux de détachement 

leur permettant de coloniser de nouvelles surfaces. L'agencement en biofilm offre aux 

microorganismes la capacité de s'adapter promptement et de résister à diverses contraintes 

environnementales, telles que la carence en nutriments, les variations de pH et de 

température, l'exposition à des agents toxiques (antibiotiques, biocides) ou encore la 

résistance aux fortes turbulences (Dang and Lovell, 2015). 
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Figure I.8 : Représentation schématique de la formation du biofouling marin 

Ce phénomène biologique naturel, indispensable au bon fonctionnement des 

écosystèmes, constitue cependant une menace pour les structures artificielles telles que les 

coques de bateaux, les structures portuaires, les infrastructures pétrolières, les hydroliennes 

et les structures immergées des éoliennes (Figure I.9). Le biofouling entraîne d’importants 

problèmes à différentes échelles (Champ, 2003; Gu et al., 2020; Schultz et al., 2011). En effet, 

les biofilms contribuent à l'accroissement du poids des navires, intensifient les forces de 

friction, ce qui en retour diminue la vitesse et génère une surconsommation de carburant 

(jusqu’à 40% pour un niveau prononcé de colonisation) (Champ, 2000). Les répercussions ne 

se limitent pas à l'aspect énergétique, car les biofilms ont également un effet corrosif sur les 

matériaux, ce qui peut compromettre l'intégrité structurale des surfaces touchées. Ils vont 

également nuire au bon fonctionnement des instruments et des équipements sous-marins en 

provoquant des obstructions dans les canalisations et les systèmes de filtration, entraînant 

ainsi de potentiels retards opérationnels ainsi que des coûts de maintenance accrus (Bloecher 

et al., 2013; Schultz, 2007). L'impact s'étend également à l'aquaculture, où ce phénomène se 

traduit notamment par l'encrassement des infrastructures. Cet encroûtement limite les 

échanges d'eau essentiels et accroît le risque de maladies. Les estimations convergent 

généralement vers une incidence de 5 à 10 % sur les coûts de production (équivalent à une 

somme de 1,5 à 3 milliards de dollars annuellement) (Fitridge et al., 2012). Ces chiffres 

soulignent l'urgence et la nécessité impérieuse de développer des méthodes et des 
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technologies d'atténuation hautement efficaces pour contrer les effets dommageables du 

biofouling. 

 
Figure I.9 : Biofouling présent sur diverses structures immergées en mer. (A) Coque d’un bateau. (New 
Biofouling Regulations © Ministry for Primary Industries) (B) Structure aquacole Kiel Marine Farm 
(KMF) (https://www.h2020united.eu/) (C) Structure offshore en cours de nettoyage. (Seatrade 
Maritime News, https://mfame.guru/bio-fouling-ballast-water-barnacle-bill/) (D) Epave d’un 
tractopelle immergé dans la baie de Banyuls-sur-Mer depuis 1983. Fanny Clergeaud, 2022 

Au niveau écologique, le biofouling engendre la dispersion d’espèces par la surface des 

coques de bateaux (Godwin, 2003; Letschert et al., 2021; Molnar et al., 2008; Piola et al., 

2009). Ainsi, les navires deviennent des vecteurs d’introduction d’espèces exotiques, 

potentiellement invasives et peuvent contribuer au dérèglement des écosystèmes sur le long 

terme (Blackburn et al., 2019; Ruiz et al., 1997; Shucksmith and Shelmerdine, 2015). Ces 

organismes allochtones vont coloniser et s’adapter à leur nouvel habitat où les prédateurs et 

compétiteurs spécifiques ne sont pas présents. Par la suite, ils vont envahir de nouvelles zones 

géographiques et se répandre dans les habitats favorables à leur prolifération au détriment 

des espèces autochtones. Les exemples de possible introduction d’espèce exogène à travers 

le biofouling des navires ne manquent pas (Carlton, 1999). Farrapeira et al. a notamment 

déterminé que les coques de navires étaient le principal vecteur de l’introduction de 308 

espèces d’invertébrés sur 343 étudiés (Farrapeira et al., 2011). 
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B. Les stratégies antifoulings et leurs limites 

Compte tenu de l’impact économique et écologique majeur de ces biofilms, des 

substances antifoulings ont été développées. La stratégie la plus utilisée est d’éradiquer les 

organismes avec des peintures antisalissures chimiquement actives, appelées peintures 

antifouling (Bressy and Lejars, 2014). Les premières preuves de la lutte antifouling datent de 

l’Antiquité : goudrons, cires, revêtements à base d’arsenic ou de divers métaux lourds étaient 

alors appliqués sur la coque des navires afin de retarder l’apparition des organismes 

encroûtants (Callow, 1990). C’est à partir du XIXe siècle que les premières applications 

industrielles se développèrent, avec un usage récurrent de divers poisons à base d’oxydes de 

cuivre, de mercure ou d’arsenic, très nocifs pour la santé humaine (Bunet, 2020; Omae, 2003). 

Par la suite, des revêtements antifoulings constitués d’organoétains comme le tributylétain 

(TBT) se sont développés et leur usage s’est démocratisé à partir des années 1960 avec une 

production atteignant les 40 000 tonnes au milieu des années 1980 (Omae, 2003). Incorporé 

aux peintures de bateaux, le TBT agit comme un biocide à large spectre et est efficace jusqu’à 

5 ans. Malgré le fait que cet antifouling soit particulièrement efficace, il s’est révélé 

particulièrement dévastateur pour l’environnement. Les composés toxiques issus du TBT 

libérés lors du lessivage dans l’environnement ont entrainé des dommages environnementaux 

considérables, même à de faibles concentrations (Alzieu et al., 1986; Birchenough et al., 2002; 

Bryan et al., 1986; Waldock and Thain, 1983). En 2001, l’Organisation Maritime Internationale 

proposait de bannir l’usage des organoétains à compter de 2003, cette interdiction a été 

effective à partir de 2008. Ainsi, de nombreux gouvernements ont restreint ou même interdit 

son utilisation. Ces nouvelles réglementations ont conduit à un usage plus important d’autres 

substances biocides et les peintures à base de cuivre ou de zinc (tels que les izothiazolinones 

et l’irgarol) ont gagné des parts de marché. Bien qu’ils soient moins toxiques pour 

l’environnement que le TBT, ces composés s’accumulent dans les organismes (poissons, 

crustacés, bivalves) et leurs impacts sur la vie marine est également préoccupant (Flemming 

and Trevors, 1989; Guardiola et al., 2012; Hites et al., 2004; Thomas and Brooks, 2010).  

De nos jours, deux grands types de peinture antifouling se partagent le marché : les 

peintures avec biocides, encore majoritairement employées, et les Fouling Release Coating 

(FRC). Les FRC sont des revêtements constitués de polymères hydrophiles (à base de 
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polyéthylène glycol (PEG) ou de silicone par exemple) et de zwitterions (Lejars et al., 2012). 

Les FRC présentent des propriétés physiques qui limitent l’adhésion des organismes et 

favorisent le détachement du biofilm sous l’effet d’une contrainte hydrodynamique. 

Cependant, cette efficacité est limitée par le fait que le navire doit être régulièrement en 

mouvement. Cet obstacle tente d’être résolu par des peintures hybrides à la fois FRC et 

biocides (Lejars et al., 2012). Toutefois, leur mise au point est assez complexe et la 

composition en huile siliconée pourrait se révéler toxique pour l’environnement.  

Afin de limiter l’impact de l’homme sur le milieu marin, de nouvelles alternatives ont 

peu à peu été développées, en particulier dans des conditions d’hydrodynamisme limité, telles 

que les surfaces microtopographiques artificielles (Bhushan, 2009; Bhushan et al., 2009; 

Nosonovsky and Bhushan, 2008). La topographie d’une surface détermine sa mouillabilité et 

ses caractéristiques affectent la bio-adhésion des organismes. Ces solutions 

« biomimétiques » s’inspirent donc de surfaces peu colonisées et qui ne retiennent pas l’eau 

comme la peau des requins ou les feuilles de lotus (Figure I.10)(Jin et al., 2022). L’objectif est 

donc d’imiter ces topographies afin de fabriquer des surfaces avec une activité antisalissure. 

Cependant, cette efficacité est limitée par la diversité d’organismes que peut contenir un 

biofilm marin entraînant une grande diversité de mécanismes d’adhésion et par le prix de la 

mise en place d’une telle solution. Actuellement, aucune alternative durable et respectueuse 

de l’environnement n’a été développée à grande échelle pour résoudre ce problème 

environnemental majeur. Cependant, toujours dans une optique de biomimétisme, les 

macroalgues sont capables de réguler leur encrassement microbien par de nombreux 

composés tels que des alcaloïdes, pyrroles et terpénoïdes (Dahms and Dobretsov, 2017). Ces 

composés d’origine naturelle ciblent les mécanismes sous-jacents à la formation des biofilms, 

et se révèlent en mesure d’inhiber le biofouling sans altérer la viabilité cellulaire des 

microorganismes ni de l’algue elle-même. Ainsi, cette approche, particulièrement 

prometteuse, permet de mettre en évidence des composés peu toxiques et bénéfiques à la 

préservation des écosystèmes et à la santé humaine.  
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Figure I.10 : Exemples de surfaces microtopographiques (A) Photographie d’une feuille de lotus et de 
ses microstructures en microscopie électronique à balayage (MEB) (Li et al., 2019) (Elsevier © 2019). 
(B) Photographie d’un requin et des microstructures de sa peau en microscopie à balayage (MEB) (Wen 
et al., 2014) (Company of Biologists Ltd. © 2014). Issu de (Jin et al., 2022). 

 

3. Intérêt des molécules antifouling qui ciblent les 

mécanismes clés dans la formation de biofilm. 

Comme expliqué précédemment, les surfaces immergées sont naturellement 

colonisées en premier lieu par des microorganismes. La structure même du biofilm créé offre 

une surface d'adhérence propice à l'accrochage d'autres microorganismes et de macrofoulers, 

entraînant ainsi le développement du biofouling. Pour répondre à ces défis, une approche 

prometteuse consiste à identifier des composés ciblant spécifiquement les mécanismes clés 

responsables de la formation des biofilms, tout en préservant la viabilité cellulaire. En 

orientant notre attention vers ces mécanismes fondamentaux, détaillés dans cette section, il 

devient possible de s’attaquer aux premières étapes de la formation du biofilm et de 

restreindre considérablement la colonisation des surfaces immergées. Cette section se 

penche sur cette stratégie innovante visant à cibler les mécanismes de formation du biofilm 

pour prévenir efficacement le problème du biofouling.  
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A. Mécanismes impliqués dans la formation d’un biofilm  

Composé de communautés de bactéries, d’archées, de cyanobactéries et d’eucaryotes 

(champignons, microalgues), le biofilm est un assemblage complexe qui se forme en plusieurs 

étapes (Costerton et al., 1987; Pochon et al., 2015). Ces étapes sont guidées par des signaux 

chimiques spécifiques et sont influencées par des facteurs extérieurs tels que la température, 

le pH, les mouvements de l'eau et le type de surface (Ophir and Gutnick, 1994; O’Toole and 

Kolter, 1998; Poulsen et al., 1993; Pringle and Fletcher, 1986). La formation de biofilm peut 

être divisée en 4 étapes (Figure I.11) (1) l’attachement réversible puis irréversible (2) 

l’agrégation (3) la maturation du biofilm et enfin (4) la séparation et diffusion des 

microorganismes (Liu et al., 2023; O’Toole et al., 2000). Lors de l’attachement initial, les 

microorganismes captent des molécules organiques (protéines, lipides, polysaccharides) ou 

des molécules inorganiques (sel, minéraux) pour former une couche superficielle qui les 

protège. La régulation de la synthèse des flagelles est essentielle à cette étape (O’Toole and 

Kolter, 1998; Römling et al., 2013). Ces microorganismes produisent ensuite des protéines 

d’adhésion (fibronectine, vitronectine, peptidoglycane), se multiplient et s’agrègent en 

produisant des EPS (Substances Polymériques Extracellulaires). Une fois la matrice établie, 

d’autres microorganismes sont recrutés et ils contribuent à la structure du biofilm et à son 

métabolisme. La matrice offre une résistance aux stress oxydatifs, à la dessiccation, aux 

antibiotiques et facilite également la diffusion des molécules de communication cruciales pour 

le maintien du biofilm (Davey and O’toole, 2000). Ainsi, au sein d’un biofilm, il existe des 

interactions complexes entre les différents types de microorganismes (champignon-bactérie, 

micro-algue-bactérie, champignon-champignon, etc.)(Williams, 2007). La matrice contient 

également divers composés tels que des protéines, des métabolites secondaires, des ARN, de 

l'ADN et des polysaccharides (Davey and O’toole, 2000). Lorsque le biofilm atteint sa maturité, 

il finit par se rompre (passivement ou activement) et libère de nombreux microorganismes qui 

peuvent coloniser de nouvelles surfaces (O’Toole et al., 2000).   
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Figure I.11 : Représentation schématique de la formation d’un biofilm chez un pathogène humain et 
diversité des mécanismes impliquée dans sa formation de biofilm (Upmanyu et al., 2022) 

La signalisation cellulaire joue un rôle crucial à chaque étape du cycle de vie du biofilm. 

Il existe de nombreux systèmes de signalisation microbienne impliqués dans la colonisation 

de surface et le développement du biofilm. Trois principaux types de communication sont 

identifiés lors de la formation du biofilm : 

• Le mécanisme de quorum sensing (QS), qui joue un rôle essentiel dans le processus 

et produisant une grande diversité de métabolites secondaires permettant de 

synchroniser de nombreux phénotypes (voir partie I.3.B) (Fuqua et al., 1994; 

Nealson, 1977; Schulz, 2014).  

• Le monophosphate de guanosine dimère bis-(3ʹ-5ʹ)-cyclique (c-di-GMP), qui régule 

la synthèse des flagelles et les pili de type IV (Kalia et al., 2013; Römling et al., 2013; 

Valentini and Filloux, 2016). 

• Les petits ARNs non-codants, qui régulent les flagelles et la production d'EPS 

(Brombacher et al., 2006, 2003). 
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D’autres signaux existent comme les systèmes de transduction de signal (TCS) à deux 

composants (Capra and Laub, 2012; Dang and Jiao, 2014; Hazelbauer and Lai, 2010; Stock et 

al., 2000) dont la chimiotaxie fait partie (Hazelbauer and Lai, 2010; Nixon et al., 1986; 

Szurmant and Ordal, 2004; Wadhams and Armitage, 2004) ou le système AMPc-CRP (Kalivoda 

et al., 2013; McDonough and Rodriguez, 2012; Ono et al., 2014). Ces différents mécanismes 

impliqués dans la colonisation de surface et la formation de biofilm peuvent également être 

interconnectés comme chez Vibrio cholerae (Dang and Lovell, 2015).   

B. La diversité des mécanismes du QS dans les biofilms marins et 

les holobiontes 

Les mécanismes du QS jouent un rôle central dans les biofilms et les environnements 

marins (Doberva et al., 2017; Lami, 2019). Le QS est défini comme une réponse coordonnée 

d’une population microbienne qui repose sur la production de signaux chimiques 

extracellulaires, également appelés auto-inducteurs (AI) (Fuqua et al., 1994; Waters and 

Bassler, 2005). Les bactéries génèrent continuellement des AI, mais lorsque la densité 

cellulaire augmente, les auto-inducteurs s'accumulent jusqu'à atteindre un seuil qui active des 

protéines réceptrices, provoquant un changement coordonné de l’expression des gènes 

(Diggle et al., 2007; Parsek and Greenberg, 2005; Whiteley et al., 2017). Ces gènes permettent 

notamment de réguler divers processus physiologiques tels que la motilité, l’attachement, la 

production d’EPS, la production d’enzymes protéolytiques, la sporulation ou encore la 

synthèse d’antibiotiques (Miller and Bassler, 2001).  

Parmi les bactéries Gram-négatives, les composés du QS sont majoritairement des 

métabolites secondaires. Ces molécules sont capables de diffuser librement à travers la 

membrane cellulaire, se liant à des récepteurs internes spécifiques. Un exemple 

emblématique est le modèle Vibrio fischeri symbiotique de la sépiole Euprymna scolopes, où 

la synthèse (LuxI dépendante) de N-acyl-homoserine lactone (AHLs ou AI-1) et le récepteur 

LuxR coordonnent la transcription de gènes impliqués dans la bioluminescence 

(luxC,D,A,B,E,G) (Egland and Greenberg, 1999; Fuqua et al., 1994). Ce système peut être plus 

complexe donnant lieu à des cascades de signalisations moléculaires comme chez Vibrio 

harveyi (Figure I.12) (Lenz et al., 2004; Lilley and Bassler, 2000). En revanche, chez les bactéries 

Gram-positives, comme Staphylococcus aureus (Figure I.12), le système repose souvent sur la 
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production d’oligopeptides (AIP), qui avec les récepteurs de kinase membranaires, régulent 

les facteurs de transcription influençant l’expression génique (LaSarre and Federle, 2013; 

Whiteley et al., 2017; Williams, 2007). 

 
Figure I.12 : Représentation schématique des différents systèmes de QS chez Vibrio sp., 
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (Eickhoff and Bassler, 2018). 

Une grande diversité de composés est émise (Figure I.13), et les AHLs sont notamment 

les AI les plus couramment observés, caractérisées par un noyau homoserine-lactone N-acylé 

et d’une chaîne acyle de 4 à 19 carbones éventuellement modifiées (Doberva et al., 2017). Les 

auto-inducteurs de type 2 (AI-2), ou diester de borate furanosyl, sont présents chez les 

bactéries Gram-positives et négatives, parfois sous la forme du précurseur (2S,4S)-2-methyl-

2,3,3,4-tetrahydroxytetrahydrofuran, également appelé le (S)-THMF (Bassler, 1999; Chen et 

al., 2002; Henke and Bassler, 2004; Miller and Bassler, 2001). En plus des AIP allant de 5 à 34 

résidus d’acides aminés, bien d’autres molécules ont été mises en évidence notamment des 

quinolones telles que le 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone (PQS) chez Pseudomonas 

aeruginosa; le (S)-3-hydroxytriecan-4-one, également appelé cholerae autoinducer (CAI) chez 
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Vibrio cholerae ; 2-isocapryloyl-3R-hydroxymethyl-gamma-butyrolactone (A-factor) de 

Streptomyces griseus ou encore le cis-11-methyl-2-dodecenoic acid (DSF) de Xanthomonas 

campestris (Williams, 2007). 

 
Figure I.13: Diversité des composés du QS bactérien et fongique.  

Des mécanismes de type quorum sensing ont récemment été décrits chez les 

champignons (QSM), notamment chez la levure Candida albicans avec le farnesol qui interagit 

également avec les bactéries (Figure I.13). Les composés de QSM comme le farnesol, le 

phényléthanol et le tryptophol sont impliqués dans la morphogenèse, la pathogénicité, la 

formation de biofilms et la dispersion fongique (Mallick and Bennett, 2013; Martin, 2019; 

Padder et al., 2018; Wongsuk et al., 2016). Certains de ces composés sont impliqués dans la 

signalisation inter-espèces, permettant aux bactéries et aux champignons d’interagir via des 

composés spécifiques (Bamford et al., 2009; Chang et al., 2019a; Lee et al., 2007). Par 

exemple, la croissance filamenteuse de Candida albicans est affectée par les AHLs (oxo-C12-

HSL) produites par Pseudomonas aeruginosa mais également par le farnesol qui inhibe sa 

production de PQS (Cugini et al., 2007; Hogan et al., 2004). Il a également été montré que les 

zoospores de macroalgues du genre Ulva sp. sont attirés par les biofilms bactériens qui 

produisent des AHLs et se fixent sur les bactéries productrices de ces composés. Ce 

mécanisme d’attraction n'est pas chimiotactique mais implique la chimiokinèse. En effet, 

lorsque les zoospores détectent les AHLs, leur vitesse est réduite entraînant l’accumulation 
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des cellules algales à la source de production d’AHLs (Joint et al., 2007; Tait et al., 2005; 

Wheeler et al., 2006). 

Ces interactions inter-espèces à travers les mécanismes de QS sont particulièrement 

importantes au sein des holobiontes. Les microorganismes tirent parti de la densité cellulaire 

microbienne élevée au sein de ces micro-écosystèmes pour favoriser des interactions 

complexes (Bengtsson et al., 2010; Egan et al., 2013; González-Pech et al., 2024; Lami, 2019; 

Longford et al., 2019; van de Water et al., 2018). Les holobiontes ont été largement explorés 

pour leurs liens avec le QS, notamment au sein de la phycosphere, où un lien entre la 

croissance des microalgues et la régulation physiologique via le QS des souches bactériennes 

associées a été suggéré (Rolland et al., 2016). Par exemple, des études ont mis en évidence 

que des souches bactériennes en symbiose avec des microalgues sont capables d'émettre des 

signaux AHLs et d’AI-2, soulignant ainsi l'importance de considérer les relations QS au sein du 

microbiote des angiospermes marins (Blanchet et al., 2017). Les holobiontes cnidaires 

présentent également des interactions QS intéressantes (Ransome et al., 2014). En effet, les 

communautés bactériennes associées à ces organismes produisent des auto-inducteurs (30% 

des souches capables de faire du QS) (Rosenberg et al., 2007). Le rôle du QS chez Vibrio sp. 

pathogène de coraux a fait l’objet d’un intérêt particulier, bien que les mécanismes précis 

restent à élucider (Meyer et al., 2016; Zimmer et al., 2014). Des observations récentes ont 

également révélé des variations d’émission des signaux d’AHLs et d’AI-2 (activation ou 

inhibition) dans les consortiums de maladies polymicrobiennes associées aux coraux en 

fonction de paramètres environnementaux tels que la température (Tait et al., 2010). Chez les 

éponges marines, des études suggèrent que la communication chimique entre les symbiotes 

bactériens est répandue. Une grande diversité d’AHLs ont été détectées au sein des 

holobiontes spongiaires mais également des composés inhibiteurs de QS telles que la bromo-

4-methoxyphenethylamine et 5,6-dibromo-N,N-dimethyltryptamine chez l’éponge 

Sarcotragus spinosulus (Britstein et al., 2018; Mohammed et al., 2020; Saurav et al., 2020; 

Taylor et al., 2004; Tintillier et al., 2020). Pour se défendre contre les pathogènes ou limiter 

leur biofouling de surface, de nombreux holobiontes comme les éponges, les coraux et les 

macroalgues mettent en œuvre des stratégies anti-QS en produisant des composés 

interférant avec ces mécanismes. Ce mécanisme anti-QS est nommé quorum quenching (QQ).  
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C. La diversité des mécanismes anti-QS dans les biofilms marins 

et les holobiontes  

De nombreux organismes, qu’ils soient procaryotes ou eucaryotes, ont la capacité 

d’interférer avec les mécanismes QS. Les mécanismes d’interférence les plus couramment 

observés incluent la dégradation enzymatique de la molécule signal (appelée quorum 

quencher, QQ) et la production de molécules antagonistes qui entre en compétition avec les 

composés se fixant sur les récepteurs du signal (appelées quorum sensing inhibitors, QSI) 

(Grandclément et al., 2016).  

Les enzymes comme les lactonases ouvrent le cycle homoserine lactone des AHLs (Uroz 

et al., 2008; Zhang et al., 2002). Les amidases clivent les AHLs au niveau de la liaison amide 

(Lin et al., 2003). La structure de ces enzymes est particulièrement variable tout comme leur 

activité enzymatique (réductase, amidase, acylase, oxydoréductase) (Figure I.14) 

(Grandclément et al., 2016). Bien que la plupart des recherches se soient concentrées sur les 

inhibiteurs des AHLs, il existe également des mécanismes d'inhibition pour d'autres signaux 

comme les PQS, les DSF et les AI-2 (LaSarre and Federle, 2013).  

Les QSI sont des métabolites secondaires de structure variée qui ciblent les mêmes 

mécanismes de QS (Figure I.14). Ils ont été découverts chez des bactéries, des champignons 

et des plantes dans des environnements terrestres, marins et d'eau douce (Koh et al., 2013; 

Montgomery et al., 2013; Musthafa et al., 2010; Natrah et al., 2011; Skindersoe et al., 2008; 

Tello et al., 2011). Les premiers QSI découverts et les plus connus sont les furanones 

halogénées produites par la macroalgue rouge D. pulchra. Ces inhibiteurs d’AHLs et d’AI-2 

permettent à l’algue de réguler son encrassement bactérien (Campbell et al., 2011; De Nys et 

al., 1995; Harder et al., 2012). Bien d’autres molécules ont été mises en évidence notamment 

des dicyclopeptides, des butyramides produits par des souches bactériennes (Chen et al., 

2019; Gowrishankar et al., 2019; Lee et al., 2018; Li et al., 2023) ou encore les fucocoumarines 

et limonoïdes produits par des plantes (Girennavar et al., 2008; Koh et al., 2013; Vikram et al., 

2010). Des γ-hydroxybuténolides produits par des éponges marines ont également été 

caractérisés (Stewart et al., 2009).  



 
55 

 
Figure I.14 : Diversité des composés de QQ et QSI produits par les organismes des trois domaines du 
vivants (bactéries, archées et eucaryotes) selon Grandclément et al., 2016. 

Les champignons marins sont également une source importante de composés bioactifs 

(Aly et al., 2011; Silber et al., 2016; Wiese and Imhoff, 2019). Ainsi, des composés anti-QS sont 

régulièrement isolés de souches fongiques. C’est notamment le cas du tyrosol et du farnesol 

qui font aussi partie du QSM (fongique) mais ont également une activité QSI (bactérien) 

importante (Albuquerque and Casadevall, 2012; Chang et al., 2019a). L’acide pénicillique, la 

patuline, des dicyclopeptides et des polyhydroxyanthraquinones ont été isolés à partir de 

Penicillium sp. d’origine marine (Chang et al., 2021; Joo et al., 2021; Li et al., 2023; Rasmussen 

et al., 2005). Même s’ils sont moins étudiés, des Aspergillus sp., Furasium sp., Alternaria sp. et 

Cladosporium sp. endophytes d’organismes marins ont également permis d’identifier de 

nouveaux QSI (Pattnaik et al., 2018; Rashmi et al., 2018; Wang et al., 2020; Zhang et al., 2020; 

M. Zhang et al., 2018).   



 
56 

Les macroalgues marines et leurs microorganismes associés restent une des sources 

les plus prometteuses de nouveaux composés anti-QS et antifouling. En effet, depuis 2010, 

plus de 160 publications scientifiques ont mis en évidence des extraits de macroalgues ayant 

des propriétés antisalissures (Dahms and Dobretsov, 2017). Par exemple, la 3-bromo-5-

(diphénulène)-2(5H)-furanone a été isolée de l’algue verte Ulva rigida, l’acide bromeux de 

l’algue brune Laminaria digitata et le dulcitol de l’algue brune Spatoglossum sp.. Ces activités 

antifouling et anti-QS sont retrouvées dans de nombreux extraits totaux d’algues rouges, 

vertes et brunes notamment ceux de Saccharina latissima mais les composés ont rarement 

été isolés et caractérisés (Borchardt et al., 2001; Dahms and Dobretsov, 2017). Plusieurs 

études ont mis en évidence que les microorganismes épiphytiques de macroalgues sont 

capables de produire des composés anti-QS faisant d’eux des modèles particulièrement 

prometteurs (Burgess et al., 2003; Dahms and Dobretsov, 2017; Holmström and Kjelleberg, 

1999; Kanagasabhapathy et al., 2009; Satheesh et al., 2016). Les travaux de nos deux 

laboratoires, notamment ceux d’Anne Tourneroche, ont démontré que les endophytes 

bactériens et fongiques de Pelvetia canaliculata, Laminaria digitata et Saccharina latissima 

produisent des composés anti-QS notamment des inhibiteurs d’AI-2 (Tourneroche et al., 

2019). Quatre nouveaux inhibiteurs d’AHLs de la famille des α-hydroxy γ-butenolides ont 

également été isolés à partir du champignon endophyte Paradendryphiella salina issu de 

différentes algues brunes (Vallet et al., 2020)(Figure I.15). Les microorganismes épiphytes 

d’algues brunes telle que Saccharina latissima semblent donc être une source inexploitée de 

composés anti-QS et antifouling.  

 
Figure I.15 : Nouvelles α-hydroxy γ-butenolides extrait de la souche fongique endophyte 

Paradendryphiella salina isolée de macroalgues brunes (Vallet et al., 2020). 
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D. Limites des composés actuels et intérêts de rechercher de 

nouveaux composés  

Les composés anti-QS sont des molécules qui peuvent combattre les biofilms sans 

nuire aux cellules vivantes, faisant d'eux des candidats prometteurs pour de nouveaux 

antifoulings éco-compatibles (Figure I.16). Bien que de nombreux composés naturels 

antifoulings aient déjà été identifiés, tels que les furanones, lactones, peptides, phénols, 

caroténoïdes, alcaloïdes et terpénoïdes, leur toxicité n'a pas toujours été évaluée.  

 
Figure I.16 : Impact des composés anti-QS sur le biofilm (Paluch et al., 2020) 

Pourtant, cette évaluation est cruciale, elle est calculée en utilisant la concentration 

efficace provoquant 50% de l’activité de l’antifouling (CE50) et la concentration létale de 50% 

(CL50). Cette évaluation, standardisée avec une limite de CE50 < 25 µg/ml avec un rapport 

LC50/EC50 supérieur à 15, a été établie par le programme de la marine américaine comme 

niveau d’efficacité pour de nouveaux antifoulings (Almeida et al., 2007; Thiyagarajan et al., 

2004). En effet, de nombreux métabolites secondaires isolés ont été rapportés comme QSI 

mais également comme anti-microbiens (antibiotique ou antifongique) mettant ainsi en avant 

un manque de spécificité et une potentielle toxicité à haute concentration. Par exemple, 

certaines furanones halogénées sont toxiques pour les bactéries tels que Staphylococcus sp. 

mais également pour les animaux (Kuehl et al., 2009). De même, la patuline est une puissante 

mycotoxine et entraîne des problèmes gastro-intestinaux chez l’humain en cas d’ingestion 

(Tofan, 2012) et l’acide pénicillique est toxique pour les chiens (Hayes et al., 1977). Certains 
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QSI sont aussi connus pour être de puissantes toxines létales pour les microorganismes, les 

animaux et l’Homme. Cette toxicité des composés anti-QS souligne la nécessité d’examiner la 

spécificité des composés déjà isolés et de comprendre leurs mécanismes d’action avant leur 

utilisation.  

4. Stratégies de la thèse 

A. Objectifs et questions de l’étude  

Cette thèse a pour objectifs de comprendre la nature et l’importance des interactions 

microbiennes au sein de l’épimicrobiote de l’algue brune Saccharina latissima à travers le 

prisme du quorum sensing mais également de s’inspirer du dialogue moléculaire régissant les 

interactions entre les différents partenaires de l’holobionte algal afin de révéler de potentiels 

nouveaux composés antifoulings éco-compatibles. Au cours de cette thèse, les questions 

suivantes ont été abordées :  

- Quelle est la diversité taxonomique des microorganismes de l’épimicrobiote de 

Saccharina latissima ? Quelle est la diversité chimique de surface de Saccharina 

latissima ? Peut-on associer des métabolites de surface à des microorganismes ou des 

groupes de microorganismes ?  

- Comment interagissent les microorganismes à la surface de Saccharina latissima ? Les 

microorganismes de l’épimicrobiote de Saccharina latissima sont-ils capables de faire 

du QS ? Quelle est la place du QS dans ces interactions microbiennes et régule-t-il le 

microbiote de surface ?  

- Ces microorganismes sont-ils capables de produire des composés antifoulings ? Peut-

on isoler de nouveaux antifoulings à partir de l’épimicrobiote de Saccharina latissima ? 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux interactions au sein de 

l’épimicrobiote de S. latissima. Par des approches de métabarcoding et de métabolomique, 

nous avons étudié les diversités microbienne et chimique présentes au sein de l’épimicrobiote 

de S. latissima et mesuré les variations interindividuelles. Nous les avons corrélés afin de 
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déterminer si des microorganismes participent au métabolome de surface et s’il est possible 

de les identifier (Chapitre II). Afin d’évaluer l’impact du QS dans la régulation de la 

composition taxonomique de l’épimicrobiote de Saccharina latissima, nous avons suivi les 

communautés microbiennes et les composés associés en présence d’activateurs et 

d’inhibiteurs des mécanismes du QS (Chapitre III).  

En parallèle, nous avons mené une approche culture-dépendante des 

microorganismes présents à la surface de S. latissima. Les souches fongiques isolées ont été 

analysées en LC-MS afin d’évaluer leur capacité à produire des médiateurs chimiques 

impliqués dans des interactions entre microorganismes. L’ensemble des organismes isolés ont 

été caractérisés pour leur capacité à faire du biofilm et du QS à l’aide de tests biochimiques 

(biosenseurs). Nous avons également étudié les capacités de régulation de biofilm et de 

quorum sensing des souches isolées à l’aide de tests biochimiques (antibiofilm et anti-QS) 

(Chapitre IV). Les souches productrices de composés anti-QS et antibiofilm ont été cultivées à 

grande échelle afin d’isoler spécifiquement les composés à même d’interagir avec le QS. 

L’analyse structurale des composés a été réalisée par RMN (Chapitre V)(Figure I.17).  
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Figure I.17 : Plan schématique de l'organisation de la thèse 
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B. Approches multi-omiques de la thèse  

Dans ce travail de thèse, dans le but de mieux comprendre le fonctionnement de 

l’épimicrobiote algal de Saccharina latissima, nous avons opté pour deux approches 

principales (Chapitre II et III) :  

- Le métabarcoding, une méthode de métagénomique ciblée sur communautés 

microbiennes (ici, bactéries, eucaryotes dont les champignons).  

- La métabolomique non ciblée, aussi appelée méta-métabolomique lorsqu’elle est 

effectuée sur des échantillons environnementaux (ici le métabolome de surface).  

B.1) Metabarcoding  

Le métabarcoding consiste à séquencer une région génomique spécifique à partir d'un 

échantillon environnemental. Cette technique permet notamment d'identifier et de quantifier 

les espèces présentes dans l'échantillon en se basant sur les séquences d'ADN obtenues. Elle 

est couramment utilisée en écologie pour étudier la biodiversité des communautés 

bactériennes, fongiques ou d'autres organismes présents dans un environnement, 

notamment au sein de l’holobionte. Ici, les régions du gène de l’ARNr 16S ont été séquencées 

afin d’identifier la diversité des communautés bactériennes, l’ARNr 18S et le fragment ITS pour 

identifier plus précisément la diversité des communautés eucaryotiques et fongiques 

présentes dans l’épimicrobiote.  

- Workflow analytique  

Les résultats de métabarcoding ont été traités avec Qiime 2 version 2022.2 (Bolyen et 

al., 2019). Il s’agit d’une plateforme bio-informatique gratuite et open source qui offre la 

possibilité d’analyser les microbiomes obtenus à l’aide des techniques de séquençage NGS. Ce 

processus d’analyse comprend plusieurs étapes cruciales à partir des données brutes initiales 

(Figure I.18), visant à obtenir des fichiers de sortie essentiels : une table des Amplicon 

Sequence Variants (ASV) par échantillon ainsi qu’une table de taxonomie détaillée des ASVs 

détectées. Les ASVs ont été assignés avec 99% de similarité avec les bases de données SILVA 

138 (SSU Ref NR 138.1) (Pruesse et al., 2012; Quast et al., 2013; Yilmaz et al., 2014) pour les 

gènes de l’ARNr 16S et 18S et avec UNITE 9 (Kõljalg et al., 2020; Nilsson et al., 2019) pour les 
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séquences ITS. Contrairement aux unités taxonomiques opérationnelles (OTU), qui sont 

généralement clustérisées avec un seuil de similarité (97 ou 99%) entre séquences, les ASVs 

sont plus précises et reposent sur une analyse des séquences brutes sans seuil de similarité. 

Chaque ASV représente ainsi une séquence unique, offrant une résolution taxonomique plus 

précise. Les ASV sont donc préférés lorsque la précision est essentielle, tandis que les OTU 

peuvent être utilisés dans des analyses exploratoires moins sensibles à la variabilité au sein 

des communautés microbiennes.  

 
Figure I.18 : Étapes du traitement des résultats de métabarcoding avec Qiime 2 

Les matrices contenant les ASVs et la taxonomie sont ensuite traitées avec R (4.2.3, 

2023-03-15) (R Core Team, 2023), en les exploitant avec une gamme variée de packages tels 

que phyloseq (v.1.40.0), ggplot (v.3.4.0), et microbiome (v1.18.0)(Lahti and Shetty, 2017; 

McMurdie and Holmes, 2015, 2013). Cette approche analytique permet de générer des 

barplots qui représentent graphiquement les organismes microbiens présents dans les 

échantillons. De plus, la diversité α, mesurant la diversité des espèces au sein d'un échantillon, 

peut être évaluée. De manière complémentaire, la diversité β, examinant les différences entre 

les communautés microbiennes entre différents échantillons, peut également être calculée 

pour fournir une compréhension approfondie des variations microbiennes entre les groupes 

d'échantillons. Des analyses statistiques univariées ou multivariées peuvent également être 

effectuées sur les jeux de données. 
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B.2) Métabolomique 

La métabolomique non ciblée constitue une approche analytique visant à détecter 

l'ensemble des métabolites présents au sein d'un échantillon biologique (de tissus ou de 

biofilms) (Kuhlisch and Pohnert, 2015). Pour atteindre cet objectif, diverses méthodes 

analytiques sont mises à disposition, parmi lesquelles la chromatographie en phase liquide 

couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) qui joue un rôle central en 

matière d'identification et de prépondérances de ces métabolites (choix technique 

sélectionné dans ce travail de thèse).  

La chromatographie en phase liquide (Liquid Chromatography - LC) est une technique 

analytique essentielle employée pour fractionner les composés au sein d'un mélange 

complexe. Elle repose sur la séparation des espèces chimiques en fonction de leur polarité au 

sein d'une colonne, en utilisant une phase mobile liquide pour les déplacer à travers une phase 

stationnaire. Chaque molécule présente un temps d'élution spécifique en fonction de son 

affinité respective pour ces deux phases. La chromatographie liquide à haute performance 

(High Performance Liquid Chromatography - HPLC) peut être mise en œuvre de deux manières 

: soit en utilisant une phase stationnaire polaire (HPLC dite en phase normale), soit en 

employant une phase stationnaire apolaire (HPLC en phase inverse, effectuée ici). Dans le 

contexte de la phase inverse, les analytes sont élués dans l'ordre décroissant de leur polarité. 

L'analyse d'une molécule par spectrométrie de masse est un processus séquentiel 

comprenant plusieurs étapes distinctes : premièrement, l'analyte est ionisé au sein de la 

source d'ionisation, ensuite les ions résultants sont séparés en fonction de leur rapport 

masse/charge (m/z) au sein de l'analyseur de masse, suivant quoi les ions séparés sont 

détectés. Finalement, les données obtenues sont présentées sous la forme d'un spectre, où 

l'axe des abscisses représente le rapport m/z et l'axe des ordonnées reflète l'intensité du 

signal. La spectrométrie de masse en tandem MS/MS (MS2 ou MSn), permet l‘obtention d’ions 

fragments issus de la dissociation d’ions parents offrant ainsi des informations plus détaillées 

sur leur structure et leur composition.  
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- Workflow analytique  

Afin d’analyser la composition et d’identifier les molécules détectées en LC-MS/MS, un 

workflow analytique a été mis en place (Figure I.19). Ce workflow implique plusieurs étapes 

cruciales de traitement des spectres à l'aide du logiciel MzMine 3 (version 3.2.8)(Pluskal et al., 

2010; Schmid et al., 2023). Après conversion des fichiers de LC-MS/MS en .mzXML, les masses 

des spectres MS et MS2 sont détectées, tout en éliminant le bruit de fond assurant ainsi la 

fiabilité des données. Ensuite, les spectres sont soumis à un traitement supplémentaire avec 

les modules « ADAP chromatogram builder » et « ADAP chromatogram resolver », qui 

permettent la construction et la résolution de chromatogrammes pour une identification plus 

précise des composés détectés (Myers et al., 2017). Les isotopes sont éliminés à l'aide du filtre 

«13C isotope filter». Par la suite, une étape d'alignement des chromatogrammes, réalisée avec 

l'algorithme « RANSAC aligner », est exécutée entre les échantillons pour assurer une 

cohérence dans les données. En parallèle, une soustraction est effectuée pour éliminer les 

contributions du blanc dans la matrice de données. Cette étape est d'une importance cruciale 

pour ne conserver que les composés d'intérêt, par exemple, ceux produits par un champignon 

(en éliminant les signaux provenant du milieu de culture) ou ceux issus de l'épimicrobiote algal 

(en excluant les composés de l'eau de mer et les éventuelles sources de contamination 

expérimentales). Le blanc est ainsi soumis aux mêmes traitements que tous les autres 

échantillons. Enfin, une étape de "Gap-filling" est effectuée avant l'exportation de la matrice 

de données afin de supprimer toute valeur manquante dans la matrice. Les paramètres 

spécifiques pour le traitement avec MzMine 3 doivent être ajustés en fonction du jeu de 

données et sont dépendants du nombre d'échantillons et de la qualité des spectres. Les 

informations détaillées concernant les paramétrages MzMine 3 figurent dans les matériels et 

méthodes de chaque chapitre. L’outil exportation permet d’extraire plusieurs types de 

matrices dont un fichier en .mgf qui contient toutes les informations sur les composés et leur 

fragmentation (données MS et MS2) et deux tableaux essentiels un .csv et un _quant.csv qui 

permettent d’obtenir les m/z, les temps de rétention et leur intensité (quantification relative) 

pour chaque métabolite détecté par échantillons (données de MS). Ces différentes matrices 

sont essentielles pour la suite des analyses.   

Dans le domaine de la métabolomique, l'identification précise des composés est une 

étape cruciale, mais souvent laborieuse. Cette identification repose sur la comparaison des 
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données expérimentales avec des bases de données de produits naturels de référence 

contenant des informations sur les masses, les temps de rétention et, parfois, les fragments 

caractéristiques attendus des métabolites. Plusieurs bases de données, telles que Lotus , 

NpAtlas et MarinLit, sont disponibles à cette fin, cependant, ce processus peut-être fastidieux, 

car il nécessite souvent une recherche manuelle des masses (m/z) correspondantes (Rutz et 

al., 2022; van Santen et al., 2019; van Santen et al., 2022).  Heureusement, des avancées dans 

les logiciels d'analyse ont simplifié cette tâche. Par exemple, le logiciel Sirius peut utiliser les 

spectres de fragmentation et les m/z pour déterminer les formules brutes des composés 

détectés, leurs adduits, leur famille moléculaire et parfois même leur voie de biosynthèse 

(Djoumbou Feunang et al., 2016; Dührkop et al., 2019; Hoffmann et al., 2021; Kim et al., 2021; 

Ludwig et al., 2020). Connecté à des bases de données en ligne, Sirius peut proposer plusieurs 

annotations, à partir de fragmentation in silico et avec un score de fiabilité, améliorant ainsi 

l'efficacité de l'identification. La plateforme web GNPS (Global Natural Product Social 

Molecular Networking) possède également des outils d’annotation comme Library search, in 

silico tools, Dereplicator and Dereplicator + (Mohimani et al., 2018).   

 
Figure I.19: Représentation schématique du workflow effectué sur les données de LC-MS/MS 

Parallèlement à cette approche, une méthodologie basée sur les réseaux moléculaires 

a été mise en œuvre grâce à la plateforme GNPS via l’outil Feature-Based Molecular 

Networking (FBMN). Cette approche repose sur les similarités entre les spectres de 
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fragmentation et les pertes de neutrons, ce qui permet de regrouper les métabolites en 

clusters ou groupes similaires (Nothias et al., 2020; M. Wang et al., 2016). GNPS répertorie les 

connaissances sur des spectres de MS/MS expérimentaux préalablement analysés, ce qui 

facilite l'annotation de composés directement au sein du réseau et permet de proposer des 

analogues structuraux. À partir de ces annotations, il est possible d’aller plus loin en réalisant 

des annotations par propagation. Cette étape consiste à utiliser les différences entre les 

formules moléculaires des composés, en combinant des données provenant d’outils tels que 

Sirius et GNPS. La construction de ces réseaux moléculaires dépend étroitement des 

paramètres sélectionnés pour leur élaboration, ce qui offre une grande flexibilité dans 

l'analyse. Par conséquent, il est possible de générer plusieurs réseaux moléculaires à partir 

des mêmes données en ajustant ces paramètres selon les besoins spécifiques. Par exemple, 

on peut créer un réseau avec des paramètres de similarité stricts (Min Pairs Cos > 0.7) pour 

regrouper des métabolites très similaires, tandis qu'un autre réseau peut être généré avec des 

paramètres plus larges (0.5 > Min Pairs Cos > 0.7) pour inclure des métabolites moins 

similaires. De plus, le nombre de fragments en commun requis entre deux composés peut 

également être modifié pour élargir les clusters (par exemple, passer de 6 à 4 fragments en 

commun). Ces ajustements permettent d'améliorer la résolution des clusters, d’annoter plus 

facilement et d'obtenir des regroupements plus pertinents. Une fois les réseaux générés, la 

visualisation, mise en forme et la modification sont possibles grâce au logiciel Cytoscape 

(3.10.1)(Shannon et al., 2003). Des statistiques peuvent également être effectuées en 

calculant l'abondance relative de chaque métabolite. Les données ainsi obtenues sont 

soumises à des analyses statistiques univariées, ou multivariées permettant de corréler 

différents jeux de données.  
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Chapitre II. Diversite s microbiennes et 

me tabolomes de surface de S. latissima 
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Avant-Propos 

Au cours de ce chapitre, par des approches de métabarcoding et métabolomique non 

ciblée, nous avons étudié les diversités microbienne et chimique présentes au sein de 

l’épimicrobiote de Saccharina latissima. Par des approches de corrélation, nous avons mesuré 

les variations interindividuelles pour explorer les liens écologiques entre métabolome et 

microbiote de surface de S. latissima.  

Ce chapitre est présenté sous la forme d’un article de recherche soumis dans la revue 

Metabolomics de Springer. Les références bibliographiques citées dans cet article sont 

indexées à la fin du manuscrit. Les figures supplémentaires se trouvent dans la partie Annexes 

du Chapitre II. Toutes les figures, figures supplémentaires et tableaux figurent en également 

sous format électronique, la liste des figures et des légendes se trouvent dans la partie 

Annexes électroniques du Chapitre II.  
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Abstract  

The microbiome of Saccharina latissima, an important canopy-forming brown 

macroalgal species in Europe, significantly influences its overall health, fitness, and ability to 

fight pathogens. However, in-depth studies of the diversity and function of the microbial 

communities (bacteria, eukaryotes, and fungi) associated with this macroalgal species are 

scarce. We conducted a study focusing on the microbial community (using metabarcoding) 

associated with S. latissima epimicrobiota and correlated their microbial diversity with 

metabolomic patterns (LC-MS/MS). Surface metabolomes were annotated by extensive 

searches of NP databases. Some epibacterial and eukaryotic communities are specific to S. 

latissima surface and that a core microbiota is present. In contrast, the fungal communities 

showed a lower and more heterogeneous diversity. Metabolomic analysis revealed a large 

diversity of metabolites, including putatively annotated fatty acids, amino derivatives, amino 

acids, and naphthofurans, which also form a subset of these metabolites. To tentatively 

correlate the surface metabolome and microbial diversity, we implemented a multiple-factor 

analysis, permitting the establishment of correlations between datasets. Our results revealed 

that fungi and bacteria were responsible for the main variations in the metabolomes of the 

epiphytic community. By comparing individuals, we were able to highlight two groups of 

different taxa, one associated with a bacterial consortium and the other with a fungal 

consortium, covarying with specific metabolites, providing a snapshot of the algae-based 

microbial chemical interactions. Our approach enabled us to demonstrate the existence of 

functional groups within the epimicrobiota of S. latissima and establish a link between the 

structure of the microbial community and their putative functions. 
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Introduction 

Brown macroalgae, particularly the Laminariales, are important primary producers and 

habitat-forming species in temperate coastal ecosystems. Saccharina latissima (Linnaeus) CE 

Lane, C. Mayes, Druehl and GW Saunders, is one of the main species of kelp-forming beds in 

Europe. They are nutrient sources for many organisms and significantly affect biodiversity (D. 

Schiel and Lilley, 2007; Schiel and Foster, 2006). Macroalgae interact closely with the microbial 

communities they harbor (bacteria, fungi, viruses, and archaea). Interactions between algal 

hosts and their associated microbiota constitute a singular entity, termed the algal holobiont 

(Egan et al., 2013; Wahl et al., 2012). These interactions are regulated by the production of 

chemicals that may impact the composition of the host (Coelho-Souza et al., 2017; Dittami et 

al., 2016; Goecke et al., 2010). Two communities coexist on the alga: one living on the surface, 

the epiphytes, and the internal communities, called endophytes. The algal epimicrobiota is a 

biofilm-like epimicrobiota known as the 'second skin' (Wahl et al., 2012), which is the site of 

chemical and ecological interactions (Egan et al., 2013). Overall, our understanding of the 

diversity of colonizing microbes and their ecological roles as well as how they interact among 

themselves and with their hosts remains limited. 

Previous studies were carried out on epimicrobiota in Laminariales species, including 

Laminaria hyperborea (Bengtsson and Øvreås, 2010) and Laminaria digitata (Ihua et al., 2020). 

However, little is known about the Saccharina latissima microbiota. Notably, the total 

bacterial diversity has been described by (Burgunter-Delamare et al., 2023),(Davis et al., 

2023), and (Tourneroche et al., 2020). The fungal diversity associated with macroalgae has 

been less explored despite its proven ecological significance. Indeed, Vallet et al. (2018), 

highlighted the crucial role played by the metabolites of endophytic fungi associated with 4 

species of brown algae (Laminaria digitata, Saccharina latissima, Ascophyllum nodosum and 

Pelvetia caniculata) against protist pathogens (Vallet et al., 2018). Although several studies 

have focused on the role and diversity of endophytic fungal communities (Debbab et al., 2012; 

Harvey and Goff, 2010; Tourneroche et al., 2020), epiphytic fungal diversity remains largely 

unexplored, with only one study focusing on the epiphytic fungi of Saccharina latissima (Chen 

et al., 2022). To the best of our knowledge, this is the first comprehensive investigation of 

epiphytic fungal communities using metabarcoding. 
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Microorganisms in algal holobionts have strong multidirectional interactions that rely 

on the production of chemical signals (Egan et al., 2013; Goecke et al., 2010; Harder et al., 

2012). However, our understanding of the surface-mediated signaling processes and the 

nature of the chemical mediators is still very limited owing to methodological difficulties, such 

as the low concentration and water diffusion of the compounds. Metabolomics is an emerging 

multi-omics approach that enables the qualitative and quantitative analysis of the metabolites 

in a sample at a given time (Johnson et al., 2016; Parrot et al., 2019). Its application in 

determining the kelp surface metabolome, which can originate from both the surface 

microbiota and algae, can provide information on their putative interactions. Some 

metabolomes have already been mapped, notably that of Fucus sp. (Parrot et al., 2019; Rickert 

et al., 2016) and of Taonia atomaria (Othmani et al., 2016a; Paix et al., 2021a, 2020, 2019). 

Multi-omics studies (metabarcoding and metabolomics) on Taonia atomaria have revealed 

that the associated epibacterial communities are highly specific to the algal host and that 

holobiont dynamics vary seasonally. In this study, summer-dominant bacteria were positively 

correlated with known antifouling metabolites such as dimethylsulfoniopropionate (DMSP) 

and proline (Paix et al., 2019). 

This study aimed to address the ecological question of links between the surface 

metabolome and surface microbiota, including any chemicals that may be involved in the 

host's defense mechanisms. To do so, multi-omics analysis was performed to characterize the 

epimicrobiota composition of Saccharina latissima along with its surface metabolome, and to 

correlate variations in the metabolome with the microbial communities. This enabled us to 

demonstrate the presence of a core bacterial and eukaryotic microbiota associated with a core 

metabolome, along with interindividual variations within the algal epimicrobiota. 

Materials and Methods 

Epimicrobiota sampling from Saccharina latissima 

Young Saccharina latissima (Laminariales, Phaeophyceae) (<1 m) were harvested at 

Perharidy (48°43'47.0" N 4°00'17.1" W), Roscoff (Brittany, France), in June 2021 at low tide. 

Six healthy (without visible damages) macroalgae were randomly selected, collected, and 

placed in sterile plastic bags. A total of 6 individuals were quickly transported to the laboratory 

in a cooler, at a temperature of about 4 °C, and then placed in a cold room while waiting for 
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the samples (maximum 2 h) (Burgunter-Delamare et al., 2022). After rinsing each alga with 

sterile seawater, 5 cm high areas were delineated along the thallus of each individual (6 areas 

in total per individual corresponding to 120 cm2) (Bengtsson and Øvreås, 2010) (Supp. Fig II.1). 

These areas were extracted using two methods: one to obtain the surface microbiota and the 

other to obtain the surface metabolome. The surface microbiota were retrieved by scraping 

the algae with a scalpel and swabbing. The swabs (1 per individual) were then placed in 2 ml 

Eppendorf tubes containing sterile seawater and vortexed for 2 min. The surface metabolome 

were retrieved by scraping the alga with a scalpel and placed in 2 ml of MeOH (1 sample per 

individual). During sampling, 2 L of seawater samples were taken and filtered on 8 µm and 0.2 

µm filters each and used as controls for the metabarcoding. The negative control for 

metabarcoding consisted of a sterile seawater sample into which a scalpel was dipped, and a 

swab was introduced. The sterile seawater control in which a scalpel was dipped was also used 

for the metabolomics method. The samples were then frozen at -20 °C pending DNA 

extractions and mass spectrometry. 

Extraction of total DNA from the algal epimicrobiota 

The microbial samples (swabs and filters) were vortexed and transferred into a Lysing 

Matrix E tube of the FastDNA™ SPIN kit for Soil (M.P. Biomedicals). DNA extraction was 

performed according to the manufacturer’s instructions without any modifications. The 

extracted DNA was quantified using a Quantus fluorometer (Promega), and its quality was 

checked using a DeNovix DS-11 FX+ Spectrophotometer/Fluorometer. 

Identification of the microbial communities by Illumina MiSeq-based 

high-throughput sequencing 

For amplification of the 16S and 18S rRNA genes, the prokaryotic primers U341F (5'-

CCTAYGGGRBGCASCAG-3') and U806R (5'-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3'); and eukaryotic 

primers Eu565F (5'- CCAGCASCYGCGGTAATTCC-3') and Eu981R (5'- 

ACTTTCGTTCTTGATYRATGA-3') were used. PCR amplifications were performed (1µl DNA-

Input; 30 cycles; 1kb ladder) according to the routine protocols of LCG Genomics GmbH 

(Berlin, Germany, http://www.lgcgroup.com/ , http://www.biosearchtech.com/  ). Because of 

the presence of PCR inhibitors, the samples were diluted 1:10. The quality of the PCR 

http://www.lgcgroup.com/
http://www.biosearchtech.com/
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amplifications was verified using gel electrophoresis (2 % agarose). For the fungal sequences 

(ITS1 sequences), the primers ITS1F-Kyo2 (5'-TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA-3') and ITS86R (5'-

TTCAAAGATTCGATGATTCAC-3') were first used to avoid amplification of the plant and algal 

DNA, but no amplicon was obtained, even after dilution of the samples. The primers ITS7F (5'- 

GTGARTCATCGAATCTTTG-3') and ITS4R (5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') targeting ITS2 were 

used. The DNA samples were not diluted, and the quality of the PCR amplifications was 

checked by gel electrophoresis (2 % agarose).  

MiSeq paired-end sequencing (2 × 300 bp) of the 16S rRNA, 18S rRNA, and ITS2 

sequences was performed using Illumina MiSeq V3 with 2.5 million reads. The resulting FASTQ 

files were analyzed using QIIME 2 (2022.2) (Bolyen et al., 2019) following the workflow 

established in the laboratory by (Romani et al., 2021). Briefly, the barcodes and primers were 

removed by cutting adaptation (Martin, 2011). The sequences were denoised, dereplicated, 

and matched using DADA2 (Callahan et al., 2016). Subsequently, the obtained amplicon 

sequence variants (ASVs) were assigned to a 99 % sequence similarity with VSEARCH (Rognes 

et al., 2016) using the SILVA 138 database (SSU Ref NR 138.1) (Pruesse et al., 2012; Quast et 

al., 2013; Yilmaz et al., 2014) for the 16S and 18S rRNA genes and the UNITE 9 database (Kõljalg 

et al., 2020; Nilsson et al., 2019) for ITS2. No DNA sequences from the negative control swab 

in sterile seawater were amplified; thus, this technical control was not included in further 

analysis. Subsequently, rarefaction curves were obtained, the ASVs tables were rarefied, and 

undesirable taxa were eliminated (mitochondria, chloroplasts, and eukaryotes for the 

bacterial sequences; bacteria, archaea, and vertebrates for the eukaryotic sequences; and 

mitochondria, chloroplasts, and eukaryotes for the fungal sequences). 

The ASVs tables were then exported and the results were processed using Rstudio 

(4.2.3, 2023-03-15) (R Core Team, 2023) with the library phyloseq (v.1.40.0), ggplot2 (v.3.4.0), 

vegan (v.2.6.4), dplyr (v.1.0.10), scales (v.1.2.1), and reshape2 (v.1.4.4) (McMurdie and 

Holmes, 2015, 2013) on the following GitHub available workflow 

https://joey711.github.io/phyloseq/. The core microbiota was identified using the 

microbiome (v1.18.0) library (Lahti and Shetty, 2017) 

(http://microbiome.github.com/microbiome). The α-diversity indexes (Chao1, Simpson’s, and 

Shannon) values were calculated with R, and the bar plots and statistical analyses (Mann-

https://joey711.github.io/phyloseq/
http://microbiome.github.com/microbiome
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Whitney test) were constructed and performed, respectively, with GraphPad Prism 9.5.1 

(GraphPad Software, LLC, Boston, USA). 

Metabolites extraction and LC-MS analysis  

Samples (6) from the methanol-soaked scalpel scraping and controlled samples were 

filtered, evaporated, resolubilized in methanol, filtered, and dried again to remove the salt. 

They were then solubilized in methanol at 10 mg.mL-1 and analyzed using HPLC-MS/MS in one 

batch and a random sequence, following previously established laboratory protocols 

(Tourneroche et al., 2020; Vallet et al., 2018). The separation occurred onto a C18 Acclaim™ 

RSLC PolarAdvantage II column (2.1 × 100 mm, 2.2 μm pore size; Thermo Fisher Scientific, 

United States) connected to a Dionex Ultimate 3000 HPLC system and coupled to a Maxis IITM 

QTOF mass spectrometer (Bruker, United States) with an electrospray ionization source. The 

MS parameters were as follows: 3.5 kV of electrospray voltage, 35 psi of nebulizing gas (N2) 

pressure, drying gas (N2) flow rate of 8 L.min-1, and 200 °C of drying temperature. The mobile 

phases used were water (0.1 % formic acid) and acetonitrile (0.1 % formic acid, solvent B), 

following a gradient of B at 5, 50, 90, and 5 % for 0, 9, 15, and 21 min, respectively. 

The LC-MS/MS data were analyzed using DataAnalysis (version 4.4 Bruker Daltonik 

GmbH) and converted to “. mzXML.” The LC-MS/MS data were preprocessed on MzMine 3.2.8 

(Pluskal et al., 2010; Schmid et al., 2023) with a noise level of 1E3 for MS1 and 2E1 for MS2, 

and the ADAP chromatogram was built with a minimum group size of a scan of 2, a group 

intensity threshold, and minimum highest intensity at 1E3 (Myers et al., 2017). The 

chromatograms were resolved with ADAP Module Disclaimer with the S/N threshold at 10, 

minimum feature height at 1, coefficient/area threshold at 10, 0.02–1.00 for the peak duration 

range, and 0.10-0.50 for the RT wavelet range. The data were then de-isotoped and filtered 

to retain only the peaks with MS2 scans, and RANSAC alignment was performed. After the 

alignment, the blank was subtracted from the matrix. This step eliminated any compounds 

that may have resulted from external contamination during the experiment. The data were 

exported to FBMN-GNPS to build a molecular network with a cosine of 0.6 and four minimum 

matched fragment ions, precursor ion mass tolerance, and fragment ion mass tolerance at 

0.05 Da (Nothias et al., 2020; M. Wang et al., 2016). The metabolites were annotated using 

various GNPS tools, including Library Search, Dereplicator, Dereplicator + (Mohimani et al., 



 
78 

2018), and Sirius 5.6.3 (Dührkop et al., 2019) using molecular formula identification, ZODIAC, 

CSI:FingerID, and CANOPUS (Djoumbou Feunang et al., 2016; Dührkop et al., 2021, 2015; 

Hoffmann et al., 2021; Kim et al., 2021; Ludwig et al., 2020). Furthermore, the m/z values and 

mass formulas were searched and annotated using the natural products databases NPAtlas, 

MarinLit, and LOTUS (Rutz et al., 2022; van Santen et al., 2019; van Santen et al., 2022). The 

annotations were added to the network using the Cytoscape 3.10.0 software (Shannon et al., 

2003). The core metabolome, that is, the abundance and prevalence of redundant metabolites 

in the samples, was calculated from the MS data using the same R package as the 

metabarcoding data (see above). 

Integration of the Surface Metabolome and Surface Microbiota 

Datasets: Multi-omics approach  

The LC-MS metabolomics (features) and metabarcoding (bacterial, eukaryotic, and 

fungal ASVs) data for each Saccharina latissima epimicrobiota sample (epimicrobiota 1–6) 

were correlated. A multiple-factor analysis (MFA) was performed using Rstudio (4.2.3, 2023-

03-15) (R Core Team, 2023) with the FactoMineR and factoextra packages (Pagès, 2014). 

Results 

Bacterial diversity within the epimicrobiota of S. latissima 

The bacterial diversity of the S. latissima epimicrobiota was analyzed using 16S rRNA 

sequencing and compared with the composition of the four seawater samples. No DNA 

sequences were amplified from the negative control swabs in sterile seawater. The 

percentage of unassigned sequences in the rRNA 16S dataset was 17–43 % (Supp. Figure II. 

2A), corresponding to the algal mitochondrial sequences (data not shown). Percentages of 

abundance were calculated by excluding these sequences. 

Overall, high microbial diversity was observed in our samples, with 683 assigned ASVs 

(Supp. Table II.1A). Our results showed that the algal epimicrobiota was mainly composed of 

Alphaproteobacteria (25–56 % of the total abundance), Gammaproteobacteria (25–59 %), and 

Bacteroida (7–16 %). At this taxonomic level, the seawater was composed of similar 

proportions of Alphaproteobacteria (23–54 %), Gammaproteobacteria (25–59 %), and 10–40 

% Bacteroidetes (Figure II.1A). Within the algal epimicrobiota, the family Hyphomonadaceae 



 
79 

was particularly present (16–46 % of total abundance) and diversified (11 ASVs), notably with 

Hellea sp., Litorimonas sp. and Fretibacter sp. (Figure II.1B and Supp. Figure II.3A). 

Enterobacteriaceae (Enterobacter sp.) (3 ASVs), Granulosicoccaceae (Granulosicoccus sp.) (4 

ASVs), Flavobacteriaceae (41 ASVs), Saprospiraceae (Portibacter sp.) (9 ASVs), 

Rhodobacteraceae (Sulfitobacter sp.) (34 ASVs), and Pseudoalteromonadaceae 

(Pseudoalteromonas sp.) (3 ASVs) were also particularly abundant. In contrast, the following 

families were barely present in the seawater samples: Hyphomonadaceae (>1 %, 7 ASVs), 

Enterobacteriaceae (1–6 %, 2 ASVs), Granulosicoccaceae (0 %, 3 ASVs), and 

Pseudoalteromonadaceae (1–5 %, 3 ASVs). The seawater was mainly composed of 

Rhodobacteraceae (16–32 %, 56 ASVs), Flavobacteriaceae (8–38%, 53 ASVs), and the SAR116 

Clade (2–29 %, 6 ASVs) (Figure II.1B). 

The α-diversity indices (Chao1, Shannon, and Simpson’s) were calculated for the algal 

epimicrobiota and seawater samples (Supp. Figure II.4A). The Chao1 index ranged from 103 

to 195 (mean 133±34) for the algal epimicrobiota and from 178 to 300 (mean 242±50) for the 

seawater. The Shannon index ranged from 2.9 to 3.5 (mean 3.08±0.17) for the algal 

epimicrobiota and from 3.2 to 3.9 (mean 3.57±0.34) for the seawater. The calculation of the 

Chao1 and Shannon indices showed that the bacterial diversity of seawater was significantly 

higher than that of the algal epimicrobiota (p-value =0.019 and p-value =0.038, Mann-Whitney 

test). However, Simpson's index of 0.915±0.009 for the algal epimicrobiota and 0.929±0.023 

for the seawater showed that the species composition was not significantly different (p-value 

=0.476, Mann-Whitney test). 

Subsequently, the core bacterial microbiota, that is the number of ASVs common to all 

the algal epimicrobiota and their relative abundances, were determined (Figure II.2A and 

Figure II.2B). The core surface microbiota of S. latissima comprised Hyphomonadaceae (12.6 

%), Hellea sp. (3.2 %), Litorimonas sp. (6.3 % and 0.4 %), Granulosicoccaceae (6.3 %), 

Granulosicoccus sp., Enterobacteriaceae (3.2 %), Enterobacter sp., Rhodobacteraceae (3.2 %), 

and Sulfitobacter sp. Thus, 25 % of the surface microbiota was represented by four families 

and five genera. 
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Figure II.1: Microbial diversity within S. latissima epimicrobiota determined by Illumina MiSeq-based high-throughput sequencing. (A) Bacterial diversity at 
the Class level (B) Bacterial diversity at the Family level (C) Eukaryotic diversity at the Class level (D) Eukaryotic diversity at the Family level (E) Fungal diversity 
at the Class level (F) Fungal diversity at the Class level. Epimicrobiota 1-6: epimicrobiota samples from S. latissima 1-6; SW1-SW4: seawater samples. 
Unassigned sequences are not shown (see Supp. Figure II.1) 
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Figure II.2: Heatmap of core microbiota within S. latissima epimicrobiota (A) Bacterial core microbiota at the Family level (B) Bacterial core microbiota at the 
Genus level (C) Eukaryotic core microbiota at the Family level (D) Eukaryotic core microbiota at the Genus level.
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18SrRNA-based analysis of eukaryotic diversity within the 

epimicrobiota of S. latissima 

The eukaryotic diversity of the S. latissima epimicrobiota was analyzed using 18S rRNA 

gene sequencing. The percentage of unassigned sequences in the rRNA 18S dataset was 14–

21 % for the seawater samples and 38–91 % for the algal epimicrobiota samples (Supp. Figure 

II.2B). Percentages of abundance were calculated by excluding these sequences. The results 

showed that the eukaryotic populations present in the epimicrobiota and seawater were 

diverse (176 ASVs in total; Supp. Table II.1B). The detected sequences were predominantly in 

both the epimicrobiota and seawater, affiliated with the phylum Ochrophyta (48–96 %, 30 

ASVs). However, the species composition within this phylum differed between the seawater 

and epimicrobiota samples. The eukaryotic epimicrobiota (Figure II.1C and Figure II.1D) was 

composed of macroalgal spores belonging to the Ectocarpales family (50–95 %, 5 ASVs), 

especially the Scytosiphon sp. (27–49 %) and Ectocarpales sp. (8–42 %) genus but also to 

Arthropoda (Harpacticoida sp., 2 ASVs), Diatomea (Thalassiosira sp., 1 ASVs) and Ciliophora 

(Pseudovorticella sp., 2 ASVs) (Supp. Figure II.3B). The seawater was composed of numerous 

unicellular algae of the Pedinellales family (9–22 %, 2 ASVs), Ochlorophyta (Bolidomonas sp., 

19–60 %, 4 ASVs), Ochromonadales (2–14 %, 4 ASVs), Picozoa phylum with Picomonadida 

(0.7–22 %, 1 ASVs), and Picomonas (5–15 %, 2 ASVs) families. 

The α-diversity indices (Chao1, Shannon, and Simpson’s) were calculated for the algal 

epimicrobiota and seawater samples (Supp. Figure II.4B). The Chao1 index ranged from 8 to 

40 (mean 24±11) for the algal epimicrobiota populations and from 44 to 73 (mean 60±14) for 

those collected from the seawater. The Shannon index ranged from 1.16 to 2.07 (mean 

1.46±0.34) for the samples retrieved from the algal epimicrobiota and from 1.77 to 2.58 (mean 

2.43±0.37) for those issued from the seawater. Calculation of the Chao1 and Shannon indices 

revealed that the eukaryotic diversity of seawater populations is significantly higher than that 

of algal epimicrobiota populations (p-value =0.0095 and p-value =0.019, respectively, Mann-

Whitney test). However, the Simpson’s index of 0.69±0.075 for the algal epimicrobiota 

communities and of 0.78±0.10 for the seawater showed that the species composition is similar 

between the two types of samples (p-value =0.257, Mann-Whitney test). Subsequently, the 

core eukaryotic microbiota was identified (Figure II.2C and Figure II.2D). The core surface 
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eukaryotic microbiota of S. latissima was composed of the Ectocarpales family (50 %), 

Scytosiphon spp. (25.1 %), and Ectocarpales spp. (12.6 %). Harpacticoida (0.4 %) and Acari (0.2 

%) families were also present but in lower abundance. 

ITS-based analysis of the fungal diversity within the S. latissima 

epimicrobiota 

The fungal diversity of the S. latissima epimicrobiota was analyzed using ITS fragment 

sequencing. For the ITS dataset, one individual algal epimicrobiota sample (n = 6) was removed 

from the analyses because all the amplicons obtained were composed of chimeras and 

sequencing errors. Between 76 % and 98 % of the ASVs remained unassigned at the end of the 

analyses (Supp. Figure II.2C). The sequences not assigned by the UNITE 9 fungal database 

(9_99_27_10_2022) corresponded to the most abundant green algae in the family Ulvaceae 

(data not shown). Percentages of abundance were calculated by excluding these sequences. 

The diversity of assignable and identifiable fungal populations (Figure II.1E and Figure II.1F, 

Supp. Table II.1C) (37 ASVs) was much lower than that identified in the bacteria (683 ASVs) 

and eukaryotes (176 ASVs). At the phylum level, the seawater populations were composed of 

many species affiliated with Ascomycota (34–71 %, 14 ASVs) and Basidiomycota (29–62 %, 21 

ASVs), whereas the fungal epimicrobiota were mostly affiliated with Basidiomycota (70–100 

%), except for the epimicrobiota sample no. 5, which was only composed of Ascomycota. 

Epimicrobiota Sample no. 5 was composed of unassigned sequences. Once the unassigned 

sequences were eliminated, only one ASV remained, which corresponded to Dendrostoma sp. 

Of the Erythrogloeaceae family (Figure II.1E and Figure II.1F). Within the algal epimicrobiota 

populations (samples 1–4), the Malasseziaceae family was always present in variable 

proportion (1–12 %, 7 ASVs, 100 % for sample no. 3). Tylosporaceae (Amphinema sp.) were 

also present in the epimicrobiota samples no. 1, 2, and 4 (13–61 %, 1 ASV). The epimicrobiota 

of algae no. 2 was the most diverse in the presence of Penicillium sp. (13 %, 2 ASVs), 

Debaryomyces sp. (18 %, 1 ASV), Sporobolomyces sp. (38 %, 1 ASV), and Sistotrema sp. (14 %, 

1 ASV) (Supp. Figure II.2C). However, the core metabolome has not been identified. All these 

families were also detected in the seawater samples but included other genera, such as 

Exophiala sp. (1 ASV), Leptobacillium sp. (1 ASV), Phaeosphaeria sp. (1 ASV), Stereum sp. (1 

ASV), and Valsaria sp. (1 ASV). 
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The α-diversity indices (Chao1, Shannon, and Simpson’s) were calculated for the fungal 

epimicrobiota and seawater samples (Supp. Figure II.3C). The Chao1 index ranged from 1 to 6 

(mean 4.0±2.0) for the fungal epimicrobiota and from 5 to 17 (mean 11.0±4.6) for the 

seawater communities. The Shannon index was 0.85±0.53 for the algal epimicrobiota and 

1.82±0.45 for the seawater communities. The Simpson's index was 0.443±0.265 for the fungal 

epimicrobiota and 0.774±0.079 for the seawater communities. Statistical analyses revealed 

no significant differences between the seawater and fungal epimicrobiota communities (p-

values= 0.055, 0.063, and 0.111 corresponding to Chao1, Shannon and Simpson index 

respectively, Mann-Whitney U test), presenting a statistically similar number of species. 

Diversity of the metabolites expressed within S. latissima 

epimicrobiota 

The epimicrobiome of S. latissima was analyzed using LC-MS/MS. Following data 

processing, 299 metabolites were detected by MS and 98 by MS/MS (Supp. Figure II.5, Supp. 

Table II.2 and Supp. Table II.3). Analyses of the MS/MS data revealed seven superclasses, 28 

classes, and 39 subclasses of compounds, leading to 60 putative annotations. Among the 97 

metabolites, seven chemical superclasses were very different, including benzenoids, lipids, 

lipid-like molecules, acids and their derivatives, nucleosides and their analogs, nitrogen 

compounds, oxygen compounds, heterocyclic compounds, phenylpropanoids, and 

polyketides. The predominant classes were carboxylic acids and their derivatives (15 

compounds), fatty acids (12 compounds), naphthofurans (six compounds), indoles and their 

derivatives (five compounds), prenol lipids (five compounds), macrolides (four compounds), 

and flavonoids (two compounds) as described in Figure II.3. Putative annotation was difficult 

because many compounds were not found in the database used. However, 46 compounds 

were annotated as natural products produced by bacteria, fungi, plants, and diatoms (Supp. 

Table II.2). Diethyl phthalate and phthalic anhydride were present and predominant in all the 

epimicrobiota. Numerous long-carbon fatty acids were annotated, including cis-11-

eicosenamide, 13-docosenamide, 9-octadecenamide, arachidonamide, and N-

ethoxyethyl(oleamide). Amino acid derivatives were also found, such as cyclo(Leu-Gly Gly Val) 

also called Leupeptin, and Kalimatacin C. Within the algal epimicrobiota, coumarins (two 

compounds), 7-ethylamino-4-methylcoumarin, 7-N-butyl-amino-4-methylcoumarin, 
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flavonoids (two compounds) including daidzein, and compound C10H17NO5 were also 

detected. 

 
Figure II.3: Metabolites within S. latissima epimicrobiota. Featured-Based Molecular Networking 
obtained on GNPS with parameters Min Pairs Cos=0.7 and Minimum Matched Fragment Ions=4 

The core metabolome, that is, the abundance and prevalence of metabolites detected 

by MS, was calculated, and visually represented as a heatmap (Figure II.4). The results 

demonstrated that the two most prevalent compounds were compounds 62 (diethyl 

phthalate) and 64 (arabinofuranosyluracil), which were present in 85 % of the samples with 

an abundance of 6.3 %. Compound 61, identified as phthalic anhydride based on the molecular 

peak [M+H-C2H6O] +, was present in 85 % of the samples, with an abundance of 3.2 %. Phthalic 

anhydride was detected in 1.6 % of the samples (Compound 63). Compounds 161 
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(unannotated) and 103 (5-[2,3-di(dodecanoyloxy)propoxy]-5-oxopentanoic acid, 

triacylglycerol) were found in 85 % of the samples, accounting for 1.6 % of the total 

abundance. Compounds 41, 32, 210, and 160 were detected in 70 % of the samples with a 

minimum abundance of 1.6 %. However, these compounds remain unannotated as they were 

fragmented during MS/MS analysis. Compounds 65 (dikojiacid A) and 107 (2,3-

di(octanoyloxy)propyl 9,10,11-tri(butanoyloxy)undecanoate, macrolide lactone) were present 

in 90 % of the samples but at a low abundance of 0.8 %. In the algal epimicrobiota, compounds 

49 and 36 (unfragmented) were consistently present but at very low abundances of 0.1 % and 

0.2 %, respectively. 

 
Figure II.4: Abundance and prevalence of metabolites within S. latissima epimicrobiota.                            
*: compounds with a MS/MS spectra. 

Multi-omics approach assess to interindividual variation within 

Saccharina latissima epimicrobiota. 

The association between the microbial communities (assigned ASVs of bacteria, 

eukaryotes, and fungi) and the total metabolites detected (MS data) was computed using a 

MFA. The graphical representation of the groups according to dimensions revealed that there 

was good agreement between the representation formed by the MFA and those formed by 

the bacteria, metabolites, eukaryotes, and fungi taken separately (Supp. Figure II.6A and 

Supp. Figure II.6B). All the groups (i.e., metabolites, eukaryotes, fungi, and bacteria) were 

relatively well represented by the first component of the MFA (bacteria: 30 % contribution, 

metabolites: 26 %, eukaryotes: 20 %, and fungi: 23 %) (Figure II.5A and Figure II.6). The 
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bacterial group exhibited the highest correlation with the first component of the MFA (Figure 

II.5C, r = 0.95). In contrast, the second principal component of the MFA clearly separated the 

fungi and metabolites from the bacteria and eukaryotes (Supp. Figure II.6A, fungi: 36 % 

contribution, metabolites: 26 %, bacteria: 18 %, and eukaryotes: 11 %) (Figure II.5B and Figure  

II.5C). 

An in-depth analysis of the metabolites or contribution of microorganisms to each 

dimension further highlighted the importance of fungi and eukaryotes (Supp. Figure II.6B). 

Indeed, because the fungal sequences were poorly represented in the dataset, they were 

highly structured within dimensions one and two. However, the total contribution of fungi in 

dimension 1 was small compared to that of the bacteria. The fungal ASVs that contributed the 

most to dimension 1 (Supp. Figure II.7A) were Debaryomyces sp. (F7), Puccinia sp. (F10), 

Amphinema sp. (F33), and Phlebia sp. (F9), and for dimension 2 were Sistotrema sp. (F4), 

Penicillium sp. (F18), Sporobolomyces sp. (F19), Debaryomyces sp. (F9), and Malassezia sp. 

(F35) (Supp. Figure II.7B). Debaryomyces sp. exhibited a strong contribution to both 

dimensions. However, because many microorganisms and metabolites contributed to the 

dimensions, the significance threshold was not reached when the top 150 data points were 

displayed. 

Variations in each group of variables for each individual epimicrobiota, that is, the 

epimicrobiota and their positions in relation to each other, were also studied (Figure II.6A). 

The axes of the partial individual factor map allowed us to observe how the individual would 

be placed if there was only one group of representations. The results for partial individuals 

showed that individuals 1 and 2 were particularly distinct from the others. Individual 1 mainly 

varied along dimension 1, which was well explained by all the groups, but mainly by bacteria, 

whereas individual 2 moved along dimension 2, which was mainly explained by a special 

combination of metabolites and fungal sequences (Figure II.6A). Furthermore, even if the 

factorial axes of the MFA appeared to be represented by one group, the different variables 

recorded were distributed homogeneously in the MFA plane (Figure II.6B and Supp. Figure 

II.6B).
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Figure II.5: Multiple Factor Analysis (MFA) result: axis representation. (A) Contribution of each group to Dimension 1 (B) Contribution of each group to 
Dimension 2 (C) Partial axes plot colored by group 
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Focusing on the top variables (with coordinates > 0.8 on dimension 1), we extracted 

97 bacterial ASVs, 12 eukaryotic ASVs, and two fungal ASV covariants with 44 metabolites 

(Supp. Table II.4A) corresponding to the variability of individual 1. Among these metabolites, 

11 were putatively annotated, including fatty acids (arachidonamide and 9-octadecenamide), 

amino acids (N-(2-methylbutanoyl)tryptophan and lauramidopropyl betaine), isoflavones 

(daidzein), and triterpenoids (halocynthiaxanthin acetate). There was a wide range of bacterial 

ASVs, such as Proteobacteria (31), Firmicutes (24), Bacteroidota (19), Actinobacteriota (14), 

Acidobacteriota (1), Campilobacterota (1), Deinococcota (1), Desulfobacterota (2), 

Fusobacteriota (1), Myxococcota (1), Patescibacteria (1), and Verrucomicrobiota (1). The 

taxonomic diversity within this group of organisms was very high, with 59 bacterial families, 

10 eukaryotic families, and two fungal families. The fungal ASVs were composed solely of 

Basidiomycota, Phlebia sp., and Puccinia sp. The eukaryotic ASVs were diverse, including 

Diatomea, Cnidaria, Porifera, Chlorophyta, Tunicata, and Basidiomycota (Malassezia sp.). 

Focusing on the top variables with coordinates > 0.8 on dimension 2, associated with 

individual 2, we extracted 66 metabolites, as well as 36 bacterial ASVs, 3 eukaryotic ASVs, and 

3 fungal ASVs (Supp. Table II.4B). The bacterial ASVs included Proteobacteria (16), 

Bacteroidetes (11), Desulfobacteria (4), Firmicutes (1), Fusobacteria (1), Nitrospirota (1), 

Planctomycetota (1), and Actinobacteria (1). The eukaryotic ASVs were Diatomea (2) and 

Arthropoda (1), while the fungal ASVs were Ascomycota (1), Basidiomycota (2), Penicillium sp., 

Sporobolomyces sp., and Sistotrema sp. These organisms covaried with 21 partially and 

putatively annotated metabolites, including fatty amides such as icosanamide, icos-11-

enamide, N-ethoxyethyl(oleamide), amino acids ( bis(Arginine)1,4-butanediol and Ac-Leu-Leu-

Arg-al), but also a saxitoxin (12-Deoxy-decarbamoylsaxitoxin), a coumarin (7-(N-Butyl)amino-

4-methylcoumarin), a naphthoquinone (7-demethylcristazarin), a benzofuranone, and a 

furanone (butenolides). 
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Figure II.6: Multiple Factor Analysis (MFA) result: group of variables in each individual epimicrobiota (1-6) (A) Individuals plot factor map (B) Plot of 
quantitative variables colored by cos2. 
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Discussion 

 Diversity of the microbial communities colonizing the epimicrobiota 

of Saccharina latissima and their ecological roles  

In our study, the microbial communities of S. latissima were identified using 16S rRNA 

gene sequencing to evaluate bacterial diversity, 18S rRNA gene sequencing to characterize 

whole eukaryotic diversity, and ITS fragment sequencing to target fungi more specifically. Our 

results showed that the bacterial and eukaryotic communities were specific to seawater and 

surface microbiota. In contrast, fungal communities (ITS sequence data) were less diverse on 

the algal surface than in seawater and did not follow similar patterns. 

Concerning the bacterial communities, our results showed wide community diversity 

in the S. latissima epimicrobiota constituting mostly of Alphaproteobacteria (25–56 %), 

Gammaproteobacteria (25–59 %), and Bacteroida (7–16 %). These proportions are typical of 

the microbiomes associated with brown algae (Burgunter-Delamare et al., 2023; Hollants et 

al., 2013; Parrot et al., 2019; Stratil et al., 2014, 2013). However, we also detected a few 

Planctomycetes, unlike the observations made in Laminaria hyperborea (Bengtsson et al., 

2010). Our results also showed strong interindividual variations in the epibacterial diversity 

among the 6 S. latissimi samples. This is consistent with the results of previous studies 

(Bengtsson et al., 2012; Lachnit et al., 2011; Stratil et al., 2013). Such fluctuations in 

epibacterial diversity can be explained by many factors such as temperature (Stratil et al., 

2013), salinity (Stratil et al., 2014), and season (Bengtsson et al., 2010; Burgunter-Delamare et 

al., 2023; Paix et al., 2019), leading to large variabilities in the microbiota composition of 

green, red, and brown macroalgae (Lu et al., 2023). This fluctuation has also been observed in 

some algae (apex, meristem, stipe, blade, and spike) and their ages (Burgunter-Delamare et 

al., 2023; Staufenberger et al., 2008). 

Despite the presence of large individual variations, we found a core bacterial 

epimicrobiota comprising Hyphomonadaceae, Granulosicoccaceae, Enterobacteriaceae, 

Rhodobacteraceae, and Flavobacteriaceae. These families have been identified as forming the 

core microbiota in previous studies. Notably, Granulosicoccaceae (6.3 %), including 

Granulosicoccus sp., has previously been observed in Saccharina sp. as belonging to the 
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microbiome  (Balakirev et al., 2012; Burgunter-Delamare et al., 2023); Rhodobacteraceae (3.2 

%) with Sulfitobacter sp. have also been identified in the Fucus sp. core microbiota (Stratil et 

al., 2014, 2013). The Hyphomonadaceae family has been depicted as part of the core 

microbiota of Taonia atomaria (Paix et al., 2019) and has been represented in our study by 

sequences affiliated with the genus Hellea sp. and Litorimonas sp. 

The core bacterial microbiota plays a fundamental role in the physiology of S. latissima. 

The brown alga Fucus sp., Rhodobacteraceae-affiliated species, notably Sulfitobacter sp. and 

Loktanella sp., produce vitamin B12 and siderophores that favor algal growth (Dogs et al., 

2017). Previous studies have reported that some of the bacterial genera identified in the 

present study, including Winogradskyella sp. (Dong et al., 2012) and Granulosicoccus sp. 

(Weigel et al., 2022) are involved in alginate degradation, which can contribute to growth and 

survival by helping regenerate tissue on the surface of alginate-rich brown algae, such as S. 

latissima. Algal epimicrobiota also play a role in regulating biofouling (Egan et al., 2008; 

Holmström et al., 2002). For example, Pseudoalteromonas sp. inhibits the colonization and 

metamorphosis of the polychaete Hydroides elegans (Dobretsov and Qian, 2002). This genus 

is also widely recognized for its antifouling activity (Ballestriero et al., 2010; Bowman, 2007; 

Dahms and Dobretsov, 2017; Egan et al., 2008, 2002; Holmström et al., 2002).  

Unlike epibacterial communities, the diversity of fungal communities within algal 

holobionts remains largely unexplored, and the taxonomic assignment of fungal species is 

often particularly difficult owing to a lack of fungal taxonomic data. However, recent studies 

have revealed that fungi establish symbiotic associations with marine macroalgae (Harvey and 

Goff, 2010; Loque et al., 2010; Vallet et al., 2018; Zuccaro et al., 2008, 2003). Access to the full 

diversity of the fungal epimicrobiota was challenging because 70–100 % of the fungal 

sequences remained unassigned. This is according to the results of the few studies conducted 

on marine fungi. (Chen et al., 2022; Yao et al., 2019). Nevertheless, our findings revealed low 

fungal diversity, characterized by 37 distinct ASVs, juxtaposed with strong interindividual 

variability. Several families identified in our samples were also found in the endophytic 

microbiota of S. latissima, including Cladosporiaceae, Malasseziaceae, and Aspergillus 

(Penicillium sp. in our study) (Tourneroche et al., 2020). Our study revealed the presence of 

Hypocreales and Pleosporales, which were also present in the epimicrobiota of Fucus sp. 

(Zuccaro et al., 2003). Among the Pleosporales, Alternaria sp. has been detected in Undaria 
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pinnatifida, Colpomenia sinuosa, and Sargassum sp. (Chen et al., 2022). Culture-dependent 

approaches have frequently been used for macroalgae, and the authors have managed to 

successfully isolate them. In this study, we detected Penicillium sp., Cladosporium sp., 

Debaryomyces sp., and Stereum sp. which have also been isolated from Culture-dependent 

approaches on various macroalgae (Abdel-Gawad et al., 2014; Fan et al., 2019; Godinho et al., 

2013; Zuccaro et al., 2008, 2003). The functions of the fungal epimicrobiota remain poorly 

understood. However, it has been established that Basidiomycota likely contributes to the 

degradation of plant biopolymers, notably cellulose and lignin (Hyde et al., 1998; van der Wal 

et al., 2013). Other studies have shown that fungi such as Mycophycias ascophylli (order 

Dothideomycetes), an endophyte of Ascophyllum nodosum, protect algae from desiccation 

and produce bioactive compounds that combat pathogens (Fries, 1988, 1979; Garbary and 

London, 1995; Garbary and MacDonald, 1995). In Fucus serratus, in contrast, spores of 

Acremonium fuci (family Hypocreales) can only germinate in the presence of algal tissue 

(Zuccaro et al., 2004), supporting algal-fungal interactions. In addition, certain endophytic and 

epiphytic fungi, notably those of the orders Pleosporales and Hypocreales, associated with 

brown macroalgae, also produce antibiotic, antifungal, antioxidant, and larvicidal compounds 

(Fan et al., 2019; Flewelling et al., 2015; Sarasan et al., 2017). 

Our investigation aimed to delineate the total eukaryotic community (18SrRNA 

dataset) within the epimicrobiota of S. latissima. The results showed that the colonization of 

S. latissima was more specific than that of seawater. This eukaryotic diversity, considered as 

biofouling, is already a subject of interest, notably in the farm cultures of S. latissima (Førde 

et al., 2016; Matsson et al., 2019; Peteiro and Freire, 2013; Rolin et al., 2017). We also showed 

that S. latissima is specifically colonized by numerous organisms (macro- and 

microorganisms). This diversity is mainly composed of Ectocarpales and Ochrophyta, 

corresponding to the macroalgal spores attached to the biofilm formed by the algal 

epimicrobiota, with Ectocarpus sp. and Ulva sp. frequently found in S. latissima cultures 

(Peteiro and Freire, 2013). Furthermore, the abundance of macroalgal spores is influenced by 

their multicellular nature, resulting in a greater presence of 18S rRNA genes. The presence of 

Diatomea (Mediphyceae, Thalassiosira sp.) in the biofilm is not surprising, as they are a food 

source for copepods or ciliates, notably Harpacticoida and Oligomenophorea also present in t 

(Peteiro and Freire, 2013). 
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Here, we showed that these organisms form the core eukaryotic epimicrobiota 

(18SrRNA dataset) in S. latissima. However, in the literature, these organisms are considered 

as biofouling and not just as the "core microbiota.” Nevertheless, in conjunction with the 

surrounding seawater, the juxtaposition of their limited abundance and the relatively small 

number of ASVs attributed to micro- and macro-foulants is quite complex. S. latissima appears 

to be colonized by only a handful of organisms, and these observations highlight the ability of 

the S. latissima holobiont to control biofouling. Brown macroalgae have been particularly 

studied for their ability to produce antibacterial compounds, including anti-quorum sensing 

(QS), anti-algae, anti-diatoms, and anti-larvae, as reviewed by (Chapman et al., 2014; Dahms 

and Dobretsov, 2017; Saha and Wahl, 2013), but this ability has not been demonstrated for 

the S. latissima holobiont. 

Surface metabolome of S. latissima  

We determined the surface metabolome of S. latissima using a non-targeted 

metabolomic approach. The annotation of metabolomes from marine holobionts is still 

challenging because of the lack of common databases (Paix et al., 2019), and because only a 

few marine holobionts have been previously explored using metabolomics (corals, sponges, 

and some macroalgae). However, putatively annotated metabolites can provide valuable 

information on possible interactions between different partners of the holobiont (Paix et al., 

2019; Parrot et al., 2019). 

Within the S. latissima surface metabolome, our metabolomic analyses revealed 97 

metabolites, 7 superclasses, 28 classes, and 39 subclasses of compounds, with 95 molecular 

formulas and 60 putative annotations. The most common compounds were fatty acids (12 

compounds) including cis-11-eicosenamide, 13-docosenamide, and 9-octadecenamide. The 

role of fatty acids remains unclear; however, their diversity is important in macroalgal 

holobionts (Paix et al., 2020, 2019). They are used as biosurfactants and have been detected 

In various species, such as bacteria (Bacillus sp.), fungi, algae, plants, and sponges (Donio et 

al., 2013; Jamal and Satheesh, 2022; Kendel et al., 2013). Hexacanamide and erucamide have 

been identified in several large clusters (Reddy et al., 2023). Other studies have shown that 

amine fatty acids are present in healthy coral microbiota and decrease during diseases (Chen 
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et al., 2017; Pei et al., 2022). Certain fatty acids have been shown to inhibit pathogen virulence 

(Nobori et al., 2018; Xiao et al., 2004). 

Compounds that are also widely diverse are small peptides (14) such as N-(2-

methylbutanoyl)-tryptophan and Kalimantacin C. Low-molecular-weight peptides isolated 

from bacteria and fungi display general biological activities, such as antibacterial and 

antifungal activities (Sánchez and Vázquez, 2017). Some peptides are known to inhibit QS, a 

communication mechanism based on cell density (Gowrishankar et al., 2019; Li et al., 2023; 

Wang et al., 2022b; Yu et al., 2021). Kalimantacin C, isolated from Alcaligenes sp., has strong 

antibiotic activity against Staphylococcus aureus (Kamigiri et al., 1996). In addition, we 

detected two naphthoquinones that could be involved in interactions between 

microorganisms. Quinones affect various cellular signaling pathways that promote and protect 

against inflammatory responses and cellular damage (Kumagai et al., 2012). 

In this study, we highlight the core metabolome of the Saccharina latissima 

epimicrobiota, composed of putatively annotated diethyl phthlate, dikojiacid A, compound 

103 (5-[2,3-di(dodecanoyloxy)propoxy]-5-oxopentanoic acid, triacylglycerol), compound 107 

(2,3-di(octanoyloxy)propyl 9,10,11-tri(butanoyloxy)undecanoate, macrolide lactone), and 

arabinofuranosyluracil. However, the attribution of compounds to a particular organism 

remains difficult because of a lack of information in the databases and the huge diversity of 

organisms present on the surface of S. latissima. The presence of diethyl phthalate is rather 

common, and it is generally produced by bacteria and fungi, such as Streptomyces sp., 

Brevibacterium sp., and Penicillium sp. (Huang et al., 2021; H. Zhang et al., 2018). This 

compound displays antimicrobial and cytotoxic activities and is involved in many types of 

interactions between microorganisms (Al-Bari et al., 2005; Huang et al., 2021). Compound 103 

is a member of the triacylglycerol family; however, its role remains to be explored. 

Nevertheless, the presence of triacylglycerols (TAGs) is not surprising given that macroalgae 

are a source of biofuels. Compound 107 is a macrolide lactone whose role is unknown; 

however, several studies have shown that macroalgal macrolide lactones are effective 

antibiotics. These compounds are produced by both bacteria and fungi (Carroll et al., 2022; 

Chakraborty et al., 2021, 2020; Kizhakkepatt Kizhakkekalam et al., 2020). Dikojiacid A is a 

natural kojic acid dimer isolated from the plant endophyte Aspergillus flavus (Xu et al., 2018). 

Kojic acid is a Cu-chelating compound with anti-inflammatory and antioxidant properties 



 
96 

(Cabanes et al., 1994; Choi et al., 2012). Arabinofuranosyluracil, also known as spongouridine, 

has been isolated from the holobiont of the marine sponge Tectitethya crypta and yellow 

gorgonian Eunicella cavolini (Bergmann and Burke, 1956; Cimino et al., 1984). Its production 

by Vibrio harveyi has also been demonstrated (Bertin et al., 2015). However, other epiphytic 

organisms such as S. latissima may be capable of producing it. 

Among the compounds of the epimetabolome, we detected daidzein and an unknown 

flavonoid compound (phytoestrogen), as well as two coumarins, 7-ethylamino-4-

methylcoumarin and 7-N-butyl-amino-4-methylcoumarin, which are potentially involved in 

cross-kingdom interactions. Coumarins are frequently involved in cell signaling, especially QS 

and biofilm formation, as activators or inhibitors (“Coumarin,” 2018; Gutiérrez-Barranquero 

et al., 2015; Lee et al., 2014). Antibacterial, antiviral, and antifungal coumarins produced by 

bacteria, fungi, and algae have been reported in previous studies (Dixit et al., 2020). We also 

identified two furanones: an unknown butenolide with the molecular formula C22H22O2 and a 

methyl-furanone. Furanones are strong QS inhibitors (Kuehl et al., 2009; Manefield et al., 

2002; Phainuphong et al., 2017; Vallet et al., 2020). The red macroalga, Delisea pulchra, 

regulates fouling and colonization by pathogens (De Nys et al., 1995; Harder et al., 2012; 

Rasmussen et al., 2000). Since then, numerous furanones and butenolides produced by 

bacteria and fungi have shown promise as antifouling compounds (Paulitz et al., 2000; 

Phainuphong et al., 2017; Vallet et al., 2020). Overall, our study indicates that the S. latissima 

surface metabolome includes numerous metabolites that are potentially involved in the 

chemical interactions between organisms. 

Interindividual correlation of the microbial diversity and surface 

metabolome.  

To draw links between the variations in the phyla and compounds, we correlated 

microbial diversity and metabolomic patterns. We previously highlighted the existence of a 

bacterial microbiota core composed of abundant ASVs and a metabolome core within the 

epimicrobiota of S. latissima. The results were consistent with that of a previous study on the 

epiphytic bacteria of the brown alga Taonia atomaria (Paix et al., 2021a, 2019). However, 

significant variations were observed in the microbial communities and associated metabolites 

of the two algal samples (Figure II.5). In all the other individuals, the microbial communities 
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and associated metabolomes were relatively similar. Unfortunately, we currently lack an 

explanation for these unique variations observed exclusively in two individuals. However, they 

give us the opportunity to study co-variations between microbial communities and associated 

metabolites. 

The covariation group associated with the epimicrobiota of individual no. 1 comprised 

bacteria (97 ASVs), eukaryotes (12 ASVs), fungi (2 ASVs), and 44 metabolites (11 putatively 

annotated). This individual varied along dimension one, indicating that the bacteria and 

metabolites differed significantly. The taxonomic diversity within this group of organisms was 

very high, with 59 bacterial, 10 eukaryotic, and 2 fungal families. These bacteria included 

Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, and Proteobacteria. Among the eukaryotes 

(eukaryotic 18S rRNA-based and ITS fragment-based datasets), we found the Cercozoa, 

Chlorophyta, Ciliophora, Cnidaria, Diatomea, Phragmoplastophyta, Porifera, Tunicata, and 

Basidiomycota phyla. The metabolites putatively annotated to form this group were fatty 

acids (arachidonamide and 9-octadecenamide), amino acids (N-(2-methylbutanoyl)-

tryptophan and lauramidopropyl betaine), isoflavones (daidzein), and triterpenoids 

(halocynthiaxanthin acetate). Moreover, fatty acid amides have been shown to have a high 

toxic potential for fish and grazing organisms (Bertin et al., 2015). Fucoxanthin and 

carotenoids, including halocynthiaxanthin acetate, are among the metabolites involved in the 

chemical defense of algae (Saha et al., 2011). 

The second covariation group, associated with the epimicrobiota of individual no. 2, 

comprised bacteria (36), eukaryotes (3), and fungi (3), linked to 66 metabolites (21 putatively 

annotated). The epimicrobiota of sample no. 2 was particularly interesting because it 

highlighted a strong covariation between the fungal communities (ITS fragment dataset) and 

metabolomic data, indicating that fungi may drive the production of the main chemical 

compounds in the epimicrobiome of this individual. This individual exhibited the highest 

abundance of fungi. Such observations are not surprising, as marine fungi are important 

producers of secondary metabolites (Deshmukh et al., 2018; Gonçalves et al., 2022; Hasan et 

al., 2015; Imhoff, 2016). However, their diversity and roles in algal epimicrobiota remain 

unclear and poorly studied (Chen et al., 2022; Yao et al., 2019). This observation suggests that 

fungi produce specific and different metabolites depending on the algae sampled, whereas 

core bacteria may produce identical compounds among the different epimicrobiota. This 



 
98 

consortium group included 20 bacterial families, as well as two eukaryotic and three fungal 

families. The most abundant bacterial phyla were the Bacteroidetes and Proteobacteria. The 

eukaryotic families (18S-based dataset) included Harpacticoida and Fragilariales and the fungi 

families (ITS-based dataset) included Aspergillaceae, Sporidiobolaceae, and Hydnaceae. The 

metabolites involved in this group were fatty amides such as icosanamide, icos-11-Enamide, 

N-Ethoxyethyloleamide, amino acids (Bis(Arginine)1,4-butanediol and Ac-Leu-Leu-Arg-al), but 

also a saxitoxin (12-Deoxy-decarbamoylsaxitoxin), a coumarin (7-(N-Butyl)amino-4-

methylcoumarin), a naphthoquinone (7-Demethylcristazarin), a benzofuranone and a 

furanone (butenolides). Within this group of covariations, defensive metabolites were also 

involved, including fatty acid amides (Bertin et al., 2012) and anti-QS compounds, such as 

furanones and their derivatives (de Nys et al., 1993; Harder et al., 2012). 

The algal holobiont of S. latissima, like many macroalgae, is a site of intense, 

multidirectional communication between microorganisms (Egan et al., 2013; Tourneroche et 

al., 2020, 2019; Wahl et al., 2012), and our results support this view. We identified several 

compounds involved in the interactions between organisms, such as antibiotics (neomycin B) 

and phytoestrogens, and compounds involved in QS, such as coumarins. These metabolites 

can be produced by many organisms in response to environmental stressors or pathogen 

development and were not detected in individuals 1 and 2. A striking result was the 

covariation of furanone (butenolides, C22H22O2) and benzofuranone (C18H22O6) with several 

organisms, including bacteria, fungi (Penicilliums sp., Sporobolomyces sp., Sistotrema sp.), and 

eukaryotes of the Fragilariales and Harpacticoida families. In general, QS inhibitors are 

produced by bacteria, fungi, and algae to regulate microbial fouling by inhibiting biofilm 

formation or attachment (Dobretsov et al., 2011b; Li et al., 2018; Stewart et al., 2014; Vallet 

et al., 2020; Yin et al., 2019). Thus, fungal and bacterial communities may play a role in the 

defense of the algae against biofoulers and pathogens in S. latissima. 

Overall, our analysis suggests that bacterial and fungal consortia drive the expression 

of a specific set of metabolites. This result is in line with previous studies on the scale of 

bacterial communities in algal holobionts (Bonthond et al., 2020; Burke et al., 2011b, 2011a; 

Florez et al., 2017). It is also important to note that our study did not highlight the metabolic 

response of S. latissima to changes in its microbiota, which could induce the production of 

other compounds in response to changes in its microbial communities. Our approach enabled 
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us to establish a link between the structure and function of microbial communities and 

identify two microbial consortia involved in the possible chemical defense of macroalgae. 
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Chapitre III.  Importance du quorum 

sensing dans la re gulation de 

l’e pimicrobiote de S. latissima 
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Avant-propos  

Pour aller plus loin dans la compréhension des interactions au sein de l’épimicrobiote 

de Saccharina latissima, nous avons évalué l’impact d’une modification des signaux de 

communication de quorum sensing (QS) dans la régulation de la composition taxonomique et 

des métabolomes de surface de Saccharina latissima. Nous avons suivi les modifications des 

communautés microbiennes et des composés associés au cours du temps en présence 

d’activateurs et d’inhibiteurs des mécanismes du QS.  

Ce chapitre est présenté sous la forme d’un article de recherche en cours de rédaction. 

Les données relatives à la diversité microbienne et aux métabolomes sont en cours d’analyses 

approfondies. Une corrélation entre les données de diversité microbienne et de 

métabolomique sera également effectuée par le package R, MixOmics, à l’image de celles 

conduites dans le chapitre II. Les références bibliographiques citées dans cet article sont 

indexées à la fin du manuscrit. Les figures supplémentaires se trouvent dans les Annexes du 

Chapitre III et dans les Annexes Électronique du Chapitre III.  
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Introduction 

Brown macroalgae, particularly the Laminariales, play a crucial role in temperate 

coastal ecosystems and are strong primary producers. Saccharina latissima stands out as one 

of the primary brown macroalgae species in Europe. These macroalgae serve as nutrient 

sources for numerous organisms and have a substantial impact on biodiversity (D. Schiel and 

Lilley, 2007; Schiel and Foster, 2006). Like many eukaryotes, brown macroalgae are colonized 

by a multitude of microorganisms, forming with their host a "superorganism" called holobiont 

(Egan et al., 2013; Wahl et al., 2012). The algal epimicrobiota resembles a biofilm, known as a 

"second skin" (Wahl et al., 2012), is the site of specific chemical and ecological interactions 

(Egan et al., 2013; Wahl et al., 2010). The interactions between the colonizing microorganisms 

are finely regulated by the production of chemical substances that can impact both the host 

and epimicrobiota physiology (Coelho-Souza et al., 2017; Dittami et al., 2016; Goecke et al., 

2010). These microorganisms in the algal holobiont have strong, multidirectional interactions 

that rely on the production of chemical signals (Egan et al., 2013; Goecke et al., 2010; Harder 

et al., 2012). Macroalgae are also capable of chemically gardening protective microorganisms 

for enhanced protection against disease (Saha and Weinberger, 2019). However, our 

understanding of surface-mediated signaling processes and the nature of chemical mediators 

is still very limited. Overall, our understanding of the diversity of colonizing microbes and their 

ecological roles, as well as how they interact with each other and their host, remains 

incomplete. 

Quorum sensing (QS), a microbial communication mechanism based on cell density, 

plays a key role in biofilm formation (Fuqua et al., 1994; Nealson, 1977; Schulz, 2014) 

modulates the expression of various genes, including, among others those related to virulence 

factors, sporulation, or bacterial conjugation (Abisado et al., 2018; Atkinson and Williams, 

2009; Bassler, 1999). Although the role of QS in algal holobionts has received limited attention, 

studies have underscored that bacterial strains in symbiosis with some hosts emit QS 

autoinducers, and more specifically N-acyl-homoserine lactone (AHLs) and type 2 autoinducer 

(AI-2), emphasizing the importance of considering QS relationships within the algal microbiota 

(Rolland et al., 2016). In macroalgae, it has notably been shown that zoospores of the genus 

Ulva sp. (a green macroalga) are slowed by the QS compounds produced by bacterial biofilms 
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favoring their settlement (Joint et al., 2007; Tait et al., 2005; Wheeler et al., 2006). We also 

revealed in previous work from our lab that endophytic microorganisms isolated from the 

brown alga Saccharina latissima were able to communicate using QS compounds, notably AI-

2. Collectively, all these data highlight the importance of QS compounds as key metabolites in 

the complex network of interactions within the algal holobiont (Tourneroche et al., 2019).  

Additionally, research to reveal the roles of QS within marine holobionts has revealed 

its widespread nature, as many communities associated with these organisms, including 

pathogens, have the ability to produce autoinducers (Meyer et al., 2016; Rosenberg et al., 

2007; Zimmer et al., 2014). Alterations in these chemical signals have been implicated in 

polymicrobial diseases and dysbiosis (KleinJan et al., 2023; Tait et al., 2010). To defend 

themselves against pathogens and regulate the colonization of surfaces by micro-organisms, 

some organisms have adopted anti-QS strategies. The best-known example is the red 

macroalga Delisea pulchra producing halogenated furanones (De Nys et al., 1995; de Nys et 

al., 1993). These compounds were shown to inhibit QS circuits, enable the alga to defend itself 

against pathogens and grazers, also regulating (“gardening”) its surface microbiota (Manefield 

et al., 1999; Rasmussen et al., 2000; Wright et al., 2004, 2000). Many macroalgae have been 

shown to produce QS-inhibiting compounds, such as the red macroalga Asparagopsis 

taxiformis (Jha et al., 2013), the brown macroalgae Padina gymnospora (Sethupathy et al., 

2016) and Sargassum sp. (Schwartz et al., 2017), the green macroalga Ulva sp. (Batista et al., 

2014) and many others (Carvalho et al., 2017; Dahms and Dobretsov, 2017). Nevertheless, the 

mechanisms involved in the production of such compounds, particularly in brown macroalgae, 

remain relatively unexplored. QS compounds (either activating or inhibiting QS circuits) can 

originate not only from the alga itself but also from its microbiota, rendering surface 

interactions even more intricate and dynamic, though these processes have yet to be fully 

deciphered. 

The aim of this study was to determine how QS affects the regulation of the microbiota 

on the surface of the model brown algae Saccharina latissima. To this end, we added two 

synthetic QS compounds - an activator, C10-HSL, and an inhibitor, furanone C30 - to 

laboratory-cultivated Saccharina latissima sporophytes. We monitored the change in 

microbial communities (bacterial, fungal, and other eukaryotes) and surface metabolomes 

over time. Our study aimed to understand and quantify the impact of these QS compounds 
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on microbial communities (based on a metabarcoding approach) and on the emission of 

chemical compounds (based on a metabolomics approach). Such methodology allowed us to 

gain a deeper insight into the composition of epiphytic communities on Saccharina latissima, 

on how the microbiota diversity and functions are impacted by particular QS signaling 

compounds, involved in cell-cell interactions. 

Materials and methods 

Selection of QS compounds concentrations  

To determine the minimum concentration of QS compounds to be used in this algal 

epimicrobiota modification experiment, a calibration experiment was first carried out. Three 

young seedlings were selected and placed in pillboxes (17) containing sterile seawater. QS 

compounds (C10-HSL and furanone-C30) were added at different concentrations: 0.1; 1; 10 ; 

25 and 50 µM diluted in EtOH (100%). Two controls were performed (i) addition of seawater 

(ii) addition of EtOH. Pills were incubated at 13°C with a 12/12 light cycle for 72 h. Maximum 

photosystem II yield (Fv/Fm) was then measured at T0h, T24h, T48h and T72h using a 

JuniorPAM (Walz, Effeltrich, Germany). Seedlings were darkened for 10 minutes prior to 

measurement. Data were processed on GraphPad Prism 9.5.1. using a Kruskal-Wallis’s test.  

In vitro modification of algal epimicrobiota by QS compounds 

Prior to experimentation, 3 sporophytes (in quintuplicate) were taken from the 

seedling culture. The seedlings were then separated, distributed in 9 * 2L bottles (approx. 18 

sporophytes/bottle) containing sterile seawater (750 ml), and acclimatized for 72h, at 13°C, in 

a 12:12 cycle. In each bottle and in quintuplicate, at T0h, a compound involved in QS (C10-

HSL) or an inhibitor of QS mechanisms (halogenated furanone C30) at a concentration of 0.5 

µM (in EtOH) was added. Controls (also in quintuplicate) consisted respectively of sterile 

seawater and EtOH (10µL). The bottles were incubated again under the same conditions as 

before. At T0h, T24h, T48h, T72h and T7day, 3 sporophytes from each bottle were taken and 

immediately sampled (see below). A glass filter control in sterile seawater was also carried 

out.   
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Sampling of algal epimicrobiota 

Sporophytes were collected (3 per bottle, 5 bottles by conditions) and disposed in Petri 

dishes (35mm) after a quick draining. The three algae were scraped with a glass fiber filter 

(GF/F, 37 mm diameter), previously calcined (400°C). The glass fiber filter was split into two 

and then transferred to a hemolysis tube, one containing 1 ml of MeOH (metabolites samples) 

and one containing 1 ml of distilled water (DNA samples). The glass filter control was 

separated in the same way. All samples were then vortexed and transferred to -20°C waiting 

for metabolites and DNA extractions.  

Extraction of total DNA from algal epimicrobiota  

The DNA samples (glass fiber filters) were vortexed and transferred into the Lysing 

Matrix E tube of the FastDNA™ SPIN kit for Soil (M.P. Biomedicals). The DNA extraction was 

performed following the recommendations of the kit without any modification. Then, the 

extracted DNA was quantified with a Quantus fluorometer (Promega) and the quality was 

checked with a DeNovix® DS-11 FX+ Spectrophotometer/Fluorometer. 

Nanopore MinION-based high-throughput sequencing 

Rosella Biosystem facilities (Clapiers, France) performed the high-throughput 

sequencing following their routine protocols. Briefly, 16S rRNA, 18S rRNA genes, and ITS 

genomic fragments were separately amplified by PCR using respective primers 341F/1391R 

(Beckers et al., 2016; Thomas et al., 2020), 391F/1626R (Hugerth et al., 2014), ITS-u1/ITS-u4 

(Cheng et al., 2016). The used primer pairs are described in Supp. Table III.1.  

The ZymoBIOMICS Microbial Community DNA Standard (ZymoResearch, USA) was 

used as positive control. A 30-cycles PCR was conducted using the UCP Multiplex PCR Kit 

(Qiagen, USA) under the following conditions: 95°C for 15 min, followed by 30 cycles of 95°C 

for 30 s, 55°C for 30 s, and 72°C for 3 min, after which a final elongation step at 72 °C for 10 

min was performed. After amplification, library preparation and indexing were performed 

with the Native Barcoding 24 kit V14 (Oxford Nanopore Technologies, UK). Sequencing was 

finally performed on a MinION following the manufacturer's guidelines and using MinION flow 

cells (R10.4.1) (Oxford Nanopore Technologies, UK). Rosella biosystem also performed raw 

data processing. Information on these steps, such as denoising and assignment, can be found 

in Supp. Materials and Methods.   
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The OTUs tables were then exported and the results were processed using Rstudio 

(4.2.3, 2023-03-15) (R Core Team, 2023) with the library phyloseq (v.1.40.0)  , ggplot2 (v.3.4.0), 

vegan (v.2.6.4), dplyr (v.1.0.10), scales (v.1.2.1) , reshape2 (v.1.4.4) (McMurdie and Holmes, 

2015, 2013) on the following GitHub available workflow https://joey711.github.io/phyloseq/. 

α-diversity indexes (Chao 1, Simpson, and Shannon diversity index) were calculated, bar plots 

and statistical analyses (Kruskal-Wallis’s and Dunn’s tests) were performed using GraphPad 

Prism 9.5.1. 

Extraction of metabolites and LC-MS-based Metabolomic Analysis  

Metabolites samples were vortexed then centrifuged (10000 rpm, 15 min) and the 

supernatant was recovered and filtered (fiber paper). To recover the maximum of compounds, 

the glass filter was rinsed 4 times with MeOH while recovering and filtering each time the 

supernatant (fiber paper). The samples were then dried and resuspended with MeOH before 

centrifugation to remove all traces of fiberglass before being dried again. To remove the salt, 

the sample was diluted in ethyl acetate, then in distilled water and a liquid-liquid extraction 

was performed. The ethyl acetate organic phase was collected and evaporated.  

Samples were then solubilized in 40 µL of methanol and analyzed by HPLC-MS/MS in 

one batch and a random batch (5 samples followed by 3 QCs in alternating order) following 

the laboratory protocols already established (Tourneroche et al., 2020; Vallet et al., 2018). The 

separation occurred onto the C18 Acclaim™ RSLC PolarAdvantage II column (2.1 × 100 mm, 

2.2 μm of pore size; Thermo Fisher Scientific, United States) connected to a Dionex Ultimate 

3000 HPLC system and coupled to a Maxis IITM QTOF mass spectrometer (Bruker, United 

States) with an electrospray ionization source. The MS parameters were 3.5 kV of electrospray 

voltage, 35 psi of nebulizing gas (N2) pressure, drying gas (N2) flow rate of 8 L.min–1, and 200°C 

of drying temperature. The mobile phases were water (0.1 % formic acid) and acetonitrile (0.1 

% formic acid, solvent B) following a gradient of B at 5, 50, 90, and 5% for 0, 9, 15, and 21 min, 

respectively.  

LC-MS/MS data were analyzed using DataAnalysis (version 4.4 Bruker Daltonik GmbH) 

and converted to “.mzXML”. The LC-MS/MS data were preprocessed on MzMine 3.2.8  (Pluskal 

et al., 2010; Schmid et al., 2023) with a noise level of 1E3 for MS1 and 2E1 for MS2, the ADAP 

chromatogram built with a minimum group size of scan of 2, a group intensity threshold and 

https://joey711.github.io/phyloseq/
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minimum highest intensity at 1E3 (Myers et al., 2017). The chromatograms were resolved with 

ADAP Module Disclaimer with S/N threshold at 10, minimum feature height at 1, 

coefficient/area threshold at 10, 0.02-1.00 for peak duration range and 0.10-0.50 for RT 

wavelet range. The data were then deisotoped and filtered to only keep peaks with MS2 scans 

and a RANSAC alignment has been performed. After alignment, the white was subtracted from 

the matrix. This step eliminates any compounds that may have come from external 

contamination during experimentation. The data were then exported on FBMN-GNPS to build 

a molecular network with a cosine of 0.6 and 4 minimum matched fragment ions, precursor 

ion mass tolerance (PIMT) and fragment ion mass tolerance (FIMT) at 0.05 Da (Nothias et al., 

2020; M. Wang et al., 2016). Metabolites were annotated with various GNPS tools, including 

Library Search, Dereplicator, Dereplicator + (Mohimani et al., 2018), as well as Sirius 5.6.3 

(Dührkop et al., 2019) using the tools Molecular formula identification, ZODIAC, CSI:FingerID, 

CANOPUS (Djoumbou Feunang et al., 2016; Dührkop et al., 2021, 2015; Hoffmann et al., 2021; 

Kim et al., 2021; Ludwig et al., 2020). Furthermore, the m/z values and mass formulas were 

searched and annotated using the natural products databases NPAtlas, MarinLit, and LOTUS 

(Rutz et al., 2022; van Santen et al., 2019; van Santen et al., 2022). The annotations were 

added to the network using Cytoscape 3.10.0 software (Shannon et al., 2003).  

Integration of Surface Metabolome and Surface Microbiota Datasets: 

Multi-omics approach  

LC-MS metabolomics (features) and metabarcoding (bacterial, eukaryotic and fungal 

ASVs) data for each of the Saccharina latissima epimicrobiota samples were correlated. Using 

the mixOmics package, we looked at how this dataset varied over time and as a function of 

the compounds added (Rohart et al., 2017).  

  



 
112 

Preliminary Results 

Selection of QS compounds concentrations  

Young Saccharina latissima sporophytes were exposed to the QS compounds C10-HSL 

(QS circuits activators) and furanone C30 (QS circuits inhibitors). Furanone C30 was found to 

be significantly toxic to sporophytes from a concentration of 10 µM (p-value <0.0001, Kruskal-

Wallis’s test), leading to sporophyte death within 12 hours (Supp. Figure III.1). At a 

concentration of 1 µM, furanone had no significant effect on the Fv/Fm ratio (p-value > 0.5, 

Kruskal-Wallis’s test). However, as a precautionary measure, this concentration was divided 

by 2 during experimentation. The addition of ethanol, the solvent for the added compounds, 

had no effect on Saccharina latissima sporophytes (p-value > 0.999, Kruskal-Wallis’s).  

Effect of QS compounds on bacterial diversity 

Bacterial diversity was studied using 16S rRNA sequencing. The results showed, first, a 

common pattern before acclimatization of the sporophytes in the bottles, and inter-individual 

variability: 1, 3 and 4 were similar, as were individuals 2 and 5 (Figure III.1 and Supp. Figure 

III.2). However, these 5 individuals were composed of the same bacterial classes, with 

Gammaproteobacteria at 90% abundance in individuals 2 and 5, compared with 20% in the 

others, followed by Alphaproteobacteria (12%), Cyanobacteriia (8%), Bacteroidia (2%), 

Actinobacteria (0.5%) and Planctomycetes (0.5%). After acclimatization in bottles, 

corresponding to T0, bacterial communities were very similar, with 90% 

Gammaproteobacteria of the genus Paraglaciecola sp., 5% Cyanobacteriia and 3% 

Alphaproteobacteria. After 24 h, the addition of EtOH led to an increase in the abundance of 

Shewanellaceae (43% vs. 0.1% at T0), but also Flavobacteriaceae (2% vs. 0.1%) and 

Sphingomonadaceae (1.5% vs. 0.05%). The addition of C6-HSL dissolved in EtOH had no effect 

on bacterial community abundance compared to T0. The addition of furanone resulted in a 

decrease in Alteromonadaceae (66% vs. 90%) and an increase in Enterobacteraceae (22% vs. 

1%) compared with T0.  
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Figure III.1: Bacterial diversity at Class and Family level within Saccharina latissima epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: EtOH for 
ethanol addition (control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit). 
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After 48h and 72h, the bacterial communities that had received C10-HSL and furanones 

had returned to the T0 community composition. Concerning sporophytes exposed to ethanol, 

had returned to the T0 state, after a transitional state at 48h composed of Enterobacteriaceae 

and Cyanobacteriia, very similar to the epimicrobiota of sporophytes 24h after exposure to 

furanone. At 72 h, the bacterial communities in each condition were composed of the same 

bacterial genera, with 80% Paraglaciecola sp., 10% Alteromonas sp. and 1-2% Thalassospira 

sp.  

After 7 days, the bacterial communities exposed to EtOH were composed of 

Paraglaciecola sp. (49% vs. 80% at T72h), Escherichia-Shigella sp. (10%), Enterobacter sp. (7%), 

Alteromonas sp. (5%) and Thalassospira sp. (5%). Communities exposed to AHLs were similar, 

with a clear decrease in Paraglaciecola sp. (27% vs. 82% at T72h), the detection of Escherichia-

Shigella sp. (21%), Enterobacter sp. (16%) and Klebsiella sp. (4%), Alteromonas sp., Citrobacter 

sp. and Thalassospira sp. (2% each). Communities exposed to furanones were composed of 

the same communities as those exposed to C10-HSL, but with the emergence of the genera 

Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., Ruegeria sp. and Vibrio sp., with over 1% abundance 

compared with 0.05% at the other sampling times. 

Diversity indices α (Chao1, Shannon, Simpson) were calculated for all samples (Supp 

Figure III.3). The indices showed that bacterial diversity did not vary significantly between 

samples (p-value > 0.56, Kruskal-Wallis's test) except for the Shannon index of samples 

corresponding to the furanone condition after 7days, where bacterial diversity was higher 

than at T0h (p-value: 0.0369, Kruskal-Wallis's and Dunn's tests). 

Effect of QS compounds on fungal diversity  

Fungal diversity was studied by sequencing the ITS fragment. However, detection of 

fungal communities was hampered by the large number of ITS sequences from Saccharina 

latissima (97%), which were particularly well detected with ITS primers (Supp. Figure III.4). 

OTU10, corresponding to Saccharina sp., and OTU11, corresponding to Saccharina latissima, 

were eliminated from the dataset to gain greater visibility of fungal OTUs. Fungal communities 

were particularly diverse, with high inter-individual variability (Figure III.2). 
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 Before sporophyte acclimatization, fungal communities were composed of 

Basidiomycota (50%) and Ascomycota (48%), whereas at T0, Ascomycota were dominant with 

65% against 31% Basidiomycota. Over the experimentation, from 24h to 72h, the dominant 

fungal phylum was Basidiomycota (75%) versus 15% Ascomycota in all conditions. After 7 days, 

the compositions were reversed, with Ascomycota predominating at 45% against 30% 

Basidiomycota. In bottles containing furanone, the difference was even more marked, with 

only 19% Basidiomycota. This variation in Basidiomycota came from the family of 

Sporidiobolaceae, genus Rhodotorula sp. which fluctuate in the same way (10-71% 

abundance). At T7days, they dropped sharply to less than 1% abundance.  

The other genera present were highly variable from one epimicrobiota to another 

before acclimatization, during experimentation and even within a bottle over time. However, 

as Rhodotorula sp., some species were particularly redundant at variable abundances, such as 

Penicillium sp. with between 0.1-5%, in all samples, Cladosporium sp. between 0.3-20%, 

Malassezia sp. between 1-20%, Alternaria sp. between 0.3-12% and Aspergillus sp. 0.1-3% 

(Supp. Figure III.5).  

Diversity indices α (Chao1, Shannon, Simpson) were calculated for all samples (Supp 

Figure III.3). The indices showed that fungal diversity did not vary significantly between 

samples (p-value > 0.19, Kruskal-Wallis's test) except for the Simpson index of samples taken 

after 7 days, the fungal diversity of samples exposed to furanone was higher than those 

exposed to C10-HSL (p-value: 0.0293, Kruskal-Wallis's and Dunn's tests). 
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Figure III.2: Fungal diversity at the Class and Family level within Saccharina latissima epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: EtOH for 
ethanol addition (control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit). 
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Effect of QS compounds on eucaryotic diversity  

Our study of the eukaryotic diversity by 18S rRNA sequencing of the epimicrobiota of 

young Saccharina latissima. This analysis revealed a high predominance of the Phaeophyceae 

class (97% of all sequences). The surface eukaryotic community of Saccharina latissima was 

composed of the order Ectocarpales (40%), Tilopteridales (15%), Laminariales (14%), 

Dictyotales (6.8%) and Fucales (5.2%) (Figure III.3). The most common genera were Stchapovia 

sp. (31% of all sequences), Phaeosiphoniella sp. (19%), Halosiphon sp. (9%), Padina sp. (2%) 

and Laminaria sp. (2%) (Supp. Figure III.6). These communities remained unchanged during 

acclimatization of the sporophytes in the bottles and were not affected by the addition of the 

compounds (EtOH control, C10-HSL and furanone C30) at 24h, 48 and 72h. After 7 days, in the 

bottles with furanone C30 added, the Phaeophyceae class collapsed (40% reduction), with 

Ectocarpales (50% reduction), Laminariales (50% reduction) and Tilopteridales (50% 

reduction). Families that emerged in this condition were Saccharomycetes (3%), Polychaeta 

(2%), Tremellomycetes (1.7%), Hydrozoa (1.5%) and Magnoliopsida (10%).  

Diversity indices α (Chao1, Shannon, Simpson) were calculated for all samples (Supp 

Figure 3). The indices showed that global eukaryotic diversity did not vary significantly 

between samples (p-value > 0.55, Kruskal-Wallis's test). 
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Figure III.3 : Eukaryotic diversity at the Class and Order level within Saccharina latissima epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: EtOH 
for ethanol addition (control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit)
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Effect of QS on Saccharina latissima surface metabolomes 

Surface metabolomes of young Saccharina latissima were analyzed by LC-MS/MS and 

revealed the presence of 422 total metabolites (Figure III.4). These metabolites are currently 

being annotated, but some clusters have already been identified as particularly interesting. 

Cluster A is composed of putative amino fatty acids, cluster B of putative QS compounds, 

certainly AHLs (other than those we added) and cluster C of putative diketopiperazines. We 

also identified putative antibiotics. Some of the metabolites present in the network are 

condition-specific (Control, C10-HSL, furanone C30), while others are also specific to sampling 

time.  

 
Figure III.4 : Molecular network (FBMN) of Saccharina latissima surface metabolomes without 
annotation. Legend: green - Control EtOH, blue - C10-HSL, orange - Furanone C30 

 

 

  



 
120 

Discussion  

Diversity of the epimicrobiota of young Saccharina latissima 

sporophytes 

We evaluated the bacterial diversity of young Saccharina latissima sporophytes grown 

in the laboratory. Indeed, the bacterial diversity of young algae is composed of 

Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, and Bacteroidia, that are rather typical of brown 

macroalgae and kelp (Andersen et al., 2011; Burgunter-Delamare et al., 2023; Tourneroche et 

al., 2020), but with variable abundance depending on individuals and culture conditions. 

Indeed, when the sporophytes were separated from their culture and placed in the 

bottles (corresponding to T0), the bacterial communities had changed, notably with an 

increase in the abundance of Paraglaciecola sp. but all the bottles were made up of the same 

communities. This result suggests the possibility of a "default" microbiota, i.e a specific 

microbiota that is established as soon as an environmental disturbance occurs. Such kind of 

“recovery systems” had already been evidenced in the red alga Delisea pulchra and in a 

seagrass (Longford et al., 2019; L. Wang et al., 2021), and we hypothesis that this phenomenon 

also exist in Saccharina latissima. Nevertheless, the predominance of Paraglaciecola sp., 

which seem to be involved in this potential “restoration system”, is surprising. This cold-water 

(Arctic and Antarctic) bacterial genus is known to degrade the fucoidanes produced by brown 

macroalgae (Martin et al., 2015; Sánchez Hinojosa et al., 2018; Schultz-Johansen et al., 2021). 

Our study shows that they belong to the healthy microbiota of young algae grown in the 

laboratory. The presence of Paraglaciecola sp., which is not very abundant on wild-grown 

Saccharina latissima (Burgunter-Delamare et al., 2023), can be explained by observations 

carried out on Delisea pulchra, which showed that microbiota adapt to life in an aquarium 

(Zozaya-Valdes et al., 2015). In this case, an increase of the Alteromonadaceae family was 

observed, with a particularly strong abundance of Glaciecola sp., a genus genetically close to 

Paraglaciecola sp..  

The fungal communities of the algal epimicrobiota have been little studied, and the 

functional role of fungi remains poorly elucidated. Our results show that fungal communities 

are particularly variable in young sporophytes, as in adults collected from the environment. 

However, communities were constituted by the same families and genera as in adults 
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(Adouane et al., submitted). In addition, community fluctuations between Basidiomycota and 

Ascomycota were observed, and can be explained by the presence of Sporidiobolaceae, 

notably Rhodotorula sp. who were particularly abundant from 24-72h. Known in cold-water 

macroalgae (Antarctica), Rhodotorula sp. are poorly studied fungi whose functional role is 

unknown (Loque et al., 2010; Ogaki et al., 2019). The study of surface metabolomes and 

correlations with microbial communities will certainly provide information on the role of these 

fungi within the algal epimicrobiota.  

As for the other eukaryotes present on the surface of Saccharina latissima, the order 

Phaeophyceae is predominant, with Ectocarpales, Tilopteridales, Laminariales and 

Dictyotales. This colonization by brown macroalgae is consistent with the literature, which 

indicates that Saccharina latissima is regularly colonized by brown algae (Markussen 

Bjorbækmo et al., 2023; Peteiro and Freire, 2013). However, this predominance raises a series 

of questions regarding the transmission of Phaeophyceae during the production of young 

algae, as the cultures are then grown with sterile seawater. We hypothesis that Phaeophyceae 

are transmitted like bacteria and fungi, from parents in the environment to descendants 

capable of sustaining themselves through cultivation.   

Effect of QS compounds on communities 

QS compounds caused a modification of the epiphytic communities associated with 

Saccharina latissima. Bacterial communities were notably impacted by the addition of 

furanone and ethanol, with the abundance of Enterobacteriaceae (22% vs 1% at T0) and 

Cyanobacteriia (18% vs 5% at T0) increasing after the addition of furanone, and 

Shewanellaceae (43% vs 0.1% at T0) after the addition of EtOH, resulting in a decrease in the 

abundance of Alteromonadaceae (Paraglaciecola sp., 66% vs 90% at T0).  

Moreover, the change in communities exposed to the EtOH control (solvent for the 

added compounds) as opposed to the C10-HSL condition (no change) is particularly intriguing. 

One hypothesis is that the ethanol disrupted microbial communities, but that within the C10-

HSL condition, communities were restored by the addition of QS compounds (“rescue” 

mechanism). To validate this hypothesis, it will necessary to look in detail at the metabolomics 

results, to explain the complex effect of QS compounds on bacterial communities after 24h of 

exposition.  
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Under all conditions, this disruption of bacterial communities was restored within 24h 

to 48h after the addition of compounds. These results again echo the work conducted on 

Delisea pulchra (Longford et al., 2019; Zozaya-Valdes et al., 2015), and support the hypothesis 

of the existence of a “restoration system” in Saccharina latissima. However, after 7 days, the 

presence of furanone led to the appearance of potentially algal-pathogenic genera such as 

Bacillus sp., Vibrio sp., and Rugueria sp. (Case et al., 2011; Egan et al., 2014; Goecke et al., 

2010; Kumar et al., 2016). Inhibition of QS compounds could thus have a long-term effect on 

the microbiota. The surface fungal diversity of furanone-exposed algae was also altered, and 

the results showed that this diversity was significantly higher than at T0. Eukaryotic 

communities in general (18S rRNA dataset) were also affected, with Phaeophyceae in 

particular decreasing after 7 days under furanone conditions. Furanone-induced QS inhibition 

could also have a direct or indirect effect on fungal and eukaryotic communities. Metabolome 

analysis will allow us to decipher the effects of QS compounds on the microbiota, and to see 

the potential interactions between microorganisms, enabling rapid restoration of 

communities, but also the potential deterioration of the microbiota after 7 days in the 

presence of furanone. 
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Chapitre IV. Importance du quorum sensing 

dans les interactions du microbiote 

cultivable de S. latissima 
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Avant-Propos  

Les interactions entre microorganismes au sein de l’épimicrobiote de Saccharina 

latissima restent largement inexplorées, alors que la production de médiateurs chimiques 

spécifiques est importante pour le maintien de l'homéostasie hôte-microbiome. Dans cette 

étude, par des approches de culture des souches bactériennes et fongiques présentes à la 

surface de l’algue, nous avons exploré la diversité et le rôle des mécanismes de 

communication cellulaire de type quorum sensing (QS) dans ces interactions. Nous avons 

combiné une analyse en LC-MS des souches fongiques et des biotests sur les souches 

bactériennes et fongiques pour évaluer et comprendre le rôle du QS dans la régulation du 

biofilm de surface.  

Ce chapitre est présenté sous la forme d’un article de recherche soumis dans la revue 

iScience de Cell Press. Les références bibliographiques citées dans cet article sont indexées à 

la fin du manuscrit. La partie Supplementary Information figure dans les Annexes du Chapitre 

IV et les figures supplémentaires dans les Annexes électroniques correspondantes. 
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Highlights 

- The epimicrobiota of the brown alga S. latissima displays high microbial and 

chemical diversity. 

- The algal epimicrobiota is the seat of intense and multidirectional cell‒cell 

communication. 

- Among cell-cell communication mechanisms, quorum sensing (QS) and anti-QS 

processes occuring in both fungi and bacteria, appear to be of major importance. 

- Algal epimicrobiota is a source of bioactive compounds, including potential new 

antifouling compounds relying on anti-QS properties. 

Subject areas 

Macroalgae, Laminariales, holobiont, biofilm, quorum sensing, metabolites  

Abstract 

Brown macroalgae are colonized by diverse microorganisms which can affect the 

physiology of their host. However, cell-cell interactions within the surface microbiota 

(epimicrobiota) remain largely unexplored, while the production of specific chemical 

mediators is important for the maintenance of host-microbiome homeostasis. In this study, 

by combining LC-MS analysis and bioassays, we demonstrated that the widely diverse fungal 

epimicrobiota of the brown alga Saccharina latissima (Linnaeus) CE Lane, C. Mayes, Druehl et 

GW Saunders can affect quorum sensing (QS), a type of cell-cell interaction, as well as bacterial 

biofilm formation. We also showed the ability of the bacterial epimicrobiota to form and 

inhibit biofilm growth, as well as to activate or inhibit QS pathways. Overall, we demonstrate 

that QS and anti-QS compounds produced by the epimicrobiota are key metabolites in these 

brown algal epimicrobiota communities and highlight the importance of exploring this 

epimicrobiota for the discovery of new bioactive compounds, including potentially anti-QS 

molecules with antifouling properties. 
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Introduction 

Brown macroalgae play a crucial role in temperate coastal ecosystems by serving as 

vital habitats and nutrient sources for many organisms, making a substantial contribution to 

local biodiversity (Schiel and Foster, 2006; D. R. Schiel and Lilley, 2007). Currently, the 

macroalgae industry is undergoing notable expansion, particularly in sectors such as 

agriculture (McHugh, 2003; Peteiro, 2018), aquaculture (Roussel et al., 2019), pharmacology 

(Apostolova et al., 2020; Prasedya et al., 2022) and cosmetics (Catarino et al., 2023; Zheng et 

al., 2022). Additionally, brown algae might be valuable sources of energy and biofuel (Sasaki 

and Yoshikuni, 2022; Sharmila et al., 2021; D. Wang et al., 2016). Like many eukaryotes, brown 

macroalgae harbor a diverse range of microorganisms that exert a significant influence on 

their growth, morphogenesis, and nutrition (Egan et al., 2013; Singh et al., 2015; Singh and 

Reddy, 2016; Wahl et al., 2012). These multiple and specific interactions led therefore to 

define macroalgae and their associated microbiome as a “superorganism,” called the 

holobiont (Egan et al., 2013). These interactions are finely regulated by the production of  

chemical mediators that control the maintenance of host-microbiome homeostasis and thus 

contribute to the health status of the host (Burgunter-Delamare et al., 2023; Coelho-Souza et 

al., 2017; Dittami et al., 2016; Goecke et al., 2010).   

The surface of macroalgae is colonized by a microbial community, a biofilm-like 

epimicrobiota, known as a “second skin” (Wahl et al., 2012), which is the site of chemical 

interactions and ecological processes. However, our understanding of the nature, diversity, 

and ecological roles of chemical signals within this biofilm remains incomplete. Bacteria within 

the epimicrobiota have been the subject of numerous studies (Dogs et al., 2017; Goecke et 

al., 2010; Lachnit et al., 2013, 2011, 2010; Salaün et al., 2012). These bacteria have been found 

to produce antimicrobial and antifouling compounds, enabling algae to defend themselves 

against pathogens (Dahms and Dobretsov, 2017; Ismail et al., 2016; Wiese et al., 2009b).  

Conversely, the role of fungi within the holobiont has been relatively understudied, 

with only a few studies specifically focusing on brown macroalgal endophytes (Debbab et al., 

2012; Fries, 1979).  For instance, Vallet et al. demonstrated that fungal endophytic metabolites 

play a key role against protist pathogens in various brown algae including Saccharina latissima 

(Vallet et al., 2018). In addition, some endophytic fungi associated with brown macroalgae 
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also display significant production of antibiotic, antifungal, antioxidant and larvicidal 

compounds (Fan et al., 2019; Flewelling et al., 2013b, 2013a; Sarasan et al., 2017). A number 

of studies have shown that epiphytic fungi are also able to synthesize secondary metabolites 

that contribute to algal health (Harvey and Goff, 2010; Loque et al., 2010; Zuccaro et al., 2008, 

2003). However, the molecular characterization of interspecies interactions between bacteria 

and fungi within this complex network remains largely unexplored. 

Quorum sensing (QS), a coordinated response of a microbial population based on the 

production of chemical signals, also known as autoinducers (AI), plays a key role in biofilm 

formation and maintenance (Fuqua et al., 1994; Nealson, 1977; Schulz, 2014). As cell density 

increases, autoinducers accumulate until they reach a threshold that triggers the activation or 

repression of numerous genes regulating phenotypes such as adhesion, virulence, 

colonization or even the motility of microorganisms (Diggle et al., 2007; Parsek and Greenberg, 

2005; Whiteley et al., 2017). Various types of autoinducers are already known. Some have 

been found in only one bacterial genus, whereas others, such as N-acyl homoserine lactone, 

type 1 (AI-1) or furanosyl borate diester, type 2 (AI-2), are present in various bacterial genera 

(Bassler, 1999; Henke and Bassler, 2004; Miller and Bassler, 2001). Strikingly, quorum signals 

are not exclusively produced by bacteria. Fungi are also able to regulate their morphogenesis, 

pathogenicity, biofilm formation and dispersal through QS mechanisms (QSM) involving 

compounds such as farnesol, phenylethanol and tryptophol (Mallick and Bennett, 2013; 

Martin, 2019; Padder et al., 2018; Wongsuk et al., 2016). Some of these compounds are 

involved in cross-kingdom signaling, enabling bacteria and fungi to regulate each other via 

specific compounds (Bamford et al., 2009; Chang et al., 2019b; Lee et al., 2007). Additionally, 

cross-kingdom signaling is also modulated by quorum sensing inhibitors, i.e., quorum 

quenchers (Grandclément et al., 2016; Rolland et al., 2016). To date, halogenated furanones 

produced by the red macroalga Delisea pulchra are the best-known bacterial QS inhibitors and 

enable it to regulate bacterial colonization (Campbell et al., 2011; De Nys et al., 1995; Harder 

et al., 2012).  

Our group reported that bacterial and fungal endophytes associated with brown algae 

(Ascophyllum nodosum, Pelvetia canaliculata, Laminaria digitata, and Saccharina latissima) 

produce metabolites that interfere with bacterial autoinducer-2 quorum sensing (QS), a key 

cell-cell signaling system implicated in virulence and host colonization (Tourneroche et al., 
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2019). However, the role of QS in regulating interactions between microorganisms associated 

with brown macroalgae remains poorly investigated especially on the surface of the algae, the 

site of complex biofilms.  

This study aimed to investigate the molecular interactions occurring among 

microorganisms within the Saccharina latissima epimicrobiota. We first isolated and identified 

the bacterial and fungal strains present in the algal epimicrobiota. Subsequently, the 

metabolomes of the fungal strains were analyzed by using LC-MS/MS. To explore the role of 

QS in these interactions, we evaluated the ability of fungi to inhibit QS and bacterial biofilm 

formation. Furthermore, we assessed the bacterial strains’ capacity to form and inhibit 

biofilms, as well as produce and inhibit QS compounds. Overall, our findings suggest that QS 

compounds, whether they are activators or inhibitors, produced by the cultivable microbiota 

of S. latissima play an essential role in the complex network of interactions within the algal 

holobiont. 

Materials and methods 

Sampling and isolation of epiphytic microbial strains  

Fungi and bacteria were previously isolated from the brown alga S. latissima located in 

Perharidy (48°43'47.0 "N 4°00'17.1 "W), Roscoff, France, in January and June 2021. During low 

tide (coefficients 93 and 101), six young and healthy (without visible damages) Saccharina 

latissima individuals (<1 m) were randomly collected and placed in sterile plastic bags. The six 

individuals were promptly transported to the laboratory in a cooler at approximately 4 °C and 

stored in a cold storage room until sampling (maximum 2 hours) (Burgunter-Delamare et al., 

2022).  

To extract the microbial community, each alga was rinsed with sterile seawater, and 

the microbial samples were obtained by scraping with a scalpel and then swabbing (Bengtsson 

and Øvreås, 2010). The swabs were then placed in 2 ml Eppendorf tubes containing sterile 

seawater and vortexed for 2 min. Serial dilutions of the samples were made in Eppendorfs 

tubes up to 10-4 dilution (Romani et al., 2021). Subsequently, 20 µL of each sample (from 100 

to 10-4 dilutions) were spread with a rake on Petri dishes. For the first sampling (January 

2021), the isolation culture media used were MA (marine agar, BD Difco) and R2A (BD Difco) 
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with 100% natural seawater (NSW) for bacterial strains. For fungal strains, PDA (potato 

dextrose agar, BD Difco) with 75% NSW and MEA with 75% NSW were used (Vallet et al., 2018). 

The composition of MEA is as follows: 20 g of malt extract (BD Difco), 20 g of glucose (Sigma 

Aldrich), 1 g of Bacto peptone (BD Difco), 20 g of agar-agar (Sigma Aldrich) for 1 L. During the 

second sampling (June 2021), the samples were only spread on MEA 75% and PDA 75%, both 

containing 1 g/L kanamycin (kanamycin sulfate from Streptomyces, Sigma Aldrich) and 1 g/L 

penicillin G (benzylpenicillin, Sigma Aldrich) and then incubated at 18 °C in the dark (Henríquez 

et al., 2014; Li and Wang, 2009).  

The cultures were subsequently maintained at 18 °C in the dark until new colonies 

stopped appearing on the Petri dishes. Each colony was isolated and purified based on their 

distinct morphotypes on their respective media (Blanchet et al., 2017). The microbial strains 

were stored at -80 °C in cryotubes. For bacteria, cryopreservation medium consisting of liquid 

cultures with 35% glycerol was used, while for fungi, agar pieces were plated in cryotubes with 

715 µL of PDA 75% NSW and 215 µL of 70% glycerol.  

Taxonomic identification of bacterial and fungal epiphytic strains 

The 42 fungal isolates were identified using routine protocols based on ITS sequencing 

(Blanchet et al., 2017; Romani et al., 2019; Vallet et al., 2018) without any modification. Agar 

pieces from each fungal strain were collected and placed into ZR BashingBead™ Lysis tubes 

from the Quick-DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Zymo Research). PCR amplification of the 

ITS fragment was carried out using the following primers: ITS1F (3'-

AGGAGAAGTCGTAACAAGGT-5'; 10 μM) and ITS4R (3'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-5'; 10 μM). 

The PCR products were purified using the Agencourt AMPure XP kit according to the 

manufacturer's instructions. The sequencing reaction was performed using BigDye Terminator 

technology (Nimagen), and the resulting products were cleaned using the Agencourt CleanSeq 

kit following the manufacturer's instructions. Sanger sequencing was performed with the 

Sanger AB3130xl 16-capillary sequencer (Applied Biosystems) on the Bio2Mar platform 

(Observatoire Oceanologique, Banyuls-sur-Mer, France). ITS gene sequences were trimmed, 

double checked manually, and dereplicated using the package Staden-GAP4 (Staden et al., 

2003). Each FASTA file was uploaded to Mycobank (https://www.mycobank.org/ ) or Unite 

(https://unite.ut.ee/ ) and compared with the cultured fungal strain databases using BLAST. 

https://www.mycobank.org/
https://unite.ut.ee/
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For the 272 bacterial isolates, DNA was extracted and sequenced by the company 

Genoscreen. Their two pairs of primers were used: 1040R-1040F and P8-PC535. The results 

were received as .ab1 and .seq files containing the unassigned sequences. Subsequently, 

phylogenetic affiliations were manually annotated on EZBioCloud (http://ezbiocloud.net/ 

using BLAST. All sequences were submitted to NCBI (ITS sequences, accession numbers 

OR461711 to OR461752, 16S rRNA sequences, accession numbers OR491302 to OR491573) in 

BIOPROJECT PRJNA1010225.  

 All sequences (fungi and bacteria) were aligned using Muscle implemented in MEGA 

11 (Kumar et al., 2016; Tamura et al., 2021). The alignments were manually reviewed for any 

mismatches, and a phylogenetic tree was constructed using a maximum composite likelihood 

tree with the Kimura 2-parameter Model (K2), G+I model,  and nearest-neighbor-interchange 

and neighbor-joining methods (Kimura, 1980; Tamura et al., 2021). The reliability of each node 

in the tree was assessed by bootstrapping over 500 replicates. The phylogenetic tree was then 

exported in Newick format and processed on the iTOL online platform, where the biotest data 

were incorporated. 

Culture of strains  

Bacterial strains were inoculated with 50 µL (from cryotube) in glass tubes containing 

5 ml of MB (Marine Broth, BD Difco) for 24 h at 18 °C. For the AHL inhibition tests (short chain-

HSL and long chain-HSL), the bacterial strains were cultured with 1 µM (C6-HSL or 3-oxo-C10-

HSL) corresponding to the specific biotest being conducted. Fungal strains were inoculated 

with 3 pieces of agar (1 cm²) from Petri dish cultures. The fungal strains were grown at 18 °C 

for 7 days in 50 ml of PDB 75% NSW (Potato Dextrose Broth, BD Difco) and liquid MEA 75% 

NSW without agar (see previous).  

Fungal and bacterial supernatants  

Bacterial supernatants were obtained after sampling 2 ml of culture from glass tubes 

and centrifuged at 10,000 x g for 10 min. The resulting supernatant was stored at -80 °C until 

further use for the biotests. Fungal supernatants were obtained after 7 days of growth, and 

25 ml of culture was sampled and centrifuged at 10,000 x g for 30 minutes. The supernatant 

was then filtered through 4 µm and 0.2 µm filters. The filtered fungal supernatants were 

stored at -80 °C for subsequent analysis.  

http://ezbiocloud.net/
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Fungal metabolomes were extracted from the supernatants by the addition of 25 mL 

of ethyl acetate to 25 ml of supernatant and were then shaken overnight at 25 °C. 

Subsequently, the ethyl acetate phase was carefully collected using a Pasteur pipette and 

transferred to preweighed hemolysis tubes. The collected ethyl acetate phase was evaporated 

to dryness and the resulting dry mass of each sample was recorded. Sterile culture media 

(liquid MEA and PDB) was also extracted using the same method. The samples were then 

stored at -20 °C until further analysis.  

LC–MS-Based Metabolomic Analysis of fungal strains 

The dried extracts of fungal supernatant were solubilized in methanol at a 

concentration of 10 mg.mL-1 and injected in HPLC-MS/MS. The analysis was performed in one 

batch and in a random sequence, with five samples followed by three quality controls (QCs), 

according to established protocols (Tourneroche et al., 2019; Vallet et al., 2018). The 

separation was carried out using a C18 Acclaim™ RSLC PolarAdvantage II column (2.1 × 100 

mm, 2.2 μm pore size; Thermo Fisher Scientific, United States) connected to a Dionex Ultimate 

3000 HPLC system. The column was coupled to a Maxis IITM QTOF mass spectrometer (Bruker, 

United States) equipped with an electrospray ionization source. The flow rate was set at 300 

μL.min–1. The MS parameters were 3.5 kV of electrospray voltage, 35 psi of nebulizing gas (N2) 

pressure, drying gas (N2) flow rate of 8 L.min–1, and 200°C of drying temperature. The mobile 

phases were water (0.1% formic acid) and acetonitrile (0.1% formic acid, solvent B) following 

a gradient of Solvent B at 5, 50, 90, and 5% for 0, 9, 15, and 21 min, respectively.  

LC-MS/MS data were analyzed using DataAnalysis (version 4.4 Bruker Daltonik GmbH) 

and converted to “.mzXML”. The LC-MS/MS data were preprocessed on MzMine 3.2.8  (Pluskal 

et al., 2010; Schmid et al., 2023) with a noise level of 1E3 for MS1 and 1E2 for MS2, and the 

ADAP chromatogram was built with a minimum group size of scan of 2, a group intensity 

threshold and minimum highest intensity at 3E3 (Myers et al., 2017). The chromatograms 

were resolved with ADAP Module Disclaimer with S/N threshold at 10, minimum feature 

height at 1, coefficient/area threshold at 10, 0.02-1.00 for peak duration range and 0.10-0.50 

for RT wavelet range. The data were then deisotoped and filtered to only keep peaks with MS2 

scans and a RANSAC alignment was performed.  After alignment, the compounds in the culture 

media (MEA and PDB) were subtracted from the matrix using the "blank subtraction" tool. 
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This step eliminates the compounds present in the culture media from the dataset. The data 

were then exported to FBMN-GNPS to build a molecular network with a cosine of 0.7 and 4 

minimum matched fragment ions, precursor ion mass tolerance (PIMT) and fragment ion mass 

tolerance (FIMT) at 0.05 Da (Nothias et al., 2020; M. Wang et al., 2016). Metabolites were 

annotated with various GNPS tools, including Library Search, Dereplicator, Dereplicator + 

(Mohimani et al., 2018), and Sirius 5.6.3 (Dührkop et al., 2019) using the tools Molecular 

formula identification, ZODIAC, CSI:FingerID, and  CANOPUS (Djoumbou Feunang et al., 2016; 

Dührkop et al., 2021, 2015; Hoffmann et al., 2021; Kim et al., 2021; Ludwig et al., 2020). 

Furthermore, molecular formulas were deduced from HRMS m/z values and subsequently 

searched and annotated using the natural products databases NPAtlas, MarinLit, and LOTUS 

(Rutz et al., 2022; van Santen et al., 2019; van Santen et al., 2022). The annotations were thus 

added to the network using Cytoscape 3.10.0 software (Shannon et al., 2003). 

Quorum sensing bioassay: detection of production and inhibition of AI-1 and AI-2  

To detect AI-1 and AI-2, a set of biosensors was employed, considering the diversity of 

quorum sensing compounds. Pseudomonas putida F117 (pRK-C12; Kmr; ppuI::npt) was used 

to detect long acyl chain AHLs (>8 carbons in the acyl side chain) (Andersen et al., 2001), while 

Escherichia coli MT102 (pJBA132) was utilized for medium-chain AHLs (≤8 carbons in the acyl 

side chain) (Riedel et al., 2001). For the detection of short-chain AHLs (ranging from C4-HSL to 

C8-HSL), Chromobacterium violaceum CV026 was employed in liquid media (McClean et al., 

1997). Vibrio harveyi MM32 (luxN::Cm, luxS::Tn5Kan) was used to detect the presence or 

inhibition of AI-2 in the culture supernatants or fungal extract (Bassler et al., 1993; Freeman 

and Bassler, 1999; Tourneroche et al., 2019). The experimental protocols used in this study 

were routine protocols previously published by our laboratory and are presented in the 

Supplementary Materials and Methods section (Blanchet et al., 2017; Doberva et al., 2017; 

Romani et al., 2021; Tourneroche et al., 2019). In brief, the culture supernatants of bacterial 

strains or fungal extracts at 1 mg/ml in DMSO (10%) were incubated with the respective 

biosensors, either in the presence or absence of AHLs or DPD (a precursor of AI-2). After 

incubation, depending on the biosensor strain, the growth and QS phenotypes, including 

changes in fluorescence, purple coloring, or bioluminescence, were measured. Detailed 

protocols can be found in Supp. Materials and Methods. 
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Evaluation of bacterial biofilm-forming capacity 

The biofilm-forming capacity of bacterial strains in the collection was assessed 

following previously described protocols (Blanchet et al., 2017; Stepanović et al., 2000). The 

strains were grown in microplates at 18 °C for 5 days. After measuring the OD630nm with a 

Victor 3 spectrofluorometer (Perkin Elmer®), the microplates were rinsed with PBS, dried, and 

then treated with crystal violet (0.2% Sigma, diluted in 20% ethanol) for 15 min in the dark at 

room temperature. Subsequently, the microplates were rinsed with water (three times) and 

the wells were decolorized with a decolorizing solution (33% glacial acetic acid) to reveal the 

presence of biofilm. The OD540nm was measured with a spectrofluorometer.   

Biofilm inhibition   

To evaluate the capacity of microbial strains to inhibit biofilm formation, two reference 

strains were used: Vibrio harveyi and Labrenzia sp. BBCC2184, which were obtained from our 

laboratory collections. These strains were grown in 48-well microplates (900 µL) at 25°C in 

MB, in the presence of 100 µL of bacterial supernatants for 48h before biofilms revelation (as 

described above). For inhibition testing of biofilm formation by fungal metabolomes, 950 µL 

of bacterial strains was incubated with 50 µL of fungal extract at a concentration of 1 mg/ml 

in DMSO (10%) to limit the potential toxicity of fungal strains. The biofilm inhibition test was 

performed following the same procedure as that for biofilm formation (as described above). 

The results of the bioassays were analyzed, and the details of the calculations can be 

found in Supplementary Materials and Methods. Statistical tests (Mann-Whitney tests) were 

performed using GraphPad Prism 8. The resulting data were transformed into a binary dataset 

and incorporated into the phylogenetic trees using the iTOL online platform. 
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Results 

Cultivable fungal and bacterial diversity from S. latissima epimicrobiota 

Fungal strains were isolated on two culture media (MEA 75% NSW and PDA 75% NSW) 

to maximize cultivable diversity. Forty-two fungal strains were obtained (Supp Table 1). 

Among the fungal strains, 100% were affiliated with Ascomycota (95% Sordariomycetes, 2% 

Dothideomycetes and Leotimycetes). The cultivable fungal epimicrobiota contained 10 

different species (Figure 1A), including many Penicillium sp. (57%), Aspergillus sp. (24%) and a 

few Acremonium sp. (12%). The singletons were Geomyces pannorum, Gibberella intricans and 

Paradendryphiella salina.  

A total of 272 bacterial strains were isolated on marine agar from the epimicrobiota of 

S. latissima (Figure IV.1B, Supp Table IV.2) and classified, based on their 16S rRNA gene 

sequences, into 4 phyla, 6 classes, 13 orders, 24 families, 48 genera with 16 taxonomically 

unique units. The most abundant phyla were Pseudomonadota (formerly known as 

Proteobacteria, 61%), Bacteroidota (Bacteroidetes, 24%), Bacillota (Firmicutes, 10%) and 

Actinomycetota (Actinobacteria, 5%). Among Pseudomonadota, Gammaproteobacteria were 

the most abundant (51%), while Alphaproteobacteria (8.8%). The Flavobacteriaceae family 

was the most represented one (23% of total sequences), including Algibacter sp. (5%), 

Maribacter sp. (5%) and Winogradskyella sp. (3%), as well as Cellulophaga sp., Dokdonia sp. 

and Zobellia sp.. The Pseudomonadaceae and Pseudoalteromonas families were composed of 

Pseudomonas sp. (19%) and Pseudoalteromonas sp. (13%). Bacillaceae (7%) and 

Rhodobacteraceae (8%) families were also well-represented with the genera Bacillus sp. 

(2.5%), Brevibacterium sp., Cytobacillus sp., Priesta sp., Sulfitobacter sp. (4.7%) and 

Phaeobacter sp.. Members of Halomonadaceae (6.25%), Shewanellaceae (3%), Colwelliaceae 

(2.5%) and Vibrionaceae (2.5%) families were also isolated. This high bacterial diversity was 

confirmed by the fact that 24% of the collection is represented by strains present in less than 

5 isolates of the same genus, including 16 corresponding to a single strain. 
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Figure IV.1: Fungal and bacterial cultivable diversity from the epimicrobiota of S. latissima.  
(A) fungal diversity at the genus level of the 42 strains isolated (B) bacterial diversity at the genus 
level of the 272 strains isolated 

Diversity of metabolites involved in microbial interactions produced by fungal 
strains isolated from the epimicrobiota of S. latissima 

The metabolomes of 42 fungal strains isolated from the epimicrobiota of S. latissima 

grown in MEA and PDB were analyzed by LC-MS/MS. After data processing, 1442 features 

were obtained in MS (data not shown) and 573 in MS/MS (Supp Table IV.3). The molecular 

network formed by the 573 metabolites is shown in Supp Figure 1 and comprises amino acids 

(18.8%), numerous fatty acyls and derivatives (16.5%), terpenoids (4%), prenol lipids (3%) and 

indoles (3%) (Supp Table IV.3). Among the putatively annotated metabolites (Supp Table 

IV.3), those potentially involved in microbial interactions (17.4%, 99 metabolites) based on 

the literature (Supp. Table IV.4) have been grouped in Figure IV.2 in the form of a subnetwork.  

Within this subnetwork, amino acids and derivatives were particularly predominant, 

with 39 putative compounds including 36 cyclodipeptides. The results also highlighted  a wide 

range of compounds produced, including putative antibacterials (18), such as aspergillic acid 

(Dutcher, 1958), penicillin G (Chandel et al., 2008), simaomicin (Maiese et al., 1990), 

nothramicin (Momose et al., 1998), and 3-methyl-1H-pyrazolo[1,5-b]isoquinolin-9-one (Cruz 

et al., 1996) or O-ethylhydroxydihydrofusarubin (Gerber and Ammar, 1979). The fungal strains 

also produced putative antifungals (10), such as cyclo(phe-pro) described above (Wang, 2012), 

streptoverticillin (Feng et al., 2007), and mycosamine (Paquet and Carreira, 2006), as well as 

more general antimicrobials (26), such as astropaquinone B (Wang et al., 2009), atpenin B 

(Kumagai et al., 1990), 7-hydroxy-3,5-dimethyl-isochromen-1-one (Wang et al., 2012), 
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drechmerin C and F (Zhao et al., 2018), cyclo(Ala-Ile) (H.-H. Zhang et al., 2018) and cladosin A 

(Wu et al., 2014). 

QS-inhibiting compounds were also putatively annotated, such as cyclo(Leu-Pro), 

cyclo(Phe-Pro), cyclo(Phe-Val), cyclo(Pro-Val), cyclo(Val-Leu) and cyclo(Pro-Tyr), in our study 

(Bofinger et al., 2017; Hatanaka et al., 2020; Kachhadia et al., 2022; Parasuraman et al., 2020a; 

Park et al., 2006; Sun et al., 2020). Indeed, cyclopeptides/diketopiperazines (12 detected) are 

frequently involved in QS mechanisms (Abbamondi et al., 2014; Bofinger et al., 2017; Buroni 

et al., 2018), as well as coumarins (8 compounds detected) (D’Almeida et al., 2017; Reen et 

al., 2018), beta-carboline (5) (Panthee et al., 2020) and butenolides (2) (Stewart et al., 2014; 

Vallet et al., 2020). Other compounds involved in QS were putatively annotated, such as 2-

aminoacetophone (Chakraborty et al., 2020), riboflavin lumichrome (Rajamani et al., 2008), 2-

heptylquinolin-4(1H)-one (HHQ) (Schütz and Empting, 2018) and a microperfuranone 

(Giddings and Newman, 2015; Yeh et al., 2012). Two algicides were also detected: cyclo(Leu-

trans-4-hydroxy-Pro) and N-methyl-2-(2-methylpropoxy)aniline (An et al., 2015; Guo et al., 

2015). Fungal compounds involved in chemical plant signaling were also identified such as the 

growth regulator pironetin (Dias et al., 2003), a compound involved in plant signaling, 

Gibberellin A12 (Davière and Achard, 2013) and a root growth inhibitor, Aspergimarin D 

(Huang et al., 2019).  
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Figure IV.2: Metabolites putatively involved in microbial interactions produced by fungal strains 
isolated from the S. latissima epimicrobiota. Molecular subnetworks obtained after extraction of 100 
metabolites potentially involved in interactions between microorganisms. The complete network 
containing 573 metabolites is shown in Supp Figure IV.1 and annotations are shown in Supp Tables 
IV.3A and 3B. 
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Production of QS chemical inhibitors by cultivable fungal strains of the algal 
epimicrobiota 

Among the 42 fungal strains (Figure IV.3 and Supp Table IV.5 and Supp Table IV.6), 61 

and 76% of fungal extracts were able to inhibit short- and long-chain HSL-based QS, 

respectively, in MEA and PDA culture media. AI-2-based QS was inhibited by 83% of fungal 

extracts in MEA culture medium and 26% in PDA. Among the extracts, Acremonium sp. strains 

stood out in the MEA culture medium by inhibiting all the signals involved in the QS tested. 

Penicillium sp. were also able to interact with QS compounds, with 80 and 92% of extracts 

inhibiting short- and long-chain HSL-based QS, respectively, and 84% inhibiting AI-2-based QS 

in MEA medium. In PDA medium, 84-92% of Penicillium sp. extracts were able to inhibit short- 

and long chain-HSL and 38% of AI-2-based QS. For Aspergillus sp. 20-70% inhibited long and 

short chain-HSL based QS and 80% inhibited AI-2-based QS in MEA, whereas in PDA, 10-40% 

inhibited long and short chain-HSL-based QS and 0% inhibited AI-2-based QS. G. intricans sp. 

strain inhibited all the compounds involved in QS tested (AHLs and AI-2) in MEA medium, while 

P. salina was able to inhibit them in PDA. 
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Figure IV.3: Bioactivities of fungal strains in MEA and PDB media. Phylogenetic tree of fungal strains 
and biotest results for each strain in MEA and PDA culture media. The numbers on the branches 
correspond to the genetic distance between strains. 
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Chemical mediators involved in QS produced by cultivable bacterial epimicrobiota 

The 272 bacterial strains isolated were screened for their ability to produce and inhibit 

QS mechanisms (short-HSL, long-HSL and AI-2-based QS) (Figure IV.4 and Supp. Table IV.7). 

The results showed that 40% of the strains were able to produce AHL. Among the 

Micrococcaceae and Microbacteriaceae, 100% of the strains isolated were able to produce 

AHLs, as were 85% of the Colwelliaceae. Surprisingly, under our culture conditions, 

Moraxellaceae, Alteromonadaceae, Planococcaceae and Granulosicoccaceae were not able to 

produce AHLs. However, Granulosicoccaceae produced AI-2, as did Staphylococcaceae and 

Halomonadaceae. Overall, 44% of the strains in the collection produced AI-2 under our culture 

conditions. 

Regarding QS inhibitors, 100% of strains of Granulosicoccaceae, Paracoccaceae and 

Planococcaceae were able to inhibit short and long-HSL-based QS. Of the 272 strains, 83.5% 

produced short-HSL-based QS inhibitors, compared with 65% for long-HSL-based QS. Among 

short-HSL based-QS-inhibiting strains, Moraxellaceae (100%), Microbacteriaceae (100%) and 

98% of Pseudomonadaceae were particularly productive of this type of inhibitor, while for 

long-HSL inhibition Vibrionaceae were the most active (87%). Most strains in the 

Pseudoaltermonadaceae family produced both short and long-HSL-based QS inhibitors (98% 

and 87% respectively). Overall, for each bacterial genus, at least one strain is capable of 

inhibiting AHLs. However, only 3% of the strains isolated were able to inhibit AI-2-based QS, 

notably 20% of Microbacteriaceae and 12% of Flavobacteriaceae.  
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Figure IV.4: Bioactivities of bacterial strains in MB media. Phylogenetic tree of bacterial strains and biotest results for each strain in MB culture medium. The 

numbers on the branches correspond to the genetic distance between strains
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Ability to form and inhibit bacterial biofilm formation  

Extracts of 42 fungal strains grown in 2 culture media (MEA 75% NSW and PDA 75% 

NSW) were also tested for their ability to inhibit bacterial biofilms (Figure IV.3, Supp. Table 

IV.5, and Supp. Table IV.6). Vibrio harveyi biofilm formation was inhibited in MEA by 20% of 

extracts produced by Acremonium sp. and Aspergillus sp. strains, and by 25% of those of 

Penicillium sp.. Such an antibiofilm effect was also shown for the extract of Geomyces 

pannorum cultivated in MEA and for Gibberella intricans cultured in PDA. In this culture 

medium, 80% of Aspergillus sp., 40% of Acremonium sp. and 25% of Penicillium sp. strains 

were able to inhibit biofilm formation. The biofilm of the Labrenzia sp. BBCC2184 strain was 

inhibited in MEA by 67% of the Penicilliums metabolome and 40% of Acremoniums’ 

metabolome, but not by Aspergillus sp.. In PDA, only 20% of Aspergillus sp. were able to inhibit 

biofilm formation.  

The biofilm-forming capacities of 272 bacterial strains were also tested and 59% were 

able to form biofilms under our culture conditions, notably 100% of Staphylococcaceae and 

Halomonadaceae, and 90% of Pseudoalteromonadaceae. Bacteria from the 

Microbacteriaceae and Colwelliaceae families were not able to form biofilms under our 

culture conditions (Figure IV.4, Supp. Table IV.7). 

The biofilm growth inhibiting capacities of bacterial and fungal strains were also tested. 

Two biofilm inhibition tests were carried out, one on the biofilm-forming capacity of Vibrio 

harveyi and the second on Labrenzia sp. BBCC2184. Eight percent of bacterial supernatants 

were shown to inhibit V. harveyi biofilm without affecting its viability, notably 33% of 

Rhodobacteraceae and Planococcaceae strains, but also 28% of supernatants obtained from 

the Colwelliaceae family. Regarding Labrenzia sp. BBCC2184 inhibition, 38% of bacterial 

strains inhibited its biofilm formation, 72% of Pseudoalteromonas, and 62% of 

Shewanellaceae inhibited its biofilm formation. Among the Flavobacteriaceae family, the 

genus Dokdonia was shown capable of inhibiting this type of biofilm.  
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Discussion 

Cultivable diversity of the epimicrobiota of Saccharina latissima 

The surface epimicrobiota of macroalgae is a complex biofilm in which microbial 

interactions are also complex (Egan et al., 2013; Wahl et al., 2012). Few studies have been 

dedicated to the investigation of the epiphytic fungi associated with brown macroalgae, and 

the cultivable fungal diversity of the S. latissima epimicrobiota remains poorly explored. Our 

findings primarily noted the presence of epiphytic fungi belonging to the Dothideomycetes 

class (95%), with a predominant occurrence of Penicillium sp. (57%), Aspergillus sp. (24%) and 

a few Acremonium sp. (12%). In contrast, a previous study on endophytic fungi of S. latissima 

reported a predominance of Sordaryomycetes, and no endophytic strains previously reported 

are shared with our findings (Vallet et al., 2018). These results highlight a strong disparity 

between the fungal epimicrobiota and endomicrobiota suggesting a possible specificity of the 

fungal community according to the algal tissues colonized. Other studies have focused on the 

epiphytic fungi of brown macroalgae, with the authors isolating Penicillium sp., Acremonium 

sp., Aspergillus sp. as well as Geomyces sp. and Paradendryphiella salina from Fucus sp. (Fan 

et al., 2019; Zuccaro et al., 2008). Penicillium sp. is a commonly occurring genus within the 

algal epimicrobiota, and its presence is therefore not surprising (Godinho et al., 2013).   

Regarding the cultivable bacterial diversity within the S. latissima epimicrobiota, our 

study revealed the presence of 61% Pseudomonadota (51% Gammaproteobacteria and 8.8% 

Alphaproteobacteria), 24% Bacteroidota, 10% Bacillota and 5% Actinomycetota. Previous 

studies on S. latissima have identified similar strains, including Pseudoalteromonas sp., 

Sulfitobacter sp. Granulosicoccus sp., Maribacter sp. and Psychrobacter sp. in different 

proportions (Dong et al., 2012; Lu et al., 2023; Lytou et al., 2021; Wiese et al., 2009b). Notably, 

Lu et al. (2023) highlighted the significant presence of Flavobacteriaceae and 

Rhodobacteraceae within the core microbiota of brown macroalgae, constituting 23% and 8% 

of the cultivable bacterial community in our study. Furthermore, Dong and collaborators 

showed the predominance of Pseudomonas sp. and Psychromonas sp. within S. latissima from 

the Arctic, whereas in our study, Pseudomonas sp. and Pseudoalteromonas sp. prevailed, with 

Psychromonas sp. being infrequently isolated (Dong et al., 2012). Besides the fact that culture-

based and metabarcoding approaches could lead to diverse but complementary biodiversity 
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patterns. These variations in composition and proportions among different studies 

investigating the bacterial epimicrobiota of S. latissima can be attributed to variation in 

sampling locations associated with environmental factors (Arctic, Baltic Sea, China), as well as 

the algae’s habitat (natural environment or cultivable) and the maturity of the alga (Davis et 

al., 2023). These observations may also reflect the capacity of macroalgae to modulate their 

surface epibionts according to biotic and abiotic parameters. The phenomenon of 

"gardening," widely known in the plant kingdom, may also be present in macroalgae, where 

they chemically recruit microorganisms that contribute to the enhancement of seaweed 

fitness (Saha and Weinberger, 2019).  

Diversity of fungal chemical mediators 

Macroalgal extracts have been extensively studied for their production of various 

biologically active metabolites (Cunha and Grenha, 2016; Menaa et al., 2020; Percival, 1979). 

However, exploration of the metabolites produced by macroalgal-associated fungi remains 

limited. As highlighted in a review by (Papagianni, 2004), each fungus exhibits unique 

metabolite production under distinct morphological and physiological conditions. Previous 

studies highlighted the production of secondary metabolites with antioxidant, antimicrobial 

and cytotoxic activities (Flewelling et al., 2013b, 2013a; Sarasan et al., 2017) as well as 

anticancer activity (Fan et al., 2019).  

LC-MS/MS analysis of the epiphytic fungal metabolomes obtained from extraction of 

the cultivable fungi led to 573 metabolites. Only annotation of metabolites putatively involved 

in microbial interactions has been represented. Overall, more than 99 metabolites produced 

by the fungal microbiota of S. latissima might be involved in a molecular dialog. This 

encompasses antibacterial (18), antifungal (9), and antimicrobial compounds (26). 

Interestingly, some of the identified putative compounds are related to one species, whereas 

others seem to be common in different fungal strains, suggesting both specific and shared 

biological roles. 

Among the different chemical mediators, QS molecules drew our interest. Indeed, QS 

is a key mechanism involved in microorganism communication and biofilm formation and 

maintenance (Fuqua et al., 1994; Nealson, 1977; Schulz, 2014). Our group has also previously 

demonstrated the key role of QS in the interspecies interactions between fungal and bacterial 
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endophytes associated with brown algae (Tourneroche et al., 2019). Herein, we demonstrated 

that fungal strains from the epimicrobiota produce various QS signals able to be activators 

such as the precursor 2-heptylquinolin-4(1H)-one (HHQ) (Schütz and Empting, 2018), or 

inhibitors such as cyclopeptides (5) (Lee et al., 2018; Li et al., 2023; Wang et al., 2022b; Yu et 

al., 2021). Moreover, in the coumarin family, 8 compounds were detected (Supp. Table 4), 

which features prominently in our investigation and are frequently associated with anti-QS 

and antibiofilm activities (“Coumarin,” 2018; Gutiérrez-Barranquero et al., 2015; Lee et al., 

2014). Similarly, furanones and butenolides have been linked to anti-QS activities (De Nys et 

al., 1995; Phainuphong et al., 2017; Proctor et al., 2020). Although less studied, beta-

carbolines have also demonstrated potential in this regard (Panthee et al., 2020). 

Consequently, many of the other annotated compounds in our study may possess QS or anti-

QS activity, but they have never been tested for such activity (Luo et al., 2021). These results 

highlight the complex interactions that fungal strains can have with other microorganisms 

within the algal epimicrobiota. 

Role of the epimicrobiota in regulating bacterial biofilms  

Fungal strains isolated from algal epimicrobiota have a strong potential to inhibit QS 

mechanisms, including AHLs and AI-2 based QS, with 95% of strains cultivated in MEA culture 

media possessing anti-QS activity. This anti-QS activity of marine fungi has already been 

demonstrated by a few authors in the marine environment (Chang et al., 2021; Dobretsov et 

al., 2011b; Naik et al., 2013; Parasuraman et al., 2020b; Saurav et al., 2017; M. Zhang et al., 

2018; Zheng et al., 2013). These activities have also been observed in endophytic fungi 

associated with brown algae (Tourneroche et al., 2019; Vallet et al., 2018). However, to our 

knowledge, the presence of such activities in epiphytic fungal strains of macroalgae has not 

been documented. Notably, our research findings also highlight the presence of bacterial 

biofilm-inhibiting strains in the MEA culture media, accounting for approximately 57% of the 

total strains. This indicates that fungi possess significant potential in regulating bacterial 

biofouling. While the production of antifouling compounds by marine fungi has been the 

subject of several studies, with an overview provided by (Dobretsov et al., 2013), only a limited 

number of studies have focused on the ecological role of fungi in the epiphytic biofilm of 

macroalgae. Our findings suggest that epiphytic fungi may play a regulatory role in the 
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epimicrobiota of S. latissima, particularly in shaping bacterial communities acting on QS 

mechanisms.  

In that context, we also explored the communication abilities of bacterial strains 

through QS mechanisms (AHLs and AI-2 based QS), as well as their biofilm formation capacity. 

These results revealed that 40% of bacterial strains were able to produce AHLs (short-, 

medium-, and long-chain HSL) and 44% of the strains communicated via AI-2. Additionally, 

59% demonstrated biofilm-forming capabilities under our specific culture conditions. This 

substantial communication capacity suggests that QS may play a crucial role in maintaining 

the surface biofilm of brown macroalgae. Similarly, previous study indicated the involvement 

of QS in the protection of algae from biofouling through the action of QS inhibitors produced 

by epiphytic bacteria (Dahms and Dobretsov, 2017; Holmström et al., 2002; Ismail et al., 2016; 

Wiese et al., 2009b). Specifically, 87.5% of the bacterial strains inhibited short-chain HSL, and 

65% inhibited long-chain HSL base QS. However, only 3% of the strains were capable of 

inhibiting AI-2 communication, and 8% exhibited biofilm formation inhibition. Moreover, the 

spectrum of QS compounds, which includes both activating and inhibiting agents sometimes 

produced by the same bacterial strains, shows remarkable diversity, with no exclusive 

association with a single bacterial genus. Therefore, the bacterial strains present in the S. 

latissima epimicrobiota exhibit the ability to influence the formation of algal biofilms. 

However, additional research is necessary to elucidate the precise mechanisms by which 

bacteria regulate the communities of epiphytic fungi. While Tourneroche et al., 2019 

demonstrated the involvement of AI-2 in cross-kingdom signaling between bacteria and 

endophytic fungi in Saccharina latissima, it is plausible that other mechanisms may also 

contribute to these interactions.  

Brown algae epimicrobiota, a source of new bioactive and antifouling compounds 

The microbiota of macroalgae is a source of new biologically active compounds such 

as antioxidant, antibacterial and anticancer agents (Apostolova et al., 2020; Gomes et al., 

2022; Prasedya et al., 2022). Numerous studies have highlighted a wide range anti-QS 

compounds isolated from macroalgae, which could be used as innovative and low ecotoxic 

antifouling agents (Culioli et al., 2008; Dahms and Dobretsov, 2017; Othmani et al., 2016b; 

Saha and Wahl, 2013; Silkina et al., 2012; Viano et al., 2009). One of the most well-known 
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example is the halogenated furanones extracted from the red macroalga D. pulchra, although 

some other have since been identified (Borchardt et al., 2001; Chapman et al., 2014; De Nys 

et al., 1995; Dobretsov et al., 2011a). However, most of the bioactive anti-QS compounds 

previously identified, such as halogenated furanone, were also noted for their potential 

toxicity, reinforcing the need to pursue this exploration. Limited attention has been given to 

studying the anti-fouling properties of fungal strains of the brown algal epimicrobiota. 

Collectively, our findings establish that fungal strains originating from the epimicrobiota of 

brown macroalgae might represent a valuable source for anti-QS and antibiofilm compounds 

of interest. From our study, the epimicrobiota of brown algae, especially Saccharina latissima, 

represents a source of potential new compounds.  

Limitations of the study 

Chemical databases to annotate LC-MS metabolomic profiles remain poorly 

documented especially for marine bacterial and fungal metabolites, limiting the identification 

of bioactive compounds in our study but this opens some very interesting perspectives for the 

discovery of novel antibiofilm compounds. The production of bioactive compounds by isolated 

strains might also be dependent on the selected media. We used two different media to 

overcome this limitation; however, we can expect the production of a wider diversity of pro-

QS and anti-QS metabolites by each individual strain if multiplying culture conditions.  
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Chapitre V. Isolement de compose s anti-QS 

et antibiofilm isole s de souches fongiques 

de l’e pimicrobiote de S. latissima  
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1. Introduction générale du chapitre  

A. Contexte de l’étude  

Les biofilms microbiens sont responsables de nombreux problèmes pour les activités 

maritimes militaires, industrielles et récréatives en mer (Champ, 2003; Gu et al., 2020; Schultz, 

2007; Yebra et al., 2004). La plupart des composés antifouling actuellement utilisés sont des 

biocides hautement toxiques qui ont un impact significatif sur l'environnement naturel (Alzieu 

et al., 1986; Birchenough et al., 2002; Bryan et al., 1986; Thomas and Brooks, 2010; Waldock 

and Thain, 1983). Aucune alternative durable et respectueuse de l'environnement n'a encore 

été développée. Cependant, de tels composés chimiques existent dans la nature et de 

nombreuses espèces marines ont développé des stratégies pour se protéger des salissures 

biologiques (Dahms and Dobretsov, 2017). C'est notamment le cas des macroalgues qui 

sécrètent des molécules ciblant le quorum sensing (QS), un mode de communication 

intercellulaire impliqué dans la formation des biofilms (Fuqua et al., 1994; Nealson, 1977; 

Schulz, 2014). La recherche de composés à activité quorum quenching (QQ), interférant avec 

ce mécanisme clé, apparaît dans ce sens une stratégie pertinente pour identifier de nouvelles 

substances anti-salissures.  

La connaissance de l'holobionte des macroalgues a révélé l'existence d'un microbiote 

associé capable d'influencer la structure et la fonction des communautés de microorganismes, 

ainsi que l’état de santé de l'algue hôte à travers l’émission de multiples composés bioactifs, 

impliqués en particulier dans des mécanismes des communication inter-cellulaires (Case et 

al., 2011; Egan et al., 2013, 2008).  Plus précisément, il a été démontré que l'épimicrobiote de 

l'algue Saccharina latissima, est le siège de la production de signaux chimiques capables 

d'inhiber le QS bactérien et par extension d'inhiber la formation de biofilms. Dans ce contexte, 

dans nos travaux précédents, des souches fongiques présentes à la surface de S. latissima ont 

été isolées et cultivées puis étudiées pour leurs propriétés anti-QS et antibiofilms. L’objectif 

de cette étude est de rechercher de nouveaux composés anti-QS et antibiofilm, de les isoler 

et caractériser afin de révéler de nouveaux antifoulings éco-compatibles.   
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B. Sélection des souches  

Au cours de nos travaux précédents (Chapitre IV), trois souches fongiques se sont 

montrées particulièrement prometteuses pour atteindre notre objectif : Penicillium 

chrysogenum B5, Penicillium atramentosum V2 et Acremonium fuci A4. Ces trois souches ont 

été capables d’inhiber le signal des N-acyl-homoserine lactone (AHLs) et des diester de borate 

furanosylé (AI-2) qui sont tous deux des composés clés impliquées dans les mécanismes de 

QS. Les souches fongiques se sont également montrées capables d’inhiber la formation de 

biofilm de deux souches rapportrices. Il est intéressant de noter que l’activité anti-QS de P. 

atramentosum avait déjà été mise en évidence par Wang et al., 2011, mais qu’aucun des 

composés impliqués dans cette activité n’a pu être isolé et caractérisé (Wang et al., 2011). P. 

atramentosum fait l’objet de peu d’études, peut-être de par son occurrence rare dans les 

environnements marins, comme en témoigne la seule étude qui rapporte sa présence au sein 

de l’holobionte de la phanérogame Zostera marina en mer Baltique (Petersen et al., 2019). 

Jusqu’à présent, seuls quelques composés ont été identifiés et caractérisés chez des P. 

atramentosum non marins, tels que les atpénines A4 (inhibiteur de mitochondrie), l’acide 

secalonic D (antitumoral) et des mycotoxines (non caractérisées)(Frisvad and Filtenborg, 1983; 

Larsen et al., 2002; Ogórek et al., 2022). Le métabolome de cette espèce n’a été que très peu 

étudié contrairement à celui de Penicillium chrysogenum, qui fait l’objet de nombreuses 

études dans ce domaine, bénéficiant d’une description méticuleuse (Alvarez et al., 1993; 

Chang et al., 2021, 2019a; de Jonge et al., 2012; Yu et al., 2021). Les souches d’Acremonium 

sp. sont régulièrement isolés d’holobiontes marins et représentent une source prometteuse 

de composés naturels novateurs. Par exemple, une souche d’Acremonium sp. a été prélevée 

de l’algue brune Cladostephus spongius, produisant des dérivés de l’hydroquinone aux 

propriétés antioxydantes (Abdel-Lateff et al., 2002). Acremonium strictum, isolé d’une éponge 

marine Choristida sp., s’est révélée producteur de l’acremostrictin, un composé avec une 

activité antibactérienne et antioxydante (Julianti et al., 2011). Une souche d’Acremonium sp. 

provenant d’un tunicier des Caraïbes s’est montré capable de produire de l’oxépine et des 

fumiquinazolines démontrant des propriétés anti-inflammatoires et antifongiques (Luo et al., 

2019). Des souches d’Acremonium fuci ont régulièrement été isolées au sein d’holobiontes 

marins, en particulier chez les macroalgues (rouges et brunes) mais leur métabolome n’a été 

pour le moment que très peu exploré (Hong et al., 2015; Kovalenko et al., 2023; Lee et al., 
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2019; Zuccaro et al., 2008). Ainsi, il apparaît que Penicillium atramentosum V2 et Acremonium 

fuci A4 présentaient un potentiel prometteur en tant que sources de nouveaux composés 

bioactifs dotés d’activités antifoulings. Cependant, compte tenu du faible rendement 

d’Acremonium fuci A4 lors des cultures en grand volume, le travail n’a pas été poursuivi sur 

cette souche. Nous présentons ici les résultats liés au travail mené sur Penicillium 

atramentosum V2  

2. Matériels et méthodes 

Culture en grand volume de P. atramentosum V2 

À partir de cultures solides de P. atramentosum V2 en milieu MEA 75% NSW, 12 

erlenmeyers de 500 ml contenant 250 ml de MEA 75% NSW ont été ensemencés avec des 

morceaux de géloses (3 morceaux de 1 cm² par erlenmeyer). Les cultures ont été incubées 

sous agitation pendant 7 jours à 18°C dans l'obscurité (Figure V.1). Les cultures ont ensuite 

été filtrées sur 4 µm puis 0.2 µm avec une pompe à vide, et les filtres ont été extraits à l’acétate 

d’éthyle avec 15 min dans un bain à ultrasons, suivi de 12h d’agitation puis à nouveau de 15 

min d’ultrasons. La phase organique a été évaporée à sec et l’extraction a été ensuite 

effectuée une seconde fois. En parallèle, le surnageant a été extrait par l’acétate d’éthyle (70% 

EtOAc/30% culture liquide) dans une ampoule à décanter après 24h d’agitation. La phase 

organique à l’issue des deux extractions a été évaporée sous pression réduite pour donner un 

extrait brut solide de 720,24g. En parallèle, une extraction du milieu MEA seul a été réalisée 

dans les mêmes conditions, afin de soustraire les composés, présents dans le milieu de culture, 

des résultats de l'extrait d'intérêt.  

 
Figure V.1: Culture de 3L de Penicillium atramentosum V2 en milieu liquide MEA/NSW 
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A. Isolement de composés Isolement et purification des 

composés par HPLC préparative  

L’extrait brut (720,24 mg) a été purifiée par HPLC préparative (10 mL/min, A : eau + 0,1 

% d'acide formique, B : acétonitrile + 0,08 % d'acide formique, isocratique 5 % pendant 4 min, 

gradient : 5 à 90 % pendant 24 min, isocratique 90 % pendant 4 min et gradient 90 à 5 % 

pendant 4 min), ce qui a permis d'obtenir 11 fractions (nommées F1 à F11, Figure V.2 et 

Tableau V.1). Les expériences d’ HPLC préparative ont été réalisées sur Puriflash® (Interchim), 

sur colonne Agilent PrepHT XDB-C18 (21,2 × 150 mm i.d. ; 5 μm ; USA). L’appareil est composé 

d’un détecteur UV à 254 et 280 nm ainsi que d’un détecteur DEDL (détecteur évaporatif à 

diffusion de la lumière) à 35°C.   

 
Figure V.2: Interface de la puriflash® lors de l'élaboration des différentes fractions. Uniquement les 
voies C (water) et D (acétonitrile) ont été utilisées lors de l’élaboration du gradient de solvant 
permettant l’élution de l’extrait 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
161 

Fraction Tube Masse (mg) 

1 1.1-1.4 15.4 

2 1.5 1.2 

3 1.6-1.7 < 1 

4 1.8-1.9 8 

5 1.10-1.12 18 

6 1.13 3.7 

7 1.14-1.15 20.9 

9 1.16 18.5 

10 1.17 17.7 

11 1.18 16.5 

12 1.19 10.3 

Tableau V.1: Poids des fractions après purification en phase inverse 

L’activité biologique des fractions 7 et 10 couplée à la présence de nombreux signaux 

sur les spectres de MS et de RMN ont motivé le choix d’étudier ces fractions. La fraction 7 

(20,9 mg) et la fraction 10 (17,7mg) ont été purifiées par HPLC préparative (10 mL/min), 

solvent A : eau + 0,1% d'acide formique, solvant B : acétonitrile + 0,08% d'acide formique, 

isocratique 5% de solvant B pendant 4 min, gradient : 5 à 90% pendant 24 min, isocratique 

90% pendant 4 min et gradient 90 à 5% pendant 4 min) donnant 7 fractions chacune. Les sous-

fractions sont nommées F7-1 à F7-7 et F10-1 à F10-7 (Tableau V.2 et Tableau V.3).  

Fraction F7 Tube Masse (mg) 

1 7.8 1 

2 7.10-7.11 1,6 

3 7.12 1 

4 7.13-7.14 2 

5 7.16-7.17 5,4 

6 7.18-7.19 3,4 

7 7.32-7.34 2,3 

Tableau V.2: Poids des fractions après purification de la fraction 7 
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Fraction F10 Tube Masse (mg) 

1 10.19 < 1 

2 10.20 8,1 

3 10.21 < 1 

4 10.22 < 1 

5 10.31 < 1 

6 10.32 < 1 

7 10.33 < 1 

Tableau V.3: Poids des fractions après purification de la fraction 10 

B. Analyses métabolomiques par LC-MS/MS 

L'extrait sec et les fractions de P. atramentosum ont été solubilisés dans du méthanol 

à une concentration de 10 mg.mL-1 et injectés en HPLC-MS/MS (2µL). La séparation a été 

réalisée à l'aide d'une colonne C18 Acclaim™ RSLC PolarAdvantage II (2,1 × 100 mm, 2,2 μm 

de taille de pore; Thermo Fisher Scientific, États-Unis) connectée à un système HPLC Dionex 

Ultimate 3000. La colonne a été couplée à un spectromètre de masse Maxis IITM QTOF 

(Bruker, États-Unis) équipé d'une source d'ionisation par électrospray. Le débit a été fixé à 300 

μL.min-1. Les paramètres de la MS étaient les suivants : tension d'électrospray de 3,5 kV, 

pression du gaz de nébulisation (N2) de 35 psi, débit du gaz de séchage (N2) de 8 L.min-1 et 

température de séchage de 200°C. Les phases mobiles étaient l'eau (0,1 % d'acide formique) 

et l'acétonitrile (0,1 % d'acide formique, solvant B) suivant un gradient de solvant B à 5, 50, 90 

et 5 % pendant 0, 9, 15 et 21 minutes, respectivement.  

Les données de LC-MS/MS ont été analysées à l'aide de DataAnalysis (version 4.4, 

Bruker Daltonik GmbH) et converties en ".mzXML". Les données de LC-MS/MS ont été 

prétraitées sur MzMine 3.2.8 (Pluskal et al., 2010; Schmid et al., 2023) avec un niveau de bruit 

de fond de 1E3 pour MS1 et 1E2 pour MS2, et le « ADAP chromatogramme » a été construit 

avec un « minimum group size of scan » de 2 ; un « group intensity threshold » et un 

« minimum highest intensity » de 3E3 (Myers et al., 2017). Les chromatogrammes ont été 

résolus avec « ADAP Module Disclaimer » avec un seuil S/N à 10, « minimum feature height » 

de 1, un seuil de coefficient/area à 10, 0,02-1,00 pour la durée de pic et 0,10-0,50 pour le « RT 

wavelet range ». Les spectres ont ensuite été désisotopés et filtrés pour ne conserver que les 

pics avec des scans MS2 et un alignement de RANSAC a été effectué. Après l'alignement, les 
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composés présents dans les milieux de culture (MEA) ont été soustraits de la matrice à l'aide 

de l'outil de soustraction du blanc. Cette étape permet d'éliminer de l'ensemble des données 

les composés présents dans les milieux de culture. Les données ont ensuite été exportées sur 

FBMN-GNPS pour construire un réseau moléculaire avec un cosinus de 0,6 et 4 ions fragments 

appariés au minimum, une tolérance de masse de l'ion précurseur (PIMT) et une tolérance de 

masse de l'ion fragment (FIMT) à 0,05 Da (Nothias et al., 2020 ; M. Wang et al., 2016). Les 

métabolites ont été annotés avec différents outils du GNPS, notamment Library Search, 

Dereplicator, Dereplicator + (Mohimani et al., 2018), ainsi que Sirius 5.6.3 (Dührkop et al, 

2019) en utilisant les outils Molecular formula identification, ZODIAC, CSI:FingerID, CANOPUS 

(Djoumbou Feunang et al., 2016; Dührkop et al., 2021, 2015; Hoffmann et al., 2021; Kim et al., 

2021; Ludwig et al., 2020). En outre, les valeurs m/z et les formules de masse ont été 

recherchées et annotées à l'aide des bases de données de produits naturels NPAtlas, MarinLit 

et LOTUS (Rutz et al., 2022 ; van Santen et al., 2019 ; van Santen et al., 2022). Les annotations 

ont été ajoutées au réseau à l'aide du logiciel Cytoscape 3.10.0 (Shannon et al., 2003). 

C. Caractérisation des composés actifs par RMN 

Les spectres RMN ont été enregistrés sur des spectromètres Bruker Avance III HD à 400 

MHz et 600 MHz (Wissembourg, France) équipés respectivement d'une sonde BBFO Plus 

Smart et d'une cryosonde TCI triple résonance (CNRS-MNHN). Les déplacements chimiques 

des solvant utilisés sont (MeOH-d4 : δH 3,31 ; δC 49,15 ; CDCl3 : δH 7,26 ; δC 77,16).L’analyse 

des spectres de RMN a été effectuée par Adrien Delorme, stagiaire de Master 1 en Sciences 

du médicament à l’Université de Saclay, associé au projet, et encadré par Soizic Prado et moi-

même.  

D. Détection des activités anti-QS  

Détection de l’inhibition des circuits du QS basés sur l’émission d’AHLs 

Pour détecter l'inhibition des circuits du QS basés sur l’émission d’AHLs, le biosenseur 

Chromobacterium violaceum CV026 a été cultivé en milieu liquide (McClean et al., 1997). 

Brièvement, le biosenseur CV026 a été pré-cultivé dans le milieu Luria Bertani (LB) 

supplémenté avec 3 µM de C6-HSL (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) pour CV026. La 

préculture a été incubée à 25°C, pendant 24 heures. En microplaque, 180µL de biosenseur 
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supplémenté en C6-HSL à 3 µM (dilués à 1/50 dans le milieu de croissance) ont été ajoutés, 

suivis de 20 µL d'extrait fongique à 1 mg/ml (dissous dans 10% de DMSO). Après 24 heures, la 

croissance cellulaire (DO630nm) a été mesurée à l'aide d'un spectrofluoromètre Victor 3 (Pelkin 

Elmer). La production de violacéine a été directement observée après 24 heures mais la 

DO540nm a également été mesurée. L'inhibition du signal du biosenseur a été calculée pour 

déterminer le pourcentage d'inhibition des AHLs. Deux contrôles négatifs ont été utilisés pour 

les tests : (i) les biosenseurs sans ajout d’AHLs, avec un extrait de milieu de culture des souches 

fongiques dilués dans le 10% de DMSO (ii) les biosenseurs avec AHLs et ajout d'extrait de 

milieu de culture dilué dans 10% de DMSO (20µL). Le témoin positif est le surnageant de la 

souche BBCC116 (anciennement MOLA116), connu pour inhiber les AHLs (Blanchet et al., 

2017).   

Détection de l’inhibition des circuits du QS basés sur l’émission d’AI-2 

Pour la détection de l'inhibition des circuits du QS basés sur l’émission d’AI-2, le 

biosenseur Vibrio harveyi MM32 (luxN::Cm, luxS::Tn5Kan) a été utilisé en présence de 1 µM 

de DPD (précurseur d’AI-2, provenant du groupe de recherche de Rita Ventura à l'ITQB, Oeiras, 

Portugal)(Ascenso et al., 2011). La souche rapportrice V. harveyi MM32 a été cultivée à 30°C 

dans un milieu Marine Broth avec DPD, avec de la kanamycine (30 µg/mL) et du 

chloramphénicol (10µg/ml) (Bassler et al., 1993; Freeman and Bassler, 1999; Tourneroche et 

al., 2019). 

Dans une microplaque, à 180 µL de biosenseur (dilué au 1/100 dans le milieu de 

croissance) ont été cultivés en présence de DPD (1µM), et 20µL d'extrait ou de fractions 

fongiques ont été ajoutés. Les contrôles négatifs réalisés ont été (i) le biosenseur sans ajout 

de DPD, avec 20 µL d’extrait de milieu de culture des souches fongiques solubilisé dans 10% 

de DMSO (ii) le biosenseur en présence de DPD, avec 20 µL d’extrait de milieu de culture 

solubilisé dans 10% de DMSO (20µL). Le contrôle positif utilisé était l'extrait actif de la souche 

fongique Microsphaeropsis olivacea AN329T dissoute dans du DMSO 10% (20µL) mis en 

évidence dans (Tourneroche et al., 2019). Après 24 heures à 30°C, la croissance cellulaire 

(DO630nm) et la luminescence (DO540nm) de MM32 ont été mesurées à l'aide d'un 

spectrofluorimètre Victor 3 (Pelkin Elmer®). 
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E. Détection des activités antibiofilm 

Pour évaluer la capacité des souches microbiennes à inhiber la formation de biofilms, 

deux souches de référence ont été utilisées : Vibrio harveyi F5-F11 et Labrenzia sp. BBCC2184, 

qui proviennent des collections de notre laboratoire. Ces souches ont été cultivées dans des 

microplaques 48 puits (950 µL) à 25°C dans du MB pendant 48h, en présence de 50 µl d'extrait 

ou de fractions à 1 mg/ml dans du DMSO (10%) pour limiter la toxicité potentielle des souches 

fongiques. Deux contrôles ont été effectués, (i) la souche seule (ii) la souche avec 50µl d'extrait 

de milieu de culture dilué dans du DMSO (10%). 

Après avoir mesuré la DO630nm avec un spectrofluorimètre Victor 3 (Perkin Elmer®), les 

microplaques ont été rincées avec du PBS, séchées, puis traitées avec du cristal violet (0,2% 

Sigma, dilué dans 20% d'éthanol) pendant 15 min dans l'obscurité et à température ambiante. 

Ensuite, les microplaques ont été rincées à l'eau (trois fois) et les puits ont été décolorés avec 

une solution décolorante (33% d'acide acétique glacial) pour révéler la présence du biofilm. 

La DO540nm a été mesurée au spectrofluorimètre. 

F. Traitements des résultats, analyses statistiques et 

représentations graphiques 

Pour l'inhibition du quorum sensing (AHLs et AI-2) et l’inhibition de la formation de 

biofilm, les calculs effectués sont les mêmes que dans le Chapitre IV avec pour contrôle négatif 

l’extrait de milieu de culture solubilisé dans le DMSO 10%. Les résultats des biotests ont été 

traités séparément et les tests statistiques (tests de Mann-Whitney) ont été réalisés à l'aide 

de GraphPad Prism 8. Les résultats ont ensuite été transformés en un ensemble de données 

binaires basées sur la significativité.  
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3. Résultats 

A. Métabolome de Penicillium atramentosum V2 isolée de 

l’algue brune Saccharina latissima  

Le métabolome de Penicillium atramentosum V2 isolée du microbiote de surface de 

Saccharina latissima a été analysé par LC-MS/MS (Figure V.3). Après traitement des données, 

123 métabolites ont été obtenus en MS/MS et sont représentés sous la forme d’un réseau 

moléculaire (FBMN) (Figure V.4). Ce réseau comprend 102 métabolites dont la masse et la 

famille moléculaire ont été déterminées, et 69 composés putativement annotés (Tableau 

Supp. V.1). Le métabolome comprend 38 acides aminés, 19 stéroïdes et dérivés de stéroïdes, 

10 composés carbonylés, 8 acyles gras, 6 benzopyranes, 4 benzènes et dérivés de benzènes, 3 

pyridines et dérivés , 2 flavonoïdes et 2 imidazopyrimidines et d’autres familles représentées 

par un unique métabolite. Parmi les acides aminés de nombreux peptides cycliques (23 

composés) sont présents (Figure V.5, Cluster B) tels que cyclo(Leu-Ile), cyclo(Leu-Pro), 

cyclo(Tyr-Leu), tilivalline ou encore cyclo(Phe-Ala). Le cluster A est composé de nombreuses 

andrastines putatives avec notamment l’andrastin A-D et l’andrastin F mais aussi des 

atpenines A4 et A5 putatives. Le cluster C est composé de la penifurane C et de l’anserinone 

B mais également de la benzopyrans 2,3-dihydro-5-hydroxy-2-methyl-4H-1-benzopyran-4-

one, de l’indole 1-hydroxymethylindole-3-carboxylic acid et du composés carbonylé 1-(2,5-

dihydroxyphenyl)-3-hydroxybutan-1-one. La roquefortine C et son précurseur la tryhistatin 

mais aussi la roquefortine M ont été détectés. D’autres composés typiques des Penicilliums 

ont été mis en évidence comme l’atpenine B et un dérivé connu d’atpenine (sans nom dans 

les bases de données), l’acide sécalonique D mais aussi la glandicoline, la méléagrine, l’oxaline.  
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Figure V.3 : Spectre de LC-MS/MS de Penicillium atramentosum V2 
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Figure V.4: Réseau moléculaire (FBMN) du métabolome de Penicillium atramentosum V2 avec les 

classes moléculaires putatives des métabolites présents 
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Figure V.5: Annotations putatives des métabolites de Penicillium atramentosum V2 
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B. Fractionnement et bioguidage  

Toutes les fractions ont été analysées par LC-MS/MS et les annotations ont été 

reportées sur les spectres de chaque fraction. Le fractionnement par Puriflash® a été guidé 

par l’ELSD et a permis de déterminer les composés majoritaires des fractions. Il s’agit des 

cyclo(Phe-Pro), de l’azinanone (piperin-4-one) et de l’oxaline dans la fraction 2 ; la méléagrine, 

le cyclo(Val-Pro) et le cyclo(Leu-Phe) dans la fraction 3 ; un ensemble de cyclopeptides dont 

cyclo(Val-Pro), cyclo(Phe-trans-4-hydroxy-Pro), cyclo(Leu-Pro) et cyclo(Phe-Pro) dans la 

fraction 4 ; tilivaline, roquefortine M et glandicoline B dans la fraction 5. La fraction 6 était 

composée majoritairement d’oxaline et de méléagrine ; la fraction 7 d’andrastine A,B,C,F, 

d’atpenine A5 et d’acide secalonic D. La fraction 9 était composée d’atpenines et d’andrastine 

C et F. Les autres composés présents sont l’acide palmitique, l’andrastine C et d’acide 6beta-

Hydroxy-3-oxo-5beta-cholan-24-oic dans la fraction 10 ; l’anserinone B dans la fraction 11 et 

le bis(4-(tert-butyl)phenyl)amine dans la fraction 12. La roquefortine C était présente dans les 

fractions 3 à 11. 

Par la suite, dans le but de déterminer quelles fractions contenaient les composés 

actifs, les capacités à inhiber les mécanismes du QS et la formation de biofilm ont été testées 

sur toutes les fractions puis sous-fractions (Tableau V.4). Les résultats mettent en évidence 

qu’aucune fraction n’était capable d’inhiber toutes les activités simultanément suggérant 

alors que l’extrait ne contient donc pas de composés génériques permettant l’inhibition de 

tous les mécanismes. Cependant certaines fractions étaient particulièrement actives comme 

notamment la fraction F7 et les sous- fractions F7.2, F7.4, F7.5 et F7.6 mais aussi la fraction F9 

avec une activité anti-QS et antibiofilm. La fraction F4 a été capable d’inhiber la formation de 

biofilm de Vibrio harveyi F5-F11 et les fractions F3, F6, F7, (sous-fraction F7.1 et F7.3) et F10 

(sous-fraction F10.1, F10.2 et F10.6) les mécanismes de QS reposant sur la production d’AHLs. 

La fraction F12 a été capable d’inhiber la formation de biofilm de Vibrio harveyi F5-F11 et 

Labrenzia sp. BBCC2184.  

 

 

 

 

 



 
171 

Fraction 
Antibiofilm 

Vibrio harveyi 
Antibiofilm 

Labrenzia sp. 
QQ AI-2 QQ AHLs 

Extrait + + + + 

F1 - - - - 

F2 - - - - 

F3 - - - + 

F4 + - - - 

F5 - - - - 

F6 - - - + 

F7 - + + + 

F7.1 - - - + 

F7.2 - - + + 

F7.3 - - - + 

F7.4 - + - + 

F7.5 - + - + 

F7.6 - + - + 

F7.7 - - - - 

F9 - + - + 

F10 - - - + 

F10.1 - - - + 

F10.2 - - - + 

F10.3 - - - - 

F10.4 - - - - 

F10.5 - - - - 

F10.6 - - - + 

F10.7 - - - - 

F11 + + - - 

F12 + - - - 

Tableau V.4 : Activités d’inhibition de la formation de biofilm et des mécanismes du QS de de l’extrait 
et des fractions à 100 µg/ml.  « + » pour significativement bioactif » et  «- » non significatif. 

 

C. Caractérisation des composés et fractions actives  

Peu de fractions se sont révélées n’être composées que d’un seul métabolite et la 

quantité de ces derniers dans chaque fraction était minime dans la plupart des cas. Cependant, 

les sous-fractions F7-2 (2mg), F7-5 (5,4 mg), F7-6 (3,4 mg) et F10-2 (8,1 mg) présentaient assez 

de matières pour des analyses RMN et pour évaluer leur bioactivité.  

La RMN du proton de la fraction 7-5 (Supp. Figure V.1) a révélé des signaux 

caractéristiques de l’andrastine A. En effet, on observe un signal très déblindé à δH 10 ppm 

caractéristique d’un aldéhyde. Par ailleurs, on note la présence d’un proton éthylénique sous 

forme de singulet à δH 5.28 ppm et d’un proton oxyméthine à δH 4.52 ppm, sous forme de 
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triplet avec une constante de couplage J = 2.4 Hz, correspondant aux protons H-11 et H-3 

respectivement. Ces deux signaux sont des signaux caractéristiques des andrastines. La 

présence de 7 méthyls à δH 3.61, 2.13, 1.68, 1.62, 1.27, 1.24, 1.19, 0.96, 0.90 ppm dont un 

particulièrement déblindé correspondant au méthyle de la fonction ester permet de mettre 

en évidence tous les méthyls de la molécule et de confirmer la structure de type andrastine A 

(Figure V.5). Deux autres composés de la même série sont retrouvés en mélange dans les 

fractions F7.4 et F10.2. Le spectre de RMN 1H montre clairement l’absence de proton 

d’aldéhyde pour la molécule de la fraction F7-4 au profit de la présence d’un méthylène 

inéquivalent a δH 3.67 et 3.33 permettant de confirmer la présence de l’andrastine B (Supp. 

Figure V.2). Le troisième composé présente un méthyl singulet supplémentaire à δH 0.83 et 

l’absence d’aldéhyde suggérant alors que le composé de la fraction F10-2 est l’andrastine C 

(Supp. Figure V.3). La fraction F7-6 (3,6 mg) correspond à un composé actif contre la formation 

de biofilm Labrenzia sp. BBCC2184 La RMN du proton (Supp. Figure V.4) de cette fraction 

révèle une fraction en mélange mais qui possède des signaux caractéristiques très déblindés 

autour de 14 ppm suggérant la présence de protons formants des liaisons intramoléculaires. 

La faible quantité de matière de cette fraction n’a pas permis de continuer sa purification à ce 

stade du projet (Supp. Figure V.4).   

 
Figure V.6: Structure des andrastines isolées 
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4. Discussion 

Le métabolome de Penicillium atramentosum V2 est composé de nombreux métabolites 

bioactifs putatifs comme le complexe oxaline, méléagrine, glandicoline B et roquefortine C qui 

est typique du genre Penicillium (Ali et al., 2013). Ces composés ont des activités 

antimicrobiennes et antiprolifératives, l’oxaline et la méléagrine sont également des 

anticancéreux (García-Estrada et al., 2011; Newmister et al., 2018). Il a également été 

rapporté que la méléagrine pouvait avoir une activité antibiofilm sur Staphylococcus aureus 

(Hamed et al., 2021). Les atpenines, ici les atpenines A4, A5 et B, sont également 

régulièrement retrouvées chez des Penicilliums, ces composés ont des activités antifongiques 

mais également anticancéreuses, ils inhibent notamment le complexe mitochondrial II 

(Kumagai et al., 1990; Miyadera et al., 2003; Omura et al., 1988). Le métabolome de 

Penicillium atramentosum s’est également avéré être composé de nombreux cyclopeptides 

notamment des dicétopipérazines (13 composés). Ces composés sont connus comme des 

antibactériens notoires mais surtout des inhibiteurs de QS. Le métabolome de P. 

atramentosum V2 est composé de cyclo(Phe-Pro), cyclo(Val-Phe), cyclo(Val-Pro), cyclo(Val-

Leu) et cyclo(Leu-Pro) déjà rapporté comme composés anti-QS (Bina et al., 2013; Bofinger et 

al., 2017; Hatanaka et al., 2020; Lee et al., 2018; Li et al., 2023; Park et al., 2006; Sun et al., 

2016, 2020). Parmi les cyclopeptides, ceux composés d’un tryptophane sont particulièrement 

actifs contre les circuits du QS mais également contre la production de biofilm (Wang et al., 

2022b), ici le métabolome de P. atramentosum V2 révèle la présence d’un cyclo(Leu-Trp).  

Cependant, faute de quantité suffisante nous n’avons pas pu isoler de 

dicétopiperazines et les tester. Par ailleurs, nous avons également remarqué que le 

fractionnement de l’extrait entraînait la perte de certaines activités (antibiofilm ou anti-QS), 

les cyclopeptides étant également répartis dans de nombreuses fractions. On pourrait très 

bien imaginer une synergie de cet ensemble de dicétopiperazines anti-QS au sein de l’extrait, 

entraînant une perte partielle des activités lors du fractionnement.  

Notre approche de fractionnement nous a permis d’isoler des andrastines, qui 

possèdent une activité anti-AHLs. Ces composés sont connus comme des inhibiteurs de 

l’activité des farnésyl transférases ce qui leur procurent un rôle antitumoral mais également 

une forte toxicité. Ainsi, le microbiote de S. latissima semble héberger des souches fongiques 
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susceptibles de produire de puissantes mycotoxines dangereuses pour l’homme, telles que les 

andrastines mais également la roquefortine C, l’acide sécalonique, la méléagrine, la 

glandicoline et l’oxaline que nous avons identifié. Les Penicilliums causent de nombreux 

problèmes en santé alimentaire à cause de ces mêmes toxines, notamment Penicillium 

roqueforti et Penicillium oxalicum qui possèdent un métabolome très similaire (Finoli et al., 

2001; Steyn, 1970). S. latissima est principalement cultivée et consommée en Asie telle quelle 

ou bien transformée sans qu’aucun risque alimentaire n’ait été déclaré à ce jour. Cependant, 

dans un marché en pleine croissance mondiale et qui devrait se développer dans les années à 

venir en Europe, nos résultats suggèrent que ce risque n’est pas à négliger, et il semble donc 

important de considérer le microbiote associé aux algues et sa production métabolique dans 

la réglementation de consommation des algues.  

5. Conclusion du chapitre  

Au cours de ce projet, nous avons pu réaliser l’annotation de 70 % du métabolome de 

P. atramentosum, jusqu’alors peu étudié. Le métabolite responsable de l’activité antibiofilm 

n’a pas encore pu être identifié faute de temps et de quantité. Une culture à plus grande 

échelle est en cours pour tenter d’isoler une plus grande quantité du composé et envisager sa 

purification et analyse par RMN. Nous avons cependant isolé des andrastines qui ont une 

activité anti-QS forte, mais ces composés, particulièrement toxiques, ne pourront 

certainement pas être utilisés comme antifoulings durables. D’autres souches fongiques ont 

montré une activité anti-QS et antibiofilm comme Penicillium chrysogenum B5 et Acremonium 

fuci A4. Une amélioration des cultures d’Acremonium fuci A4 est à prévoir dans le but d’isoler 

des composés. Aux vues des toxines typiques du genre Penicillium produites par Penicillium 

atramentosum V2, Penicillium chrysogenum B5 pourrait avoir un métabolome très similaire à 

celui étudié. Du fait de la production de mycotoxines puissantes par Penicillium atramentosum 

isolé de l’algue brune Saccharina latissima, un suivi assidu devrait être mis en place pour les 

produits alimentaires dérivés de cette macroalgue.  
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Chapitre VI. Discussion ge ne rale 
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L’objectif de cette thèse est d’approfondir notre compréhension de la nature et de 

l’importance des interactions microbiennes au sein de l’épimicrobiote des algues brunes avec 

pour modèle Saccharina latissima. En perspective, l’enjeu est d’identifier dans ce microbiote 

original, des métabolites bioactifs, anti-quorum sensing, pour des applications antifouling. 

Dans un premier temps, notre démarche a été de réaliser un inventaire de la diversité 

taxonomique et métabolomique des microorganismes de surface puis de corréler les 

métabolites aux microorganismes ou groupes de microorganismes présents. Le but de cette 

approche était de tendre vers un lien entre structure des communautés et fonctions des 

microorganismes. Dans un second temps, notre attention s'est portée sur l'exploration de la 

diversité et du rôle des mécanismes de communication cellulaire de type quorum sensing (QS) 

dans ces interactions. Nous avons cherché à décrypter la place du QS dans les dialogues 

moléculaires qui s'opèrent entre les différents partenaires microbiens afin de s’en inspirer 

pour révéler de nouveaux antifoulings potentiels.  

Au cours de nos investigations, nous avons identifié un core microbiote bactérien associé 

à un core métabolome, tandis que nous avons observé une diversité fongique très importante. 

Lors d'une expérience de perturbation du microbiote de surface à l'aide de composés 

synthétiques impliqués dans le QS, nous avons noté une variation significative du microbiote, 

suggérant un rôle clé du QS dans la stabilité et la régulation du microbiote. Par ailleurs, notre 

isolement et caractérisation des souches fongiques cultivables au sein de l'épimicrobiote algal 

a permis de mettre en évidence une forte abondance de métabolites impliqués dans les 

interactions microbiennes, dont un grand nombre de composés associés au QS. De surcroît, 

nous avons démontré que de nombreuses souches bactériennes et fongiques sont capables 

de communiquer au moyen de mécanismes de QS et de réguler la formation de biofilm. Parmi 

ces souches, certaines se sont révélées être des candidates particulièrement prometteuses 

pour l'isolement de nouveaux composés antifoulings. 
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1. Les interactions microbiennes au sein de l’épimicrobiote 

de Saccharina latissima 

Dans une première phase de notre étude, nous avons entrepris une exploration de la 

diversité microbienne totale et des métabolomes de surface au sein de l’épimicrobiote de 

Saccharina latissima. Cette approche intégrative, basée sur l’acquisition de jeux de données 

multi-omiques, représente une entreprise inédite dans le contexte des laminaires 

(Laminariales) jusqu'à présent. Par la suite, nous avons essayé de caractériser les interactions 

microbiennes régnant au sein de ce microbiote. Nous avons ainsi établi des associations entre 

des métabolites et des microorganismes, dans le but de dévoiler les liens possibles entre la 

structure, la composition des communautés et les fonctions assurées par les 

microorganismes. 

A. Un core microbiote bactérien  

Par des approches de métabarcoding, nous avons identifié des communautés 

microbiennes diversifiées et spécifiques de l’algue brune Saccharina latissima, incluant des 

bactéries, des macro et micro-eucaryotes, ainsi que des champignons (Chapitre II). 

L’épimicrobiote algal est composé d’un core microbiote bactérien et eucaryote. Le core 

microbiote bactérien représente plus de 25% de la diversité bactérienne totale, et est 

composé d’Hyphomonadaceae; de Granulosicoccaceae; d’Enterobacteriaceae et de 

Rhodobacteraceae et de Flavobacteriaceae. Certaines de ces familles et genres bactériens ont 

également été isolés par des approches de culture (Chapitre IV) tels que les Granulosicoccus 

sp., Sulfitobacter sp. et Dokdonia sp.. Toutefois, lorsque l’on s’intéresse aux jeunes 

macroalgues cultivées en laboratoire, les Alteromonadaceae en particulier Alteromonas sp. et 

Paraglaciecola sp., prédominent, accompagnées des mêmes familles que le core microbiote 

notamment les Enterobacteriaceae, Flavobacteriaceae et Rhodobacteriaceae (Chapitre III). 

La présence de ces microorganismes n’est pas surprenante car ces espèces ont déjà 

été mises en évidence chez des macroalgues brunes, et notamment des laminaires comme 

Laminaria hyperborea (Bengtsson et al., 2010; Burgunter-Delamare et al., 2023; Lachnit et al., 

2010; Paix et al., 2019; Stratil et al., 2013). Les Granulosiccocus sp., Litorimonas sp., Hellae sp. 

et Blastospirulla sp. avaient même déjà été identifiés au sein du microbiote total et endophyte 

de Saccharina latissima (Burgunter-Delamare et al., 2023; Tourneroche et al., 2020). La 
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prépondérance et la constance de ce core microbiote même en dehors du milieu naturel 

suggère qu’il pourrait jouer un rôle essentiel au sein du microbiote et dans la physiologie de 

Saccharina latissima. Certaines études ont révélé que les Rhodobacteraceae, telles que 

Sulfitobacter sp. et Loktanella sp., sont des colonisateurs primaires de macroalgues, 

produisant de la vitamine B12 et des sidérophores (Dogs et al., 2017; Paix et al., 2020, 2019). 

Les Flavobacteriaceae, dont Algitalea sp., appartiennent aux communautés bactériennes 

pionnières (Paix et al., 2020) et sont nécessaire à la décomposition de la matière organique 

lors de la prolifération d’algues (Burgunter-Delamare et al., 2023; Pinhassi et al., 2004; 

Riemann et al., 2000). De manière similaire au concept de « microbial gardening » exploré 

notamment par (Saha and Weinberger, 2019), les taxa pionniers pourraient alors être recrutés 

spécifiquement par l’algue afin de constituer une communauté ́ défendant l’algue contre 

l’arrivée successive et le développement de potentiels pathogènes. Certaines bactéries 

peuvent aussi affecter négativement les macroalgues en décomposant le matériel cellulaire 

ou en provoquant des maladies, comme certains Alteromonas sp. (Peng and Li, 2013; 

Vairappan et al., 2001) et les Pseudoalteromonas sp. (Sawabe et al., 1998). Néanmoins, la 

prédominance d’Alteromonas sp. chez de jeunes algues saines cultivées en laboratoire 

suggère qu’elles ne sont pas toujours pathogènes et qu’elles jouent un rôle dans 

l’épimicrobiote. Par ailleurs, il a également été montré que des Pseudoalteromonas sp. ont de 

fortes capacités de colonisation des macroalgues et inhibent la croissance de pathogènes et 

de biofoulers (annélides polychètes par exemple) (Ballestriero et al., 2010; Bowman, 2007; 

Dahms and Dobretsov, 2017; Dobretsov and Rittschof, 2023; Holmström et al., 1998). Nos 

tests de formation de biofilm effectués sur les souches isolées du microbiote de surface de 

Saccharina latissima vont également dans ce sens. En effet, 90% des souches de 

Pseudoalteromonas sp. provenant d'algues saines sont capables de former du biofilm 

(Chapitre IV), et plus intéressant encore, 80% de ces souches sont également capables 

d'inhiber la formation de biofilm. Parmi les isolats appartenant partie du core microbiote de 

Saccharina latissima, 60% des souches isolées sont capables de former du biofilm dans nos 

conditions de culture. Afin d’approfondir notre connaissance du rôle du core microbiote 

bactérien, il serait intéressant de mener des expériences de cocultures de microorganismes 

en sélectionnant certaines de souches isolées. Les cultures seules et cocultures pourraient 

être inoculées à de jeunes pousses de Saccharina latissima préalablement traitées aux 

antibiotiques ou soumis à des pathogènes. Un suivi des communautés par des approches de 
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métagénomique, métatranscriptomique et métabolomiques (« multi-omiques ») pourrait 

être effectué afin d’évaluer les gènes et les métabolites impliqués dans la régulation du 

microbiote.  

B. Composition et rôle des communautés fongiques au sein de 

l’holobionte algal et leurs implications dans le métabolome de 

surface  

La diversité et les rôles des communautés fongiques au sein de l'holobionte algal 

restent largement inexplorés. Nos résultats révèlent une faible diversité fongique (seulement 

37 ASVs), juxtaposée à une variabilité interindividuelle particulièrement prononcée (Chapitre 

II) avec la présence notamment de Cladosporium sp., Debaryomyces sp., Sporobolomyces sp., 

Malassezia sp., Penicillium sp., Stereum sp. et Rhodotorula sp. Ces résultats sont cohérents 

avec nos approches de culture qui ne nous ont permis d’isoler que 10 espèces fongiques 

(Chapitre IV). Parmi ces espèces, on retrouve des Penicilliums, Acremoniums et Aspergillus 

ainsi que quelques souches uniques. Cette variabilité interindividuelle est tellement marquée 

que seuls les Penicilliums sp. ont été détectés au sein des 6 individus de Saccharina latissima 

étudiés dans ce travail de thèse, avec des approches de métabarcoding (Chapitre II). La 

présence d’Acremonium sp. est suspectée par la détection d’Hypocreales sans genre associé 

par les bases de données. Au sein de l’holobionte des jeunes algues cultivées en laboratoire 

(Chapitre IV), cette diversité interindividuelle est également marquée mais avec la présence 

de nombreuses familles et espèces fongiques que l’on retrouve également chez les adultes ou 

dans la fraction cultivable. Cependant, de manière surprenante, les Sporobolomyces sp. sont 

toujours présents, bien que leur abondance varie.  

Le rôle des champignons dans les microbiotes algaux n’a été que très peu été étudié 

mais certains auteurs ont mis en évidence que les champignons endophytes et épiphytes 

associés aux macroalgues brunes produisent également des composés antibiotiques, 

antifongiques, antioxydants et larvicides (Fan et al., 2019; Flewelling et al., 2015; Sarasan et 

al., 2017). Les souches fongiques isolées de l’épimicrobiote sont notamment capables de 

produire de nombreux composés possiblement bioactifs (antibiotiques, antifongiques, 

antibiofilm). Ces composés pourraient ainsi jouer un rôle dans la régulation du microbiote, la 

lutte contre les pathogènes et même peut-être le contrôle des dysbioses comme mentionné 
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chez les éponges, les coraux et les plantes (Deveau et al., 2018; Hassani et al., 2018; 

Raghukumar, 2012; Raghukumar and Ravindran, 2012; Roik et al., 2022; Suryanarayanan, 

2012; Vallet et al., 2018). Par ailleurs, de nombreuses souches fongiques de notre collection 

se sont avérées capables d’inhiber la formation de biofilm lors des tests in vitro (Chapitre IV). 

Bien que les stratégies dépendantes de la culture perdent en popularité face aux approches 

multi-omiques, qui offrent une vue d’ensemble des communautés épiphytes, il est intéressant 

de noter qu’elles permettent ici de pouvoir comparer les métabolites produits in vitro à ceux 

trouvés à la surface de l’algue et d’émettre des hypothèses sur leur rôle au sein de l’holobionte 

algal (Chapitre II). D’une manière plus générale, les approches de culture permettent d’isoler 

des modèles biologiques sur lesquels travailler et tester des hypothèses. Les souches isolées 

permettent aussi de produire des composés en quantité suffisante pour être caractérisés 

chimiquement. 

Ainsi, par des approches de métabolomique non ciblée (LC-MS/MS), nous avons 

caractérisé le métabolome de surface de Saccharina latissima afin d’identifier l’ensemble des 

métabolites produits (Chapitre II). Au sein du métabolome de surface de Saccharina latissima, 

nos analyses ont révélé 60 annotations putatives, dont 24 ont déjà été retrouvées chez des 

champignons. Parmi les métabolites présents, les acides gras notamment les acyles gras (12 

composés) sont les métabolites les plus courants du métabolome et trois d’entre eux ont été 

retrouvés dans les métabolomes des souches fongiques isolées, le 9-octodecenamide, 13-

docosenamide et l’icosanamide (Chapitre IV). Ces composés ont été identifiés dans certaines 

études comme des métabolites de défense chez les algues, car ils peuvent inhiber la virulence 

de pathogènes et rendre également l’algue toxique pour les brouteurs (Bertin et al., 2012; 

Nobori et al., 2018; Xiao et al., 2004). Par ailleurs, 51 acides gras aminés putatifs ont été 

détectés au sein des métabolomes. Nous avons également mis en évidence l’existence d’un 

core métabolome de surface chez Saccharina latissima composé de 8 métabolites putatifs, 

dont le diéthyle de phtalate, le dikojiacide A et l'arabinofuranosyluracile. Cependant, 

l’identification des organismes producteurs reste difficile en raison du manque d'information 

dans les bases de données et de la grande diversité des organismes présents à la surface de 

Saccharina latissima. Par exemple, la présence de diéthyle de phthalate, composé impliqué 

dans des interactions entre microorganismes, est assez courante et ce dernier est 

généralement produit par de nombreuses bactéries et des champignons (Al-Bari et al., 2005; 
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Huang et al., 2021, 2021; H. Zhang et al., 2018). Cette molécule a été détectée au sein des 

métabolomes de nombreux Penicillium sp. en culture. Le dikojiacide A est un dimère naturel 

d'acide kojique isolé de l'endophyte végétal Aspergillus flavus (Xu et al., 2018). Cependant, 

aucun Aspergillus versicolor de notre collection ne produit ce composé. 

L'arabinofuranosyluracile, également connu sous le nom de spongouridine, a été isolé de 

l'holobionte de l'éponge marine Tectitethya crypta et de la gorgone jaune Eunicella cavolini 

(Bergmann and Burke, 1956; Cimino et al., 1984). Sa production par Vibrio harveyi, présent 

également dans les cultures réalisées au cours de ce travail de thèse, a été démontrée (Bertin 

et al., 2015). Cependant, d'autres organismes épiphytes de Saccharina latissima pourraient 

être capables de produire ce composé appartenant au core métabolome. Nous ne possédons 

pas, dans ce travail de thèse, d’informations sur les métabolites produits par les bactéries 

isolées, et il aurait été très intéressant d’étudier également les métabolomes des souches 

bactériennes isolées. Les bactéries impliquées dans le fonctionnement du core microbiote 

bactérien pourraient également être impliquées dans la mise en place d’un core métabolome.  

C. Corrélations entre la structure et les traits fonctionnels des 

communautés microbiennes à la surface de Saccharina 

latissima 

Dans le but d’aller plus loin dans la compréhension des liens entre la structure des 

communautés et les fonctions des microorganismes colonisateurs de la surface de Saccharina 

latissima, nous avons corrélé les données de diversité microbienne avec celles des 

métabolomes de surface (Chapitre II). Par des approches d’Analyse Factorielle Multiple (MFA), 

en utilisant le package FactoMineR de R (Lê et al., 2008), nous avons tout d’abord observé que 

les communautés microbiennes et les métabolomes de surface sont relativement similaires 

chez 4 des 6 individus étudiés et ce malgré les disparités observées dans les communautés 

fongiques. Cette observation suggère que ce sont les champignons qui produisent les 

métabolites qui sont responsables des variations observées entre les différentes algues 

échantillonnées alors que les bactéries du core microbiote émettent des composés similaires 

dans épimicrobiotes des 4 individus. Par la suite, nous avons mis en évidence chez les deux 

autres individus, une variation significative des communautés microbiennes associées à des 

métabolites spécifiques.  
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Ces variations, des communautés bactériennes d’une part, et fongiques d’autre part, 

chez ces deux individus, impliquent des métabolites associés à des interactions microbiennes 

et potentiellement impliqués dans la défense de l’algue (Chapitre II) (Bertin et al., 2015, 2012; 

De Nys et al., 1995; Harder et al., 2012; Saha et al., 2011). Ces composés putativement annotés 

sont différents mais leur classe et leur structure sont proches (acide gras aminés, acides 

aminés et composés du QS). Cette observation pourrait être expliquée par une redondance 

fonctionnelle de ces organismes présents dans l’épimicrobiote algal. Dans ce sens, il a été 

montré que l’état de santé des cultures axéniques d’Ulva sp., pouvait être restauré par 

l’inoculation de bactéries ayant les mêmes fonctions que celles initialement présentes 

(Provasoli and Pintner, 1980). D’autres auteurs ont également montré que la croissance et la 

morphogénèse pouvaient être rétablies par l’ajout de Rhodobacteraceae et Flavobacteriaceae 

produisant de la thallusine, ainsi que des phytohormones cytokiniques essentielles (Alsufyani 

et al., 2020; Spoerner et al., 2012). Ces mêmes types de mécanismes pourraient exister au 

sein de l’épimicrobiote de Saccharina latissima. Dans notre cas, la majeure partie des 

composés produits semble impliquée dans la régulation de la défense de l’algue face aux 

pathogènes et aux brouteurs. Dans ce sens, un résultat frappant est la présence de furanones 

et buténolides putatives à la fois au sein de l’épimicrobiote algal (Chapitre II) mais également 

au sein des métabolomes des souches fongiques isolées (Chapitre IV). Ces composés, 

impliqués dans des mécanismes de défenses, covarient au sein de l’épimicrobiote algal avec 

Penicillium sp., Sistotrema sp. et Sporobolomyces sp. et sont produits par certaines souches 

de Penicillium sp. et celle affiliée à Paradendryphiella salina de notre collection. Ces composés 

sont connus pour être de puissants inhibiteurs du QS et pour être impliqués dans la régulation 

du biofouling chez les macroalgues(Case et al., 2011; de Nys et al., 1993; Egan et al., 2014). 

Cependant, les furanones sont généralement produites par l’algue, comme chez Delisea 

pulchra et rarement au sein du microbiote de surface des macroalgues (De Nys et al., 1995; 

de Nys et al., 1993).  

En conclusion, nos résultats ont mis en lumière la forte diversité des microorganismes 

et des métabolites associés, soulignant une variabilité significative des communautés 

fongiques au sein de l'épimicrobiote de Saccharina latissima. Nous avons également constaté 

que certains métabolites impliqués dans les interactions microbiennes présentent une 

covariation avec des consortia de microorganismes, notamment des consortia variables d’un 
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individu à l'autre. Ces observations mettent en évidence que l’épimicrobiote de Saccharina 

latissima est le siège d’une forte diversité microbienne qui structure les métabolomes de 

surface.  

Afin d’aller plus loin dans l’étude des interactions microbiennes régnant au sein de 

l’épimicrobiote de Saccharina latissima, il serait nécessaire d’approfondir ces travaux à l‘aide 

d’études de métagénomique et de métatranscriptomique. Ces approches nous permettraient 

de mieux associer les taxons identifiés à certaines voies métaboliques clefs (par des approches 

de métagénomique), puis d’associer ces ensembles aux voies métaboliques exprimées 

(métatranscriptomique). De tels travaux nous permettraient également d’avoir une vision plus 

précise du rôle de chaque microorganisme au sein du microbiote de surface de Saccharina 

latissima. Par ailleurs, il serait intéressant de conduire des expérimentations de perturbation 

du microbiote en condition contrôlées en modifiant des facteurs biotiques (ajout de souches 

pathogènes, de brouteurs, de matières organiques) et abiotiques (pH, température, 

luminosité), facteurs pouvant perturber les communautés microbiennes. Une description de 

l’évolution au cours du temps du microbiome par des approches couplées et corrélées de 

métagénomique, métatranscriptomique et métabolomique permettrait de mieux 

comprendre les dynamiques et le rôle des communautés microbiennes dans la physiologie des 

macroalgues.  

 

2. Importance du Quorum Sensing dans les interactions 

au sein de l’holobionte algal 

Par la suite, nous nous sommes intéressés aux composés impliqués dans les 

interactions à la surface de Saccharina latissima avec un intérêt particulier pour le QS. Les 

objectifs étaient de déterminer quels sont les composés produits par les microorganismes 

impliqués dans des interactions mais également d’appréhender la diversité et le rôle des 

composés du QS dans ces interactions. Ces approches permettent de comprendre le rôle du 

QS dans la régulation du biofilm de surface de Saccharina latissima.  
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A. Une grande diversité de composés impliqués dans les 

interactions microbiennes  

Notre analyse des métabolomes des 42 souches fongiques isolées (Chapitre V) a révélé 

que les champignons sont des producteurs de composés possiblement impliqués dans des 

interactions microbiennes. Ces métabolites, représentant 17% des métabolites totaux 

détectés, sont de familles diverses et comprennent des acides aminés, des acide gras (dont 

des acides gras aminés), des terpénoides, des prénol lipides et des indoles. Leurs activités sont 

possiblement tout aussi diverses, ce sont des antibactériens putatifs (18 composés) comme la 

penicilline G et l’acide aspergillique ; des antifongiques putatifs (10 composés) dont la 

mycosamine et la streptoverticillin, des antimicrobiens plus généraux (26 composés) comme 

la drechmerin C et la patulolide B mais également des inhibiteurs de QS (25 composés) 

notamment la O-ethylhydroxydihydrofusarubin et le cyclo(pro-val). Par ailleurs, nous avons 

mis en évidence deux algicides putatifs le cyclo(leu-trans-4-hydroxy-pro) et la N-methyl-2-(2-

methylpropoxy)aniline (An et al., 2015; Guo et al., 2015). Des composés fongiques impliqués 

dans la signalisation chimique des plantes ont également été identifiés comme le régulateur 

de croissance pironétine (Dias et al., 2003), un composé impliqué dans la signalisation des 

plantes, la gibbérelline A12 (Davière and Achard, 2013) et un inhibiteur de la croissance des 

racines, l'aspergimarine D (Huang et al., 2019). Ces composés fongiques possèdent une grande 

diversité de cibles biologiques potentielles, que ce soit envers des microorganismes, des 

algues ou des plantes (plantes et algues) suggérant ainsi que les champignons pourraient être 

à même d’ interagir avec l’ensemble des membres des communautés présentes à la surface 

de Saccharina latissima.  

Cependant, parmi tous ces métabolites fongiques, seuls des acides gras aminés et des 

diéthyl phtalates, potentiellement impliqués dans ces interactions d’après les données de la 

littérature, ont été retrouvés au sein des métabolomes de l’épimicrobiote algal (Bertin et al., 

2012; Huang et al., 2021; H. Zhang et al., 2018). Cette observation peut être expliquée par la 

variabilité interindividuelle des communautés fongiques, qui ont été isolées sur d’autres 

individus que ceux étudiés dans le Chapitre III. Il est également important de noter que 

certains de ces composés retrouvés au sein des métabolomes fongiques sont hautement 

toxiques pour les microorganismes ou les plantes (Chawla and Wenzel, 1987; Kovalakova et 

al., 2020; Spiteller, 2015), et pourraient entraîner des effets néfastes sur l’algue et le 
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microbiote. Ceci suggère que pour maintenir le microbiote algal, des processus de 

rétrocontrôle des communautés fongiques mis en place par l’algue, les bactéries ou les 

champignons, sont nécessaires.  

B. Rôle des composés du QS dans les interactions de 

l’épimicrobiote algal  

Parmi les différents médiateurs chimiques mis en évidence dans le Chapitre V, les 

molécules de QS ont suscité notre intérêt de par leur rôle clé dans la communication entre 

microorganismes, dans la formation et le maintien des biofilms (Fuqua et al., 1994; Nealson, 

1977; Schulz, 2014). Comme précédemment montré, les champignons sont de forts 

producteurs de composés impliqués dans les interactions au sein de l’épimicrobiote algal et 

les données indiquent de nombreux composés putatifs aux activités anti-QS. Notre objectif 

était d’évaluer si les souches fongiques isolées étaient capables de réguler le microbiote par 

des mécanismes du QS. Ainsi, nous avons testé les capacités des souches fongiques isolées de 

l'épimicrobiote de S. latissima à inhiber les mécanismes du QS (Chapitre V). Nos résultats ont 

montré le fort potentiel d'inhibition du QS des souches isolées dans nos études (95% des 

souches), notamment des mécanismes de QS reposant sur l’émission des AHLs et des AI-2. 

Cette activité anti-QS des champignons marins a déjà été démontrée par quelques auteurs 

dans l'environnement marin (Chang et al., 2021; Dobretsov et al., 2011a; Naik et al., 2013; 

Parasuraman et al., 2020b) et chez des champignons endophytes d’algues brunes 

(Tourneroche et al., 2019; Vallet et al., 2018). Cependant, à notre connaissance, la présence 

de telles activités chez des souches fongiques épiphytes de macroalgues n'a pas été 

documentée. Par ailleurs, nos résultats montrent que 57% des souches fongiques sont 

capables d’inhiber la formation de biofilm bactérien, ajoutant un élément à l’hypothèse d’une 

régulation du biofilm par des composés du QS. En parallèle, nous avons également voulu 

évaluer si les bactéries de notre collection étaient capables de former du biofilm et de 

produire des composés impliqués dans le QS.  Ainsi, 59% des souches de la collection 

bactériennes sont capables de faire du biofilm et un total de 40 % des souches bactériennes 

sont capables de produire des AHLs (AHLs à chaînes courtes, moyennes et longues) et 44 % 

des souches communiquent possiblement par l’émission d'AI-2. Ces résultats suggèrent que 

les bactéries de l’épimicrobiote algal produisent des composés du QS et qu’ils pourraient être 

impliqués dans la formation et le maintien du biofilm associé à la surface de Saccharina 
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latissima. Dans l’ensemble, cette étude montre que les champignons possèdent un potentiel 

de régulation du biofouling bactérien à la surface de Saccharina latissima en inhibant les 

mécanismes du QS impliqués dans la formation de biofilm.  

Cependant, 87,5 % des souches bactériennes inhibent également la production d’ AHLs 

à chaînes courtes et 65 % celles d’ AHLs à longues chaînes, mais seulement 3 % des souches 

sont capables d'inhiber la communication reposant sur l’émission d’AI-2 et seulement 8 % 

présentait une inhibition de la formation de biofilm. Le spectre des composés du QS, 

comprenant des activateurs et des inhibiteurs, émis parfois par les mêmes souches 

bactériennes, présente une diversité remarquable, sans association exclusive à un genre 

bactérien. Nos résultats montrent ainsi que les communautés bactériennes et fongiques 

pourraient influencer la formation du biofilm se développant à la surface de Saccharina 

latissima. Les fortes capacités de communication identifiées suggèrent aussi que le QS 

pourrait jouer un rôle crucial dans le maintien de ce biofilm.  

Par ailleurs, nos résultats obtenus sur les jeunes sporophytes de Saccharina latissima 

(Chapitre IV) indiquent qu’une activation du QS par ajout d’AHLs de synthèse au sein de 

l’épimicrobiote entraîne une perturbation du microbiote sur le long terme mais sans 

apparition de pathogènes potentiels. Un ajout de furanones, potentiellement anti-QS, 

entraîne en revanche un effet délétère sur le microbiote caractérisé par le développement de 

souches potentiellement pathogènes. Nos résultats semblent également indiquer que des 

mécanismes de compensations se mettent en place. En effet, les communautés microbiennes 

reviennent à leur état initial en moins de 24h après la perturbation induite par ajout de 

composés du QS (C6-HSL ou furanone) sur les microbiotes de surface. Ces résultats mettent 

en évidence l’importance cruciale du QS au sein du microbiote de surface de Saccharina 

latissima. Par la suite, nous allons nous pencher sur les métabolites impliqués dans ces 

régulations en analysant l’évolution des métabolomes au cours du temps dans les différentes 

conditions testées. 

Les champignons pourraient contribuer à ces régulations très fines du microbiote de 

surface de Saccharina latissima. En effet, nous avons démontré que les souches fongiques 

cultivables de l'épimicrobiote produisent divers signaux QS (Chapitre V) capables d'être des 

activateurs comme le précurseur 2-heptylquinoline-4(1H)-one (HHQ) (Schütz et Empting, 

2018), ou des inhibiteurs comme les cyclopeptides (5) (Lee et al., 2018 ; Li et al., 2023 ; Wang 
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et al., 2022 ; Yu et al., 2021). De nombreuses coumarines putatives (8 composés), des 

furanones et des buténolides (2 composés) ont également été détectés et ces molécules sont 

fréquemment associées à des activités anti-QS et antibiofilm (De Nys et al., 1995; Gutiérrez-

Barranquero et al., 2015; Lee et al., 2014; Phainuphong et al., 2017; Proctor et al., 2020; Reen 

et al., 2018) Par ailleurs, des coumarines (2 composés) et des furanones (1 composé) avaient 

également été détectées au sein des métabolomes de surface de Saccharina latissima, 

confirmant l’implication du QS dans le microbiote de surface (Chapitre III). Cependant, 

l’origine biosynthétique des coumarines au sein de l’holobionte algal n’a pas pu être 

déterminée par notre approche.  

Pour conclure, nos résultats suggèrent que les champignons épiphytes peuvent jouer 

un rôle régulateur au sein de l'épimicrobiote de S. latissima, en particulier en façonnant les 

communautés bactériennes agissant sur les mécanismes de QS via la production d’inhibiteurs 

ou d’activateurs du QS. Collectivement, nos résultats établissent que les souches fongiques 

provenant de l'épimicrobiote des macroalgues brunes pourraient représenter une source 

précieuse de composés anti-QS et antibiofilm d'intérêt.  

3. Recherches d’antifoulings potentiels au sein des 

métabolomes fongiques  

La recherche de nouveaux antifoulings éco-compatibles est un enjeu majeur de 

transition environnementale. Notre stratégie pour relever ce défi est de cibler les mécanismes 

clés impliqués dans la formation de biofilm, notamment le QS. Ces composés inhibent la 

formation de biofilm sans affecter la viabilité cellulaire, et engendrerait ainsi potentiellement 

moins de toxicité que les solutions actuelles. Pour cela, nous nous sommes inspirés du 

dialogue moléculaire au sein de l’épimicrobiote de Saccharina latissima pour tenter d’isoler 

de nouveaux composés à activité anti-QS et antifouling.  

Au cours de cette thèse, nous avons démontré que les champignons isolés, notamment 

les souches Penicillium atramentosum V2, Acremonium fuci A4 et Penicillium chrysogenum B5,  

sont de forts producteurs d’inhibiteurs du QS, inhibant également la formation de biofilm 

(Chapitre IV). À l’issue de nos analyses des métabolomiques, de nombreux composés 

demeurent inconnus et pourraient posséder une activité QS ou anti-QS. De plus, un certain 

nombre de composés aux activités antibactériennes, antimicrobiennes ou anticancéreuses 
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présentent des structures très similaires aux furanones et buténolides, mais n’ont jamais été 

testées pour leur capacité à inhiber le QS et la formation de biofilms (Luo et al., 2021). Ainsi 

les souches fongiques marines de l’épimicrobiote de Saccharina latissima sont une grande 

source de potentiels antifoulings. Les métabolomes des bactéries n’ont pas été étudiés dans 

ce travail de thèse faute de temps, mais une large fraction d’entre elles s’est avérée inhibitrice 

du QS et de formation de biofilm au cours de nos tests.  Elles pourraient également être des 

candidates envisageables pour la recherche d’antifoulings. Cependant, les bactéries sont 

connues pour exercer des activités anti-QS par la production de lactonases ou d’acylases. Ces 

enzymes peuvent néanmoins se révéler instables et leur intégration dans des revêtements 

antifoulings est plus complexe. Notre intérêt s’est donc tourné vers les souches fongiques 

connues pour produire une grande diversité de métabolites secondaires bioactifs.  

Nous avons étudié en détail le métabolome de Penicillium atramentosum V2, souche 

fongique dont l’activité s’est révélée antibiofilm, anti-QS et non toxique lors de nos biotests 

(Chapitre V). Le métabolome de cette souche s’est avéré être composé de nombreux 

métabolites bioactifs putativement annotés comme des anticancéreux, des mycotoxines et 

des antibiotiques qui étaient pour la plupart connus et caractéristiques du genre Penicillium. 

Malgré la présence de nombreux métabolites majoritaires connus, l’extrait a tout de même 

été fractionné et chaque fraction a été testée pour caractériser ses activités anti-QS et 

antibiofilms (4 biotests). Dans un premier temps, nous avons pu observer que le 

fractionnement de l’extrait entraînait la perte de certaines activités. Ces résultats ont mis en 

évidence que différents composés étaient impliqués dans chacune des bioactivités testées. 

Nous avons caractérisé les fractions les plus actives et mis en évidence par RMN des 

andrastines notamment les andrastine A, andrastine B et andrastine C comme composés anti-

QS (AHLs) et contre le biofilm de Labrenzia sp. BBCC2184. Cependant, ces composés, utilisés 

comme anticancéreux, font l’objet d’une attention particulière quant à leur toxicité 

(Fernández-Bodega et al., 2009; O’Brien et al., 2006). Par manque de biomasse d’extraits, nous 

n’avons malheureusement pas pu encore caractériser tous les composés des fractions actives 

mais ces analyses sont en cours au MCAM. L’analyse du métabolome d’Acremonium fuci A4 

devrait également être effectuée dans ce laboratoire.  

La toxicité manifestée par certains composés anti-QS souligne la nécessité d’examiner 

la spécificité des composés déjà isolés et de comprendre leurs mécanismes d’action avant leur 
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utilisation. De surcroît, il est essentiel d'étudier les produits de dégradation et de 

métabolisation de ces composés par d’autres microorganismes, car certains pourraient avoir 

des effets nuisibles sur l'environnement. Une thèse en cours au LBBM se consacre 

précisément à cette problématique. De plus, afin d’inhiber efficacement la formation de 

biofilm, les composés isolés doivent interférer avec les différents mécanismes mis en jeu. Par 

exemple, les AHLs et les AI-2 doivent être inhibés car les bactéries pourraient aisément 

commuter entre ces voies de signalisation pour élaborer leur biofilm. L’inhibition du QS par 

les composés bioactifs doit donc être maximale, ciblée et efficace à très faible concentration 

(Dahms and Dobretsov, 2017).  

Il a également été montré que pour conserver l’activité anti-encrassement des 

furanones, le groupement fonctionnel et leur lipophilie doivent être conservés (Clare et al., 

1999; Xu et al., 2010). Aussi l’intégration de ces molécules dans des peintures antifoulings se 

révèle plus complexe qu'il n'y paraît. Le développement d'une peinture antifouling efficace 

nécessite que la molécule active soit également stable dans le temps et qu’elle résiste aux 

variations de température et à la nature des solvant utilisés, tant pendant la fabrication que 

lors de son utilisation. De plus, elle doit être facilement synthétisable chimiquement ou 

purifiable à partir de microorganismes (les macroorganismes sont à exclure). Un projet financé 

par le CNRS est en cours entre nos deux laboratoires et tente d’incorporer des composés anti-

QS dans des peintures antifoulings. En conclusion, bien que de nombreux composés 

antifoulings existent déjà, la recherche de nouvelles molécules continue d'être essentielle en 

raison de préoccupations liées à leur toxicité et à leur spécificité. L'optimisation de leur 

utilisation dans des peintures antifoulings implique des défis liés à la stabilité, à la synthèse et 

à la purification, ainsi qu'à la compréhension des mécanismes de fonctionnement des 

composés bioactifs. 

Pour conclure, nous avons déterminé des souches candidates potentielles pour isoler 

de nouveaux composés antifoulings mais nous n’avons pas pu isoler encore ces composés 

nouveaux faute de biomasses suffisantes. Par ailleurs, il semble que l’activité de certaines 

souches fongiques repose sur une synergie d’activité de différentes molécules mais la 

présence de nombreuses toxines au sein des métabolomes sous-entend que des précautions 

doivent être prises quant à leur utilisation. Les composés devront être testés pour leur toxicité 

sur les micro- et macro- organismes afin de vérifier leur éco-compatibilités. 
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Conclusion ge ne rale 

Le microbiote de surface de Saccharina latissima, comme celui de nombreuses 

macroalgues, se révèle être un biofilm dynamique, hébergeant une multitude de 

microorganismes aux interactions complexes, largement médiées par la production de 

composés chimiques. Parmi ces interactions, le QS émerge comme un acteur de premier plan, 

sa perturbation impacte significativement la stabilité et la régulation du microbiote de surface. 

Les microorganismes présents à la surface de Saccharina latissima semblent être 

particulièrement bien structurés et associés à des métabolites bien spécifiques dont le rôle 

précis reste encore à explorer. Les champignons, notamment, semblent occuper une position 

centrale dans ces interactions en produisant à la fois des composés qui peuvent influencer les 

interactions de l'holobionte et des inhibiteurs du QS. Malgré ces avancées, les mécanismes 

précis de ces communications demeurent en grande partie non élucidés.  La compréhension 

de ces mécanismes offre ainsi une perspective de bio-inspiration pour la recherche de 

nouveaux composés anti-QS et antibiofilm. Ces approches ouvrent la porte à la découverte de 

nouveaux antifoulings éco-compatibles, plus durables. En somme, ces avancées contribuent à 

la fois à notre compréhension de l'écosystème microbien associé aux macroalgues et ouvre 

de nouvelles perspectives vers le développement de solutions innovantes pour contrer les 

problèmes liés aux biofilms et au biofouling. Ainsi, il apparaît essentiel de poursuivre ce type 

de recherche de nouveaux composés bioactifs, tout en y associant un volet fondamental 

permettant de mieux appréhender leurs rôles en écologie marine.  
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Annexe I : Me thodologies ge ne rales  

L’objectif de ce chapitre est de présenter l’ensemble des approches et les modèles 

biologiques utilisés dans ce travail de thèse.  

1. Échantillonnages d’épimicrobiote de Saccharina 

latissima 

A. Pré Requis pour l’échantillonnage de l’épimicrobiote de 

Saccharina latissima 

Afin d’identifier et comprendre les interactions au sein de l'épimicrobiote de 

Saccharina latissima, il est impératif de prélever des échantillons du biofilm qui recouvre sa 

surface. Les méthodes d'échantillonnage à cet égard sont relativement peu explorées, la 

plupart des auteurs ayant opté pour le broyage complet des algues, englobant ainsi la totalité 

du microbiome associé. Ainsi, nous avons élaboré une nouvelle méthode d'échantillonnage 

spécifiquement destinée à l'épimicrobiote des algues, visant à préserver l'intégrité des tissus 

algaux. Ces procédures d'échantillonnages ont dû être conçues en respectant un ensemble de 

contraintes majeures : 

- Préserver l’intégrité des algues  

Il est primordial de ne pas découper les algues, car toute opération de découpe en vue 

de séparer les étapes d’extraction (telles que l’agitation des tissus pour l’extraction d’ADN ou 

le trempage dans le MeOH) peut entraîner la libération de métabolites ou d’organismes 

endophytes.  

- Maximiser la surface échantillonnée  

Des études antérieures ont démontré que les communautés microbiennes varient en 

fonction de l'espèce d'algue et de la zone échantillonnée (thalle, apex, crampon). Il a 

également été mis en évidence que ces communautés présentent une organisation en 

gradient et en patch le long du thalle (Burgunter-Delamare et al., 2023; Lachnit et al., 2009; 

Paix et al., 2020). Afin de minimiser ces variations, l'échantillonnage doit être effectué en 
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couvrant la totalité du thalle et en privilégiant des individus juvéniles d'une taille d'environ 1 

mètre. 

- Cohérence entre diversité microbienne et métabolomique  

Pour établir des corrélations significatives entre la diversité microbienne et la diversité 

métabolomique, il est essentiel que les échantillons proviennent du même individu. De plus, 

les méthodes de prélèvement doivent être compatibles et non destructives (pour préserver 

l’intégrité de l’algue). Par exemple, un trempage de l'algue dans le méthanol entraîne une 

destruction du biofilm, rendant impossible l'accès à la diversité microbienne. De même, le 

grattage au scalpel d'une zone de l'algue pour le métabarcoding peut empêcher le trempage 

ultérieur dans le méthanol, risquant ainsi d'extraire les métabolites de l'algue. 

- Dimension de l'algue  

Au vu des dimensions de Saccharina latissima, qui peut atteindre 2 mètres, il est 

important de prendre en considération cette taille lors de la planification de la méthode 

d'échantillonnage. Par conséquent, il n'est pas possible d'immerger complètement l'algue 

dans un récipient contenant de l'eau de mer et de la soumettre à une agitation prolongée de 

1 heure (vortex ou ultrason) pour prélever le biofilm de surface. 

B. Méthodologie d’échantillonnage de l’épimicrobiote de 

Saccharina latissima 

Lors du premier échantillonnage, de jeunes Saccharina latissima, mesurant moins de 

1 mètre ont été collectées à la main à Perharidy (48°43'47.0 "N 4°00'17.1 "W), Roscoff 

(Bretagne, France), en janvier 2021 à marée basse (coefficient 93). Cinq macroalgues ont été 

sélectionnées au hasard, collectées et mises dans des sacs plastiques stériles après vérification 

de leur état de santé, seuls les individus sains ont été conservés. Un total de 5 individus a été 

rapidement transporté au laboratoire dans une glacière à environ 4 °C puis placé en chambre 

froide en attendant les prélèvements (maximum 2h) (Burgunter-Delamare et al., 2023, 2022). 

Les algues ont été rincées à l’eau de mer stérile (NSW, Natural Seawater) puis ont été 

délimitées en 3 zones de 15cm² chacune, selon un schéma alternatif (Figure A1.1). Les zones 

« écouvillon » et « scalpel + écouvillon » ont été exploitées pour prélever la diversité 

microbienne cultivable (Chapitre IV) et non cultivable présente à la surface des algues 
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(Bengtsson and Øvreås, 2010). La zone dénommée « écouvillon + MeOH » a été utilisée pour 

extraire le métabolome de surface. Initialement la zone « scalpel + écouvillon » était destinée 

exclusivement au prélèvement au scalpel, mais la surface glissante de l’algue a entravé la 

collecte du biofilm, ce qui a conduit à son ajustement.  

 
Figure A1.1 : Méthodologie de l'échantillonnage 1 de l’épimicrobiote de Saccharina latissima (janvier 
2021) 

Les échantillons d'ADN ont été vortexés et transférés dans le tube Lysing Matrix E du 

kit FastDNA™ SPIN pour le sol (M.P. Biomedicals). L'extraction de l'ADN a été réalisée en 

suivant les recommandations du kit sans aucune modification. Ensuite, l'ADN extrait a été 

quantifié avec un fluorimètre Quantus (Promega) et la qualité a été vérifiée avec un 

spectrophotomètre/fluorimètre DeNovix® DS-11 FX+. Les échantillons d’ADN étaient de 

bonnes qualités et la méthode a été confirmée et utilisée dans le Chapitre II de ce travail de 

thèse. Toutefois, il est important de noter qu'une extraction réalisée dans de l'eau de mer 

peut entraîner la présence d'inhibiteurs de PCR lors des analyses de métabarcoding. Par 

conséquent, il est préférable de conserver les échantillons d'ADN dans de l'eau distillée. 

Par ailleurs, les résultats des analyses par LC-MS/MS effectuées sur les échantillons de 

métabolome de surface ont indiqué que tous les composés détectés étaient des 

contaminations provenant des écouvillons (Figure A1.2). 
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Figure A1.2 : Spectre de LC-MS des échantillons du métabolome de surface de Saccharina latissima 
contaminé par les composés présents dans les écouvillons.  

C. Mises en place des méthodes d’extractions des métabolomes 

de surface  

Afin de mettre en place une méthode efficace d’extraction des métabolomes de 

surface de Saccharina latissima, nous avons effectué nos expérimentations en utilisant des 

sporophytes juvéniles mesurant de 7 à 8 cm de longueur. Les différentes méthodes 

d’extraction ont été sélectionnées en nous appuyant sur des références bibliographiques 

portant sur l’extraction de métabolomes ou d’organismes épiphytes similaires. Les détails des 

méthodes sont présentés dans le Tableau A1.1.   

N° Méthode de 
prélèvement 

Étapes 
supplémentaires 

Solvant Inconvénients Résultats Inspiré de :  

1 Grattage au 
scalpel puis à 
l'écouvillon 

- MeOH 
 

Contaminé (Lachnit et al., 
2010; Othmani et 
al., 2013; Parrot 

et al., 2019) 

2 Grattage avec 
du coton bio 

stérile 

- H2O 
 

Contaminé 
 

3 Grattage au 
scalpel puis à 
l'écouvillon 

Prélèvement du 
surnageant puis 

extraction à 
l'acétate d'éthyle 

NSW + 
EtOAc 

 
Contaminé (Lachnit et al., 

2010; Othmani et 
al., 2016a; Parrot 

et al., 2019)  
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4 Grattage au 
scalpel puis à 
l'écouvillon 

Filtration de 
l'écouvillon puis 
ajout de MeOH 

NSW + 
MeOH 

 
Faible  
signal 

 (Lachnit et al., 
2010; Othmani et 
al., 2016a; Parrot 

et al., 2019)  

5 Grattage au 
scalpel puis à 
l'écouvillon 

Filtration de 
l'écouvillon puis 

ajout d'EtOAc 

NSW + 
EtOAc 

 
Faible  
signal 

(Lachnit et al., 
2010; Othmani et 
al., 2016a; Parrot 

et al., 2019) 

6 Grattage au 
scalpel  

Récupération à 
l'essoreuse à 

salade 

NSW 
 

Aucun 
signal 

(Lachnit et al., 
2013) 

7 Scalpel et 
transfert dans 

le MeOH 

Séchage du 
scalpel entre les 

allers-retours 

MeOH Jusqu’à 3 
allers-retours 

du scalpel 
dans le MeOH 

Signal 
satisfaisant 

 

8 Trempage du 
verso de 

l'algue dans le 
MeOH (4sec)  

Grattage de la 
face recto pour le 

métabarcoding 

MeOH Difficulté 
d’adaptation 

aux algues 
adultes 

Aucun 
signal 

(Othmani et al., 
2016a; Paix et al., 

2019) 

9 Extraction 
dans une 

boîte de Petri 
du verso de 

l'algue 

Grattage de la 
face recto pour le 

métabarcoding 

C18 en 
poudre 

Difficulté 
d’adaptation 

aux algues 
adultes 

Aucun 
signal 

 

10 Dépôt du 
plantule sur 
une lame et 
laisser sous 

pression 24h 

Grattage de la 
face recto pour le 

métabarcoding 

Lame de 
C18 + 
MeOH 

Difficulté 
d’adaptation 

aux algues 
adultes 

Aucun 
signal 

 

11 Dépôt du 
plantule sur 
une lame et 
laisser sous 

pression 24h 

Grattage de la 
face recto pour le 

métabarcoding 

Lame de 
silice + 
EtOAc 

Difficulté 
d’adaptation 

aux algues 
adultes 

Aucun 
signal 

 

12 Grattage avec 
un filtre en 
verre stérile 

calciné 

Filtration pour 
éliminer les 

résidus de verres 

H2O 
distillé 

 
Signal 

satisfaisant 

 

Tableau A1.1: Méthodes d’extraction des métabolomes de surface de Saccharina latissima 

Certaines méthodes se sont avérées inefficaces ou entraînant des contaminations 

chimiques dans les échantillons. Cependant, plusieurs méthodes se sont avérées 

prometteuses pour l'extraction du métabolome de surface de Saccharina latissima. Pour le 

deuxième échantillonnage, nous avons opté pour la méthode du scalpel trempé dans le MeOH 

(Figure A1.3). Les échantillons ainsi obtenus ont permis d'établir une corrélation entre la 

diversité microbienne et le métabolome de surface, dont les résultats sont détaillés dans le 

Chapitre II. 
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Figure A1.3: Méthodologie de l'échantillonnage 2 de l’épimicrobiote de Saccharina latissima (juin 
2021) 

Cependant, il convient de noter que la méthode du grattage au scalpel exige que les 

algues présentent à la fois une robustesse suffisante pour être grattées sans se déchirer et 

une taille adéquate permettant d'alterner entre les zones destinées au prélèvement 

microbiens et celles dévolues aux métabolomes de surface. Cette méthode s'est révélée 

inapplicable lors de la réalisation du Chapitre III, au cours duquel nous avons exposé, au cours 

du temps, de jeunes sporophytes de Saccharina latissima à des composés impliqués dans les 

mécanismes du quorum sensing (QS), un mécanisme de communication reposant sur la 

densité cellulaire. À cette fin, nous avons préféré opter pour le grattage des algues à l'aide 

d'un filtre en verre de plus petit diamètre. Ce filtre en verre a été subdivisé en deux parties 

distinctes : l'une destinée au métabarcoding a été mise en contact avec 2 ml d'eau distillée, 

tandis que l'autre partie, réservée à l'analyse métabolomique, a été immergée dans 2 ml de 

méthanol (MeOH). Néanmoins, il est à prévoir que l'utilisation de filtres en verre laisse de fines 

fibres de verre résiduelles au fond des tubes. Il a été nécessaire de procéder à de multiples 

étapes de filtration pour les éliminer intégralement avant de procéder à l'analyse en 

spectrométrie de masse. 

D. Préparation des échantillons pour les analyses multi-omiques 

Les échantillons d'ADN ont été extraits conformément à la méthode précédemment 

décrite, tandis que les échantillons destinés à l'analyse métabolomique ont été solubilisés à 

une concentration de 10 mg/ml dans du méthanol (MeOH) avant d'être soumis à l'analyse par 

LC-MS/MS. Cependant, la présence d'une faible quantité de matière (1 mg par échantillon), 
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associée à une proportion substantielle de sels, a entraîné un affaiblissement notable du signal 

lors des analyses, nécessitant une étape de dessalage. Initialement, une tentative de dessalage 

en colonne a été entreprise (sur des sporophytes), cependant, les quantités de produits 

récupérées se sont avérées insuffisantes (0.1 mg par échantillon). En conséquence, une 

approche alternative a été adoptée, consistant à ajouter de l'eau distillée ultrapure aux 

échantillons, suivie de l’addition d'acétate d'éthyle. La phase organique (acétate d'éthyle) a 

ensuite été récupérée, séchée, puis re-suspendue à une concentration de 10 mg/ml dans du 

méthanol (MeOH). Les résultats ont été analysés en LC-MS/MS (Chapitre II). La phase aqueuse 

a été récupérée, séchée, puis soumise à une analyse en spectrométrie de masse, mais aucun 

composé n'a été détecté. Les échantillons issus de l'extraction par filtre en verre ont été traités 

de la même manière afin d'éliminer toute trace éventuelle de sel. 

2. Expérimentation in vitro sur jeunes sporophytes de 

Saccharina latissima 

A. Mises en place de l’expérimentation  

Afin d’évaluer le rôle des mécanismes du QS au sein de l’épimicrobiote de Saccharina 

latissima, de jeunes sporophytes ont été cultivés in vitro pendant une période d’environ 5 

mois. Les sporophytes nécessaires à cette étude ont été fournis par l'équipe biologie des 

algues et interactions avec l'environnement du Laboratoire de Biologie Intégrative des 

Modèles Marins (LBI2M) situé à Roscoff, France. Cette équipe maîtrise le cycle de 

reproduction de Saccharina latissima.  

Les jeunes sporophytes de Saccharina latissima ont été exposés à des composés du 

QS, notamment les C6-HSL et les C10-HSL (activateurs) ainsi que les furanones C30 

(inhibiteurs) (Chapitre III). Cependant, les concentrations d’exposition ont dû être 

préalablement déterminées. À cet effet, des sporophytes ont été placés dans des piluliers (3 

par piluliers), auxquels ont été ajoutés les C6-HSL, C10-HSL et furanone C30 à des 

concentrations de 0,1, 1, 10, 25 et 50 µM (Figure A1.4A). Le rendement maximal du 

photosystème II (Fv/Fm) a ensuite été mesuré à T0, T24, T48 et T72h, à l'aide d'un appareil 

JuniorPAM (Walz, Effeltrich, Allemagne). Les plantules ont été maintenues dans l'obscurité 

pendant 10 minutes avant chaque mesure. Il a été observé que la furanone C30 présente une 
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toxicité significative pour les sporophytes à partir d'une concentration de 10 µM, entraînant 

la mort des sporophytes en quelques heures (Figure A1.4B). À une concentration de 1 µM, la 

furanone n'a pas eu d'effet significatif sur le rapport Fv/Fm. Cependant, par mesure de 

précaution, cette concentration a été divisée par deux lors de l'expérimentation. 

  
Figure A1.4: Test de concentrations des composés du QS ajouté aux cultures de sporophytes(A) 
Exposition des sporophytes aux différents composés du QS (B) Résultats des mesures de 
photosynthèses au cours du temps. (FC30 correspond à la Furanone C30).  

B. Culture des algues en conditions contrôlées en présence de 

composés impliqués dans le QS  

À partir de la culture mère de sporophytes, les algues ont été triées en fonction de leur 

taille, puis réparties de manière homogène dans des bouteilles, chacune contenant 750 ml 

d’eau de mer naturelle stérile (NSW) (Figure A1.5). Environ 18 sporophytes ont été placés en 

culture dans chaque bouteille pendant une période de 72 heures pour permettre leur 

acclimatation. Ensuite, ils ont été maintenus en culture pendant 7 jours après l'ajout des 

différents composés, à savoir l’eau de mer (NSW), l'éthanol (EtOH), les C6-HSL, les C10-HSL et 

la furanone C30 (FC30). 
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Figure A1.5 : Culture des sporophytes (A) Culture mère (B) Tri des sporophytes avant exposition aux 
composés impliqués dans le QS 

Cette expérimentation a été réalisée en quintuplicat, c'est-à-dire avec cinq bouteilles 

par condition expérimentale, à une température de 13,5°C, sous un régime lumineux de 12 

heures de lumière et 12 heures d'obscurité. L'intensité lumineuse a été maintenue uniforme 

entre les bouteilles, avec une valeur de 5900 lux mesurée à une distance de 13,5 cm des 

bouteilles. Un système de bullage a été installé dans chaque bouteille, et une surveillance 

régulière de l'homogénéité du bullage a été effectuée (Figure A1.6). Il convient de noter que 

les composés ajoutés aux concentrations testées n'ont montré aucun effet toxique sur les 

sporophytes, et aucune bouteille n'a été exclue de l'expérience jusqu'à son terme. 

 
Figure A1.6: Exposition in vitro des sporophytes de Saccharina latissima à des composés impliqués 
dans le QS 
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C. Prélèvements au cours du temps  

Comme précédemment exposé, la collecte de la diversité microbienne ainsi que des 

métabolomes à la surface des sporophytes ont été réalisés à l'aide de filtres en fibre de verre. 

Chaque filtre a été subdivisé en deux parties distinctes : l'une a été immergée dans de l'eau 

distillée en vue des analyses de métabarcoding, tandis que l'autre a été placée dans du 

méthanol (MeOH) pour les analyses métabolomiques. Préalablement à l'expérimentation, 

trois sporophytes (en quintuplicat) ont été prélevés à partir de la culture mère à T-72h (Figure 

A1.5A). Au cours de l'expérience, à des temps T0h, T24h, T48h, T72h et T7 jours, trois 

sporophytes ont été prélevés dans chaque bouteille et immédiatement soumis à une 

procédure d'échantillonnage en raclant leur surface (Figure A1.7). Les trois sporophytes 

prélevés ont été regroupés pour former un seul échantillon, ce qui a été effectué dans le but 

de maximiser le signal lors des analyses en spectrométrie de masse. Au bout de 24h et 7 jours, 

50 ml d’eau de mer des bouteilles ont également été prélevés et congelés. Un contrôle a 

également été réalisé en utilisant des filtres en fibre de verre placés dans l'eau de mer stérile. 

Toutefois, en raison du grand nombre d'échantillons collectés (125 échantillons d'ADN et 125 

métabolomes de surface), seules les conditions impliquant la C10-HSL, la furanone C30 et les 

témoins contenant de l'éthanol (EtOH) ont été analysés par métabarcoding de l'ARNr 16S, 18S 

et du fragment ITS. Les métabolomes et les 50 échantillons d’eau de mer à T24h et T7j (après 

extraction à l’acétate d’éthyle) ont tous été analysés par LC-MS/MS mais n’ont pour le 

moment pas été analysés.  
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Figure A1.7: Prélèvement au cours du temps de sporophytes de Saccharina latissima (A) Organisation 
de la paillasse (B) Zoom sur les sporophytes (C) Sporophytes au cours des prélèvements. Légende : (1) 

Bouteille de culture en condition contrôlée (2) Sporophytes (3) Filtres en fibre de verre 

3. Études des microorganismes associés à l’épimicrobiote 

algal  

A. Isolements et conservation des microorganismes  

En parallèle, nous avons conduit une approche basée sur la culture pour caractériser 

les microorganismes présents à la surface de S. latissima à partir des échantillonnages 1 et 2. 

Le matériel et méthodes détaillé de l’isolement des microorganismes par dilution en série 

(Romani et al., 2019) figure dans le Chapitre IV.  

Lors du premier échantillonnage (réalisé en janvier 2021), les milieux de culture 

d'isolement utilisés pour les souches bactériennes étaient le MA (Marine Agar, BD Difco), un 

milieu riche salin et le R2A (BD Difco) avec 100% d'eau de mer naturelle (NSW), un milieu de 

culture appauvri. En ce qui concerne les souches fongiques, le PDA contenant 75% de NSW 

(Potato Dextrose Agar, BD Difco) et le MEA contenant 75% de NSW ont été utilisés (Vallet et 

al., 2018). La composition de la MEA est la suivante : 20g d'extrait de malt (BD Difco), 20g de 

glucose (Sigma Aldrich), 1g de Bacto Peptone (BD Difco), 20g d'agar-agar (Sigma Aldrich) pour 

1L de milieu. Lors du second échantillonnage (réalisé en juin 2021), dans le but d’isoler 

exclusivement des souches fongiques, les échantillons ont été ensemencés uniquement sur 
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du milieu MEA 75% et PDA 75%, tous deux contenant 1g/L de kanamycine (kanamycine sulfate 

de Streptomyces, Sigma Aldrich) et 1g/L de pénicilline G (benzylpénicilline, Sigma Aldrich). Les 

cultures ont été incubées à 18 °C dans l'obscurité (Henríquez et al., 2014; Li and Wang, 2009). 

Des souches bactériennes résistantes aux antibiotiques ont également été isolées au cours de 

cette procédure. 

Afin d’isoler les microorganismes présents, les cultures ont ensuite été maintenues à 

18 °C dans l'obscurité jusqu'à ce que de nouvelles colonies cessent d'apparaître sur les boîtes 

de Petri. Chaque microorganisme a été ensuite transféré sur milieu MB pour les bactéries et 

sur milieu PDA pour les champignons. Les morphotypes distincts ont été isolés et repiqués de 

manière itérative jusqu'à l'obtention de cultures pures (Blanchet et al., 2017)(Figure A1.8). 

Toutes les souches microbiennes ont été conservées en triplicat à -80°C dans des cryotubes. 

Pour les bactéries, des milieux de cryoconservation composés de cultures liquides des souches 

en MB à 18°C avec 35% de glycérol ont été utilisés, tandis que pour les champignons, des 

morceaux de gélose ont été ensemencés dans des cryotubes avec 715 µL de PDA 75% NSW et 

215 µL de 70% de glycérol.  

Les souches bactériennes ont été cultivées sur des boîtes de Petri et ont été soumises 

à une analyse par séquençage du gène de l'ARNr 16S à Genoscreen (Lille, France) en vue de 

leur identification. Parmi les 280 souches envoyées, 272 ont été identifiées en blastant les 

séquences sur https://www.ezbiocloud.net/ et NCBI. Les souches fongiques (42) ont été 

identifiées par le séquençage du fragment ITS1, effectué sur la plateforme Bio2Mar de 

l’Observatoire de Banyuls-sur-Mer (Chapitre IV). Parallèlement, les souches bactériennes 

isolées ont été soumises à des tests biochimiques pour évaluer leur capacité à produire et à 

inhiber les mécanismes du QS, ainsi qu'à former et à inhiber la formation de biofilm, en 

utilisant des tests au cristal violet. Les souches fongiques ont, quant à elles, été testées pour 

leur capacité à inhiber les mécanismes du QS et à inhiber la formation de biofilm bactérien. 

https://www.ezbiocloud.net/
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Figure A1.8: Photo de quelques souches bactériennes et fongiques isolées de l'épimicrobiote de 
Saccharina latissima.  

B. Tests biochimiques et souches rapportrices (biosenseurs) 

utilisés pour la détection des composés impliqués dans le QS 

Les tests biochimiques ont été effectués en utilisant des biosenseurs, qui sont des 

souches bactériennes génétiquement modifiées pour émettre un signal, soit lumineux soit 

colorimétrique, lorsqu'elles détectent un composé d'intérêt. Ces biosenseurs ont subi des 

modifications génétiques au niveau des gènes responsables de la production des composés 

de communication cellulaire quorum-sensing (QS), ce qui leur permet de détecter ces 

composés sans les produire eux-mêmes. Lors de la détection des composés du QS, ces 

biosenseurs émettent de la GFP (Green Fluorescent Protein), de la bioluminescence ou un 

pigment violet, selon le cas. Les biotests utilisés au cours de cette thèse, ainsi que leur 

spécificité, sont résumés dans le Tableau A1.2. 

Biosenseur CV026 MT102 F117 MM32 

Nom 
complet 

Chromobacterium 
violaceum 

Escherichia coli 
(pJBA132) 

Pseudomonas 
putida 

(pRK-C12; Kmr; 
ppuI::npt) 

Vibrio harveyi 
(luxN::Cm, 

luxS::Tn5Kan) 

Types de 
composés 
détectées 

AHLs AI-2 

Composés 
détectés 

Chaines courtes 
(<C6) 

Chaine 
moyenne 
(C6 à C8) 

Chaine longue 
(>C8) 

AI-2 
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Témoins 
positifs 

C6-HSL 
C6-HSL et   

Oxo-C10-HSL 
Oxo-C10-HSL 

DPD ou  
Surnageant 
MOLA292 / 
MOLA707 

Témoins 
d’inhibition 

MOLA116 MOLA116 MOLA116 ANT329 

Antibiotiques 
Gentamycine         
(20 µg.ml-1) 

Tétracycline 
(25µg.ml-1) 

Kanamycine 
(20µg.ml-1) 

Kanamycine 
(50 µg.ml-1) et 

Chloramphénicol          
(10 µg.ml-1) 

Température 
de 

croissance 
(°C) 

25 37 30 25 

Milieu de 
culture 

LB LB LB MB 

Signal 
rapporteur 

Violet GFP GFP Luminescence 

Sources 
(McClean et al., 

1997) 
(Riedel et al., 

2001) 
(Andersen et al., 

2001) 
(Bassler et al., 

1993) 
Tableau A1.2: Récapitulatif des biosenseurs utilisées pour détecter les composés impliqués dans les 
mécanismes du QS 

Au cours des expérimentations, les biosenseurs ont été cultivés dans leurs conditions 

respectives, puis ils ont été inoculés dans des microplaques à 96 puits en présence de 

surnageant de culture bactérienne. Lorsque les biosenseurs détectent des composés 

impliqués dans les mécanismes du quorum-sensing (AHLs ou AI-2), ils émettent un signal 

lumineux qui peut être mesuré à l'aide d'un spectrofluorimètre. En revanche, lors du test 

d'inhibition des mécanismes du quorum-sensing, les biosenseurs sont cultivés en présence de 

composés du QS (AHLs ou AI-2), puis des surnageants de culture bactérienne ou des extraits 

fongiques leurs sont ajoutés. Lorsque les souches d'intérêt sont capables de produire des 

composés de dégradation ou d'interférer avec les composés du quorum-sensing, une 

diminution du signal lumineux est observée et mesurée. Les protocoles expérimentaux sont 

détaillés dans les Chapitres IV et V et sont des protocoles de routine de LBBM de Banyuls-sur-

Mer (Blanchet et al., 2017; Romani et al., 2021; Tourneroche et al., 2019).  
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C. Cultures des microorganismes et mesure de formation de 

biofilm bactérien 

Les souches bactériennes isolées ont été cultivées en milieu MB à 18°C sous agitation 

(100 rpm) dans l’obscurité lors de toutes les expérimentations. Les surnageants bactériens 

utilisés pour les tests de détection des composés du QS ont été effectués à partir de cultures 

bactériennes à DO ~0.8, suivies d’une centrifugation de 15 min à 7000g pour séparer les 

cellules du milieu liquide. En ce qui concerne les tests d’inhibitions des composés impliqués 

dans les mécanismes du QS, les surnageants de cultures bactériennes ont été préparés à partir 

de culture ensemencée avec des C6-HSL ou des 3-oxo-C10-HSL en fonction du biotests 

effectués par la suite (le temps de croissance restant inchangé). Les cultures n’ont pas été 

ensemencées avec du DPD (précurseur d’AI-2) en raison de l’instabilité de ce composé.  

Les cultures fongiques ont été réalisées dans des volumes de 50 ml de milieux liquides 

PDB (Potato Dextrose Broth) et MEA (Malt Extract Agar), chacun contenant 75% d'eau de mer 

naturelle (NSW). Les cultures ont été ensemencées avec des morceaux de gélose issus de 

cultures solides préalablement préparées (3 morceaux de gélose de 1 cm²) puis incubées sous 

agitation à 100 rpm, pendant 7 jours à une température de 18°C, dans l'obscurité. Dans un 

premier temps, les tests d'inhibition des composés du QS ont été réalisés sur les surnageants 

de culture fongique obtenus après une centrifugation de 30 minutes à 7000g, suivie d'une 

filtration à travers des filtres de 4 µm puis de 0.2 µm. Cependant, il a été constaté que les 

témoins MEA et PDA stériles se sont révélés particulièrement toxiques pour les biosenseurs 

(ces données n'ont pas été présentées). Par conséquent, une extraction à l'acétate d'éthyle a 

été réalisée à la fois sur les surnageants de culture et sur les milieux de culture. Les extraits 

ainsi obtenus se sont avérés non toxiques lors des tests d'inhibition des composés impliqués 

dans le quorum-sensing. 

Pour évaluer la capacité de formation de biofilm, les souches bactériennes ont été 

cultivées dans des plaques de 48 puits pendant 5 jours. Par la suite, les microplaques ont été 

soigneusement rincées avec une solution tampon saline phosphate (PBS) puis séchées au four 

à une température de 60°C pendant 4 heures. Une coloration au cristal violet a été réalisée, 

suivie d'une révélation à l'aide d'acide acétique glacial, et la mesure de l'intensité de la 

coloration violette a été effectuée au spectrofluorimètre. La coloration du biofilm au cristal 
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violet est une technique simple et rapide qui permet de suivre l'évolution d'un biofilm. Le 

cristal violet se fixe sur des molécules contenant un ribose, telles que l'ADN ou la matrice du 

biofilm. Par conséquent, l'étape de rinçage des microplaques est d’une importance cruciale. 

La quantité de coloration est proportionnelle à la biomasse cellulaire, ce qui fait du rapport 

entre la coloration au cristal violet et la croissance cellulaire une méthode fiable pour 

quantifier le biofilm ou évaluer l'inhibition de sa formation par des composés d'intérêt. Le 

protocole détaillé du test de formation de biofilm, est présenté en détail dans le Chapitre IV 

de cette thèse (Romani et al., 2021).  

D. Tests d’inhibition de formation de biofilm bactérien  

Afin d’évaluer les capacités d'inhibition de la formation de biofilm par les surnageants 

bactériens et les extraits fongiques, un biotest a été mis en place. Deux souches bactériennes 

environnementales, Vibrio harveyi et Labrenzia sp., ayant la capacité de former du biofilm, ont 

été sélectionnées parmi la collection de microorganismes du LBBM.  

Vibrio harveyi, un pathogène des huîtres Crassostrea gigas en Méditerranée, est 

capable de former du biofilm en MB entre 15°C et 30°C. Il est particulièrement résistant, son 

biofilm n'étant pas inhibé ni par la furanone C30 ni par la lactonase Aii20J, comme l'ont montré 

des données issues d'un projet antérieur. Labrenzia sp. 2184, une souche non pathogène 

isolée des rhizomes de Posidonia oceanica, forme également du biofilm. Son biofilm est inhibé 

par la lactonase Aii20J et par la furanone C30, bien que ces données n'aient pas été présentées 

dans cette étude. Ces deux souches ont été choisies pour illustrer la diversité des biofilms 

bactériens présents dans l'environnement. Au cours des expérimentations, les deux souches 

ont été inoculées dans des microplaques à 48 puits contenant du MB, et des surnageants 

bactériens ou des extraits fongiques ont été ajoutés. La formation de biofilm au bout de 48 

heures a été mesurée en utilisant la méthode de marquage au cristal violet, comme expliqué 

précédemment. Les protocoles expérimentaux détaillés sont décrits dans les Chapitres IV et 

Chapitre V de cette thèse. 
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4. Isolement des composés d’intérêts  

A. Sélection des souches  

L’objectif de la thèse est à terme d’isoler de nouveaux antifoulings ciblant les 

mécanismes du QS. Ainsi, à partir des biotests (tests biosenseurs et tests antibiofilms), nous 

avons sélectionné des souches fongiques capables d’inhiber les mécanismes du QS (AHLs et 

AI-2) et la synthèse de biofilm, sans aucune activité cytotoxique sur les souches rapportrices 

(Chapitre IV). Trois souches, d’origine fongique, se sont montrées particulièrement 

prometteuses en milieu MEA 75% NSW, il s’agit de Penicillium chrysogenum B5, Penicillium 

atramentosum V2 et Acremonium fuci A4.  

B. Culture en grand volume des souches fongiques et analyses du 

métabolome  

Pour isoler les composés aux activités potentiellement antifoulings, une grande 

quantité d’extraits est nécessaire. Dans le but de maximiser le rendement et simplifier les 

expérimentations, différentes cultures ont été effectuées notamment en boîtes de Petri 

contenant du MEA 75% NSW, du MEA 100% eau distillée et en culture liquide contenant du 

MEA 75% NSW et MEA 100% eau distillée. Chaque culture a été extraite et chaque activité a 

de nouveau été testée, les résultats, non présentés dans cette thèse, ont mis en évidence que 

P. atramentosum V2 perd l’activité antibiofilm et anti-QS dès modification du milieu de culture 

(H2O ou boîte de Petri). En ce qui concerne A. fuci A4, son activité antifouling et anti-QS est 

présente uniquement en milieu salin (boîte de Petri ou culture liquide).  

À partir de cultures solides en milieu MEA des deux souches d’intérêts, 12 erlens de 

500 ml contenant 250 ml de MEA 75% NSW ont été ensemencés avec des morceaux de géloses 

(3 par erlens de 1 cm²). Les cultures ont été incubées sous agitation pendant 7 jours à 18°C 

dans l'obscurité (Figure A1.9A et A1.9B). Les cultures ont ensuite été filtrées puis extraites 

(voir Matériels et méthodes du Chapitre V). Différents extraits bruts ont été obtenus, un 

extrait solide de 720,24g et 1,5g d’acide gras (phase liquide) pour P. atramentosum V2 et 300,2 

mg d’extrait brut sec pour A. fuci A4. En parallèle, une extraction du milieu MEA seul a été 

réalisée dans les mêmes conditions, afin de soustraire les composés, présents dans le milieu 

de culture, des résultats de l'extrait d'intérêt.  
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Les deux extraits ont été solubilisés à 10 mg.ml-1 dans du MeOH puis analysés en 

spectrométrie de masse (LC-MS/MS). Compte-tenu du faible rendement en biomasse 

d’Acremonium fuci, seul l’extrait de P. atramentosum V2 a été fractionné en vue d’une 

purification des composés (Chapitre V). Les résultats concernant les composés isolés de 

l’extrait solide de 720,24g de Penicillium atramentosum V2 figurent dans le Chapitre V. 

L’extrait de 1,5g est en cours d’analyse au MNHN.  

 
Figure A1.9: Culture de 3L de Penicillium atramentosum V2 (A) et Acremonium fuci A4 (B). 

 

C. Fractionnement et purification des composés par HPLC 

préparative  

Le fractionnement et la purification de l’extrait de P. atramentosum V2 ont été réalisés 

au moyen d’une chromatographie liquide à haute performance préparative (HPLC 

préparative) supervisée par Séverine Amand, ingénieure d’études spécialisée en chimie des 

produits naturels (purification, détermination structurale, chimiothèque) de notre équipe.  

L’HPLC préparative est une technique utilisée en chimie et en biochimie pour séparer, 

purifier et isoler des composés chimiques à partir d'un mélange complexe. Contrairement à la 

HPLC analytique, qui est principalement utilisée pour l'analyse quantitative, l’HPLC 



 
211 

préparative est axée sur l'obtention de quantités significatives de produits purs. En phase 

inverse (utilisée ici), les composés polaires ont une plus grande affinité pour la phase mobile 

et sont donc élués rapidement. Inversement les solutés peu polaires ont une plus grande 

affinité pour la phase stationnaire et sont élués lentement, permettant ainsi de séparer et 

récolter les composés au cours du temps. Elles sont couplées à différents détecteurs qui 

mesurent le flux de sortie de solvant de la colonne et enregistrent les données au cours du 

temps. Ces détecteurs servent à la détection et à la quantification des composés séparés. 

Parmi les détecteurs les plus utilisés, les détecteurs UVs sont particulièrement sensibles et 

fournissent des informations sur l’absorbance des composés détectés mais ces signaux ne 

sont pas quantitatifs. Les HPLC-préparatives peuvent également être couplées à des ELSD 

(Evaporative Light Scattering Detectors) qui permettent la détection présentant une faible 

absorbance UV. Le principe de fonctionnement de l'ELSD repose sur la mesure de 

l'évaporation du solvant de l'éluant, ce qui entraîne la dispersion des composés sous forme de 

particules solides dans un flux de gaz. Ce flux de gaz est ensuite détecté par un faisceau de 

lumière laser. Lorsque la lumière est diffusée par les particules dispersées, elle est captée et 

mesurée pour générer un signal de détection proportionnel à la quantité de particules 

dispersées. 

D. Caractérisation des composés par RMN  

Une fois les composés isolés et purifiés, ils ont été caractérisés par Résonance 

Magnétique Nucléaire (RMN). La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une technique 

d'analyse largement utilisée en chimie, en physique, et en médecine pour étudier la structure 

et la composition des atomes dans des échantillons.  

La RMN repose sur les propriétés magnétiques des noyaux atomiques, qui sont 

constitués de protons et de neutrons, leur conférant une légère aimantation, appelée spin 

nucléaire, notamment sur des éléments tels que l’hydrogène et le carbone. À l'état naturel, 

cette aimantation est très faible, et les noyaux atomiques présentent des orientations 

aléatoires. Toutefois, lorsque ces noyaux atomiques sont placés dans un champ magnétique 

intense, ils acquièrent une aimantation nucléaire et s'orientent dans la direction de ce champ. 

Par le biais d'une fréquence de résonance spécifique, induite par l'application d'un champ 

magnétique oscillant, les spins nucléaires effectuent des transitions d'orientation en 
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absorbant ou en émettant de l'énergie, phénomène appelé résonance nucléaire. Un 

spectromètre de RMN se caractérise par la fréquence de résonance du noyau atomique 

étudié, le plus couramment l'hydrogène (1H) en raison de son abondance et de sa sensibilité 

élevée à la RMN puis vient le carbone (13C). Les protons, entourés de nuage d’électrons 

environnant, voient leur environnement chimique varier, ce qui entraîne de subtiles 

modifications dans la valeur du champ magnétique local, se traduisant par ce que l'on nomme 

un déplacement chimique. Ainsi, Le déplacement chimique constitue ainsi une mesure de la 

fréquence à laquelle un noyau atomique absorbe de l'énergie au sein d'un champ magnétique, 

et il est exprimé en parties par million (ppm) par rapport à une référence standard, qui est le 

tétraméthylsilane (TMS). Cette référence permet une normalisation précise et reproductible 

des données de déplacement chimique, essentielle pour l'interprétation des spectres de RMN 

et l'analyse structurale des composés chimiques.  

Par ailleurs, l’analyse par RMN nécessite une étape préliminaire de solubilisation des 

extraits dans un solvant deutéré dont un ou plusieurs de leurs atomes d’hydrogènes sont 

remplacés par l’isotope stable du deutérium. Les spectres RMN ont été enregistrés sur des 

spectromètres Bruker Avance III HD 400 MHz et 600 MHz (Wissembourg, France) équipés 

respectivement d'une sonde BBFO Plus Smart et d'une cryosonde TCI à triple résonance 

(CNRS-MNHN). L’analyse des spectres de RMN (Chapitre V) a été effectuée par Séverine 

Amand et Adrien Delorme, stagiaire de Master 1 en Sciences du médicament à l’Université de 

Saclay associés au projet encadré par Soizic Prado et moi-même.  
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Annexes e lectroniques 

Les figures et tableaux annexes associés aux articles du chapitre II, III, IV et V sont 

disponibles en version électronique. La liste des annexes électroniques figure ci-dessous.   

Annexes électroniques du Chapitre II 

Les figures, figures supplémentaires et tableaux supplémentaires sont disponibles en 

version électronique. Les figures supplémentaires sont également présentes dans le manuscrit 

dans la partie Annexes du Chapitre II.  

Liste des figures : titres et légendes 

Figure II.1 Microbial diversity within S. latissima epimicrobiota determined by Illumina MiSeq-

based high-throughput sequencing. (A) Bacterial diversity at the Class level (B) Bacterial 

diversity at the Family level (C) Eukaryotic diversity at the Class level (D) Eukaryotic diversity 

at the Family level (E) Fungal diversity at the Class level (F) Fungal diversity at the Class level. 

Epimicrobiota 1-6: epimicrobiota samples from S. latissima 1-6; SW1-SW4: seawater samples. 

Unassigned sequences are not shown (see Supp. Figure II.1) 

Figure II.2 Heatmap of core microbiota within S. latissima epimicrobiota (A) Bacterial core 

microbiota at the Family level (B) Bacterial core microbiota at the Genus level (C) Eukaryotic 

core microbiota at the Family level (D) Eukaryotic core microbiota at the Genus level 

Figure II.3 Metabolites within S. latissima epimicrobiota. Featured-Based Molecular 

Networking obtained on GNPS with parameters Min Pairs Cos=0.7 and Minimum Matched 

Fragment Ions=4 

Figure II.4 Abundance and prevalence of metabolites within S. latissima epimicrobiota. *: 

Compounds with a MS/MS spectra 

Figure II.5 Multiple Factor Analysis (MFA) result: axis representation. (A) Contribution of each 

group to Dimension 1 (B) Contribution of each group to Dimension 2 (C) Partial axes plot 

colored by group 
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Figure II.6 Multiple Factor Analysis (MFA) result: group of variables in each individual 

epimicrobiota (1-6) (A) Individuals plot factor map (B) Plot of quantitative variables colored 

by cos2 

Liste des figures et tableaux supplémentaires : titres et légendes  

Supp. Figure II.1 Methods for sampling the epimicrobiota of Saccharina latissima  

Supp. Figure II.2 Microbial diversity at the Family level with unassigned sequences in the 

epimicrobiota of S. latissima determined by Illumina MiSeq-based high-throughput 

sequencing. (A) Bacterial diversity (RNAr 16S gene) (B) Eukaryotic diversity (RNAr 18S gene) 

(C) Fungi diversity (ITS2 gene). Epimicrobiota 1-6: epimicrobiota samples from S. latissima 1- 

6; SW1-SW4: seawater samples. 

Supp. Figure II.3 Microbial diversity at the Genus level without unassigned sequences within 

the epimicrobiota of S. latissima (A) Bacterial diversity (RNAr 16S gene) (B) Eukaryotic diversity 

(RNAr 18S gene) (C) Fungi diversity (ITS2 gene). Epimicrobiota 1-6: epimicrobiota samples 

from S. latissima 1-6; SW1-SW4: seawater samples. 

Supp. Figure II.4 Alpha diversity index of Bacterial (A), Eukaryotic diversity (B) and Fungi 

Diversity (C) (Mann-Whitney test, GraphPad Prism 9.5.1). 

Supp. Figure II.5 Molecular network from FBMN without annotation 

Supp. Figure II.6 MFA construction dimension (A) Groups representation (B) Partial axes plot 

colored by group.  

Supp. Figure II.7 Contribution of top 150 quantitative variables to dimension (A) Dim-1 (B) 

Dim- 

Supp. Table II.1: Composition within the epimicrobiota of Saccharina latissima (A) Bacterial 

ASV (B) Fungal ASV (C) Eukaryotic ASV. Epimicrobiota 1-6: epimicrobiota samples from S. 

latissima 1-6; SW1-SW4: seawater samples. 

Supp. Table II.2: Putative annotation of the metabolites within the epimicrobiota of S. 

latissima. 

Supp. Table II.3: MS and MS2 features of Saccharina latissima epimicrobiota samples and 

quantification for each sample. Data treated on MzMine 3.2.8. 
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Supp. Table II.4: Identification of clustering quantitative variables (coord > 0.8) for each 

dimension (A) Dim-1 (B) Dim-2. 

Annexes électroniques du chapitre III 

Les figures et figures supplémentaires sont disponibles en version électronique. Le 

tableau supplémentaire, les figures supplémentaires et la partie matériels et méthodes 

supplémentaires de l’article sont également présents dans le manuscrit dans la partie Annexes 

du Chapitre III.  

Liste des figures : titres et légendes 

Figure III.1: Bacterial diversity at Class and Family level within Saccharina latissima 

epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: EtOH for ethanol addition 

(control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit).  

Figure III.2: Fungal diversity at the Class and Family level within Saccharina latissima 

epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: EtOH for ethanol addition 

(control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit). 

Figure III.3: Eukaryotic diversity at the Class and Order level within Saccharina latissima 

epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: EtOH for ethanol addition 

(control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit). 

Figure III.4: Molecular network (FBMN) Saccharina latissima surface metabolomes without 

annotation. Green: Control EtOH, Blue: C10-HSL, Orange: Furanone C30 

Liste des figures et tableaux supplémentaires : titres et légendes  

Supp. Table III.1: Primers used for sequencing. 

Supp. Figure III.1: Testing the concentrations of QS compounds added to sporophyte 

cultures(A) Exposure of sporophytes to different QS compounds (B) Results of photosynthesis 

measurements over time (Fur corresponds to Furanone C30).  

Supp. Figure III.2: Bacterial diversity at Family and Genus level within Saccharina latissima 

epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: EtOH for ethanol addition 

(control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit).  
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Supp. Figure III.3: Alpha diversity index of Bacterial, Eukaryotic diversity and Fungi Diversity 

(Kruskal Wallis’s tests, GraphPad Prism 9.5.1). 

Supp. Figure III.4: Fungal diversity at Class and Family level within Saccharina latissima 

epimicrobiota exposed to QS compounds over time with Laminariales sequences. Legend: 

EtOH for ethanol addition (control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone 

C30 (inhibitors QS circuit). (rRNA 16S dataset). 

Supp. Figure III.5: Fungal diversity at Order and Genus level within Saccharina latissima 

epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: EtOH for ethanol addition 

(control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit). 

(ITS fragment dataset). 

Supp. Figure III.6: Eukaryotic diversity at Class and Genus level within Saccharina latissima 

epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: EtOH for ethanol addition 

(control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit). 

(rRNA 18S dataset). 

Supp. Figure III.7: Molecular network (FBMN) of Saccharina latissima surface metabolomes 

with m/z. Green: Control EtOH, Blue: C10-HSL, Orange: Furanone C30 

Annexes électroniques du chapitre IV 

L’ensemble des figures, figures supplémentaires et tableaux supplémentaires sont 

disponibles en version électronique. Le matériels et méthodes supplémentaire de l’article est 

disponible dans l’Annexes du Chapitre IV.  

Liste des Figures : titres et légendes  

Figure IV.1: Fungal and bacterial cultivable diversity from the epimicrobiota of S. latissima. (A) 

fungal diversity at the genus level of the 42 strains isolated (B) bacterial diversity at the genus 

level of the 272 strains isolated.  

Figure IV.2: Metabolites putatively involved in microbial interactions produced by fungal 

strains isolated from the S. latissima epimicrobiota. Molecular subnetworks obtained after 

extraction of 100 metabolites potentially involved in interactions between microorganisms. 
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The complete network containing 573 metabolites is shown in Supp Figure 1 and annotations 

are shown in Supp Tables 3a and 3b.  

Figure IV.3: Bioactivities of fungal strains in MEA and PDB media. Phylogenetic tree of fungal 

strains and biotest results for each strain in MEA and PDA culture media. The numbers on the 

branches correspond to the genetic distance between strains. 

Figure IV.4: Bioactivities of bacterial strains in MB media. Phylogenetic tree of bacterial strains 

and biotest results for each strain in MB culture medium. The numbers on the branches 

correspond to the genetic distance between strains. 

Liste des figures et tableaux supplémentaires : titres et légendes  

Supp Figure IV.1: Metabolomes of 42 isolated fungal strains in MEA and PBD media. Featured-

Based Molecular-Networking (obtained on GNPS) with parameters Min Pairs Cos=0.7 and 

Minimum Matched Fragment Ions=4. 

Supp Table IV.1: Identification of fungal strains. 

Supp Table IV.2: Identification of bacterial strains. 

Supp Table IV.3: Metabolites within the epimicrobiota of S. latissima. MS data after Mzmine 

3.2.8 analysis (1442 features). 

Supp Table IV.4: Putative annotation of fungal metabolomes. 

Supp Table IV.5: Binary results of fungal biotests in MEA culture medium. 

Supp Table IV.6: Binary results of fungal biotests in PDB culture medium. 

Supp Table IV.7: Binary results of bacterial biotests in MB culture medium. 
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Annexe électronique du chapitre V 

Le tableau supplémentaire V.1 figure en version électronique. Les figures 

supplémentaires correspondant aux spectres de RMN du Chapitre V se trouve dans la partie 

Annexes du Chapitre V.  

Tableau supplémentaire : titre et légende  

Tableau Supp. V.1 : Putatives annotations des métabolites de Penicillium atramentosum V2  
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Annexes du Chapitre II. 

Figures supplémentaires et légendes associées à l’article 

 

Supp. Figure II.1: Methods for sampling the epimicrobiota of Saccharina latissima
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Supp. Figure II.2: Microbial diversity at the Family level with unassigned sequences in the epimicrobiota of S. latissima determined by Illumina MiSeq-based 
high-throughput sequencing. (A) Bacterial diversity (RNAr 16S gene) (B) Eukaryotic diversity (RNAr 18S gene) (C) Fungi diversity (ITS2 gene). Epimicrobiota 1-
6: epimicrobiota samples from S. latissima 1-6; SW1-SW4: seawater samples. (Le panel C a été déplacé par rapport à la figure d’origine). 
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Supp. Figure II.3: Microbial diversity at the Genus level without unassigned sequences within the epimicrobiota of S. latissima. (A) Bacterial diversity (RNAr 
16S gene) (B) Eukaryotic diversity (RNAr 18S gene) (C) Fungi diversity (ITS2 gene). Epimicrobiota 1-6: epimicrobiota samples from S. latissima 1-6; SW1-SW4: 
seawater samples. (Panel C déplacé par rapport à la figure d’origine de l’article) 
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Supp. Figure II.4: Alpha diversity index of Bacterial (A), Eukaryotic diversity (B) and Fungi Diversity (C) 
(Mann-Whitney test, GraphPad Prism 9.5.1). 
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Supp. Figure II.5: Molecular network from FBMN without annotation 
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Supp. Figure II.6: MFA construction dimension (A) Groups representation (B) Partial axes plot colored by group. 
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Supp. Figure II.7: Contribution of top 150 quantitative variables to dimension (A) Dim-1 (B) Dim-2 
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Annexes du Chapitre III 

Supplemental information: Supp. Materials and Methods 

Bioinformatics processing of MinION sequencing results 

Bioinformatic analysis was performed by Rosella Biosystem on the resulting pod5 files. 

Basecalling was performed using the Dorado v0.3.3 

(https://github.com/nanoporetech/dorado/ ) in simplex super accurate mode using model 

v4.2.0 and default parameters. The obtained fastq files were filtered for read length using 

Seqkit v2.1.0 (Shen et al., 2016) keeping discarding reads below 500bp and above 2000bp. 

Subsequently, the deconvolution of the 16S, 18S and ITS amplicons was performed for each 

sample. The sequence of the forward and reverse primers was searched for using seqkit. 

Specifically, for each primer, all theoretically possible variants were generated using custom 

scripts with all combinations at ambiguous bases covered. The sequence of the obtained 

patterns was searched for in reads with up to 2 mismatches allowed (seqkit locate -m 2). Each 

read was assigned to the gene, e.g. 16S, 18S or ITS, with the greater number of matches. When 

no match was found or two or more genes had an equal number of matches, the read was 

considered unclassified and removed from downstream analysis. A single fastq file for each 

gene of 16S, 18S and ITS was obtained for each sample. 

Subsequently, taxonomic assignment of reads was performed using Kraken2 v2.1.2 

(Wood et al., 2019). Five kraken2 databases were used. Silva v138.1 (Quast et al., 2013) and 

Greengenes version of 03.06.2017; (DeSantis et al., 2006) were built using "special" mode in 

Kraken2-build. Dairydb v1.2.4 (Meola et al., 2019) was obtained from 

https://github.com/marcomeola/DAIRYdb/. NCBI-prokaryota was built from bacterial and 

archeal 16S collections downloaded (15.05.2022; 

(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/TargetedLoci/Bacteria/bacteria.16SrRNA.fna.gz and 

https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/TargetedLoci/Archaea/archaea.16SrRNA.fna.gz). 

For NCBI-eukaryota, sequences were downloaded using the search function of NCBI 

Entrez (https://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/) for the following taxa as "Organisms" 

(Rhodelphea; Amoebozoa; Ancyromonadida; Apusozoa; Breviatea; Opisthokonta; CRuMs; 

https://github.com/nanoporetech/dorado/
https://github.com/marcomeola/DAIRYdb/
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/TargetedLoci/Bacteria/bacteria.16SrRNA.fna.gz
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/TargetedLoci/Archaea/archaea.16SrRNA.fna.gz


 
227 

Rhodophyta; Viridiplantae; Glaucocystophyceae; Sar; Haptista; Provora; Cryptophyceae; 

Discoba; Metamonada; Malawimonadida; Hemimastigophora) with one or more of the 

following keywords ("18S", "internal transcribed spacer", "small subunit ribosomal") and 

filtered for sequences under 30kb. Sequences from "Uncultured fungus" as Primary organism 

were removed. 

16S reads were assigned against Silva with only 16S reads assigned to Bacteria was 

selected for downstream analysis. 18S and ITS reads were assigned against NCBI-eukaryota 

with ITS and 18S reads assigned to Eukaryota were selected for downstream analysis  

Supplementary figures and legends 

Target Name Forward Name Reverse 

16S 
rRNA 
gene 

341F 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’ 1391R 5'-GACGGGCGGTGWGTRCA-3’ 

18S 
rRNA 
gene 

391F 5’-YGGAGARGGAGCHTGAGA-3’ 1626R 5’-GACRGGMGGTGTGBACAA-3’ 

ITS 
fragment 

ITS-u1 5’-GGAAGKARAAGTCGTAACAAGG-3' ITS-u4 5'-RGTTTCTTTTCCTCCGCTTA-3’ 

Supp. Tableau III.1 : Primers used for sequencing 

 

 
Supp. Figure III.1: Testing the concentrations of QS compounds added to sporophyte cultures(A) 
Exposure of sporophytes to different QS compounds (B) Results of photosynthesis measurements over 
time (Fur corresponds to Furanone C30).
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Supp. Figure III.2: Bacterial diversity at Family and Genus level within Saccharina latissima epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: EtOH 
for ethanol addition (control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit). 
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Supp. Figure III.3: Alpha diversity index of Bacterial, Eukaryotic diversity and Fungi Diversity (Kruskal Wallis’s tests, GraphPad Prism 9.5.1). 
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Supp. Figure III.4 : Fungal diversity at Class and Family level within Saccharina latissima epimicrobiota exposed to QS compounds over time with Laminariales 
sequences. Legend: EtOH for ethanol addition (control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit). (rRNA 16S dataset). 
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Supp. Figure III.5: Fungal diversity at Order and Genus level within Saccharina latissima epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: EtOH for 
ethanol addition (control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit). (ITS fragment dataset). 
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Supp. Figure III.6 : Eukaryotic diversity at Class and Genus level within Saccharina latissima epimicrobiota exposed to QS compounds over time. Legend: 

EtOH for ethanol addition (control), C10 for C10-HSL (activator QS circuit), Fur for furanone C30 (inhibitors QS circuit). (rRNA 18S dataset).  
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Annexes du Chapitre IV 

Supplemental information: Supp. Materials and Methods 

Quorum sensing bioassay: detection of AI-1 production 

To detect AI-1, the biosensors Pseudomonas putida F117 (pRK-C12; Kmr; ppuI::npt) 

and Escherichia coli MT102 (pJBA132) were used for long acyl chain AHLs (>8 carbons in the 

acyl side chain) and medium-chain AHLs (≤8 carbons in the acyl side chain), respectively 

(Andersen et al., 2001; Riedel et al., 2001). For the detection of short-chains (from C4-HSL to 

C8-HSL), Chromobacterium violaceum CV026 was used in liquid media (McClean et al., 1997). 

Briefly, the biosensors F117, MT102, and CV026 were precultured in Luria Bertani (LB) medium 

at 37 °C, 30 °C, and 25 °C, respectively, for 24 hours. In 96-well microplates, 50 µl of bacterial 

supernatant was added to 150 µl of triplicate biosensor culture (diluted 1/50 in growth media) 

and incubated for 24 hours at the corresponding preculture temperature.  

For fungal extract bioassays, 20 µL of 1 mg/ml extract (dissolved in 10% DMSO) was 

added to 180 µL of biosensors. After 24 hours, the cell growth (OD630nm) and GFP fluorescence 

(OD535nm) of F117 and MT102 were measured using a Victor 3 spectrofluorometer (Pelkin 

Elmer). For the CV026 biosensor, the production of violacein was directly observed after 24 

hours. Two negative controls were used for all tests: (i) sterile marine broth media alone and 

(ii) biosensor supplemented with culture medium or fungal culture medium extract diluted in 

10% DMSO. The positive controls for biosensors F117, MT102, and CV026 were two 

commercial AHLs (C6-HSL and 3-oxo-C10-HSL at 10 µM, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 

USA) diluted in culture medium supplemented with 10% DMSO. 

Quorum sensing bioassay: detection of inhibition of AI-1  

To measure AI-1 inhibition by culture supernatants or extracts, the biosensor cultures 

were supplemented with 3 µM AHLs, 3-oxo-C10-HSL was added for F117 and MT102 and C6-

HSL for CV026 and MT102, which can detect the inhibition of both types of AHLs. In the 

microplate, 150 µL (for bacterial test) or 180 µL (for fungal test) of biosensors (diluted at 1/50 

in growth media) supplemented with AHLs were added, followed by 50 µL of bacterial culture 
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supernatants or 20 µL of 1 mg/ml fungal extract (dissolved in 10% DMSO). The microplates 

were incubated, and after 24 h, the same measurements as described before were performed. 

However, the inhibition of the biosensor signal was calculated to determine the percentage 

of AI-1 inhibition. Two negative controls were used for the tests: (i) biosensors without AHLs 

with the addition of culture medium or culture medium extract diluted in 10% DMSO and (ii) 

biosensors with AHLs and the addition of sterile culture medium or culture medium extract 

diluted in 10% DMSO. 

Quorum sensing bioassay: detection of production of AI-2 

Vibrio harveyi (luxN::Cm, luxS::Tn5Kan), also designated MM32, was used to detect the 

presence of AI-2 in the culture supernatants (Bassler et al., 1993; Freeman and Bassler, 1999; 

Tourneroche et al., 2019). The V. harveyi MM32 reporter strain was grown at 30 °C in marine 

broth medium supplemented with kanamycin (30 µg/mL) and chloramphenicol (10 µg/ml). In 

a 96-well plate, 180 μL of biosensor (diluted at 1/100 in growth media) was added to wells 

containing 20 μL of microbial strain supernatants (in triplicate) for AI-2 production testing. 

After 24 hours at 30 °C, cell growth (OD630nm) and luminescence (OD540nm) of MM32 were 

measured using a Victor 3 spectrofluorometer (Pelkin Elmer®). All tests were performed with 

two negative controls: (i) sterile MB alone and (ii) biosensor supplemented with supernatant 

culture medium. The positive control was a culture supernatant from strain BBCC292 

(MOLA292), known to be a strong AI-2 producer (Blanchet et al., 2017).  

Quorum sensing bioassay: detection of inhibition of AI-2 

For the detection of AI-2 inhibition, a Vibrio harveyi MM32 biosensor was used in the 

presence of 1 µM DPD (precursor of AI-2, from Rita Ventura’s research Group at ITQB, Oeiras, 

Portugal)(Ascenso et al., 2011). In a microplate, 20 µL of culture supernatant or fungal extract 

was added to 180 µL of biosensor (diluted at 1/100 in growth media) and DPD. The negative 

controls were (i) biosensor without DPD and (ii) biosensor with DPD with the addition of the 

culture medium of the tested supernatants or the culture medium of the extracts. The positive 

control used was the active extract of the fungal strain Microsphaeropsis olivacea AN329T 

dissolved in DMSO 10%, as highlighted in (Tourneroche et al., 2019).  
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Processing of results, statistical analyses, and graphic representations  

A first processing of the data was performed, and an average of triplicates for each 

strain and extract was obtained at the end of each treatment. To assess biofilm formation for 

each strain relative to its growth, the ratio dOD540nm/dOD620nm was calculated with violet 

staining; on the one hand, dOD540nm = ODs 540nm - ODm 540nm, i.e., the difference between the 

staining of the strain of interest (ODs 540nm) and the culture medium control (ODm 540nm); and 

on the other hand, the growth dOD620nm = ODs 620nm - ODm 620nm with the difference in 

opacity/growth between the strain of interest (ODs 620nm) and the culture medium (ODm 

620nm). 

For quorum sensing (AI-1 and AI-2), the % induction was calculated as follows for 

MT102 and F117 fluorescence of GFP, and the calculations were the same for MM32 

bioluminescence. Thus, the percentage of fluorescence induction was calculated as follows: % 

Fluorescence = (SignalSN /E - Signal Control )/Signal Control * 100 with the fluorescence (GFP) 

signal normalized to OD630nm after subtraction of the culture media, with SignalSN/E = 

dGFP/dOD630nm = (GFPSN - GFPmedia)/(ODSN630nm- ODmedia630nm) where GFPSN and ODSN630nm 

correspond to the wells containing the biosensor with the tested supernatant/extract and 

GFPmedia and ODmedia630nm correspond to the controls culture medium alone without 

biosensor (LB or MB) and on the other hand: SignalControl = dGFPcontrole / dODcontrole630nm = 

(GFPControle – GFPmedia)/(ODControle630nm - ODmedia630nm) where GFPcontrol and ODcontrol 

correspond to biosensor wells with sterile culture medium of supernatants or solvent of 

extracts. 

To evaluate the inhibition of biofilm formation and quorum sensing, similar 

calculations were performed as mentioned above. The percentage of inhibition was calculated 

for purple coloring OD540nm (biofilm test), bioluminescence (MM32) and GFP fluorescence 

(MT102 and F117). The % inhibition was calculated as follows: % fluorescence = (Signal Control 

- SignalSN/E)/Signal Control * 100. However, GFPcontrol and ODcontrol correspond to the 

biosensor with AHLs or DPD in the presence of supernatant culture medium or solvent. The 
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biofilm inhibition test corresponds to the reporter strains (Vibrio harveyi or Labrenzia sp.) in 

the presence of supernatant culture medium or solvent. 

The results of the biotests were processed separately, and the statistical tests (Mann‒

Whitney tests) were performed using GraphPad Prism 8. The results were then transformed 

into a binary dataset based on significance and added to the phylogenetic trees via the iTOL 

online platform. 
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Annexes du Chapitre V 

Figures Supplémentaires 

 
Supp. Figure V.1: 1H RMN de l’andrastine A. 

 

 



 
238 

 
Supp. Figure V.2: 1H RMN de l’andrastine B 

 

 
Supp. Figure V.3: 1H RMN de l’andrastine C 
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Supp. Figure V.4: 1H RMN de la fraction bioactive F7-6 
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Résumé en français  

Les macroalgues brunes jouent un rôle crucial dans les écosystèmes marins et présentent un intérêt 
économique important. Ces dernières années, l'importance vitale du microbiote algal pour le 
développement et la survie des macroalgues a été mise en évidence. Pour autant, le rôle de ces 
microorganismes, ainsi que l'importance des interactions entre microorganismes au sein de 
l'holobionte algal restent peu explorés. Ce travail de thèse se focalise sur la macroalgue brune 
Saccharina latissima, une espèce majeure en Europe, dont la physiologie est fortement influencée par 
son microbiote, impactant sa morphogenèse, sa croissance et sa résistance aux pathogènes. Les 
travaux de cette thèse montrent que le microbiote de surface de Saccharina latissima abrite une 
grande diversité microbienne et qu’une communication chimique intense s’établit entre 
microorganismes. L'épimicrobiote de Saccharina latissima est constitué d'un core microbiote 
bactérien associé à un core métabolome. Cependant, des consortia bactériens ou fongiques variables 
d'un individu à l'autre modifient les métabolomes de surface, impliquant des composés d’interactions 
connus pour être émis chez les macroalgues en réponse à un stress biotique ou abiotique. Par ailleurs, 
une large collection de souches bactériennes et fongiques de l'épimicrobiote algal a été constituée, et 
les isolats ont montré d'importantes capacités de production de composés impliqués dans les 
mécanismes de communication intercellulaire (quorum sensing (QS)) ou inhibant la croissance de 
biofilms. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives pour la recherche sur les interactions 
microbiennes dans les écosystèmes marins, en mettant en lumière des mécanismes putatifs de 
défense chez Saccharina latissima. De plus, l'identification de métabolites liés aux interactions 
microbiennes offre des opportunités dans le domaine des biotechnologies environnementales, 
notamment pour le développement d'antifoulings respectueux de l'environnement. Ce travail de thèse 
souligne également l'importance continue de l'exploration du microbiome des macroalgues pour 
mieux comprendre sa diversité et son rôle dans la santé des algues marines. 

Résumé en anglais  

Brown macroalgae play a crucial role in marine ecosystems and provide a major economic interest. In 
recent years, the importance of the algal microbiota, essential to the development and survival of 
macroalgae, has been demonstrated. However, the role of these microorganisms associated with 
macroalgae, and the importance of interactions between microorganisms within the algal holobiont, 
remains largely unexplored. This thesis focuses on the model brown macroalga Saccharina latissima, 
a major species in Europe, whose physiology is strongly influenced by its microbiota, impacting its 
morphogenesis, growth, and resistance to pathogens. This thesis shows that the surface microbiota of 
Saccharina latissima is the seat of significant microbial diversity and established chemical 
communication between microorganisms. The epimicrobiota of Saccharina latissima is characterized 
by a core bacterial microbiota associated with a core metabolome. However, bacterial, or fungal 
consortia that vary from one individual to another, modify surface metabolomes. They also involve 
defense compounds known to be released by macroalgae in response to biotic or abiotic stress. In 
addition, a large collection of bacterial and fungal strains of epimicrobiota has been built up, and the 
isolates have shown significant capacity to produce compounds involved in the mechanisms of 
intercellular communication (quorum sensing (QS)) or inhibiting the growth of biofilms. These results 
open new perspectives for research into microbial interactions in marine ecosystems, by highlighting 
putative defense mechanisms in Saccharina latissima. In addition, the identification of metabolites 
linked to microbial interactions offers opportunities in the field of environmental biotechnologies, 
notably for the development of environmentally-friendly antifoulings. This thesis also highlights the 
continuing importance of exploring the macroalgal microbiome to better understand its diversity and 
its role in the fitness of marine algae. 


