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Résumé 

Biocontrôle microbien des fusarioses vasculaires 

 Dans leur environnement, les plantes sont souvent exposées aux stress biotiques et/ou 

abiotiques, entre  autre les maladies cryptogamiques qui peuvent provoquer de graves pertes. 

Parmi ces maladies, la fusariose vasculaire, causée par Fusarium oxysporum, touche quasiment 

toutes les cultures, en causant des symptômes de flétrissement, de jaunissement et de 

dessèchement. Le biocontrôle par l’utilisation des microorganismes bénéfiques a prouvé son 

efficacité à réduire ou à éliminer l’apparition des symptômes.  C’est dans ce cadre que s’inscrit 

notre étude pour objectif de mettre en évidence les potentialités antagonistes in vitro en utilisant 

des souches antagonistes vis-à-vis de trois formes spéciales de champignon pathogène F. 

oxysporum [albidinis (Foa), pisi (Fop) et phasioli (Foph)]. La souche de Trichodermasp. a 

enregistré un taux d’inhibition de 100% pour Fop, 90,7% pour Foph et 46,70% pour Foa. La 

souche deBacillus sp.a enregistré des valeurs de 83,33%, 81,33% et 52,08% vis-à-vis de Fop, 

Foph et Foa, respectivement. La mise en évidence in vitro de la production de quelques 

métabolites secondaires impliqués dans l’antagonisme, a révélé la capacité de la souche de 

Bacillus sp à solubiliser le phosphate, à produire le HCN, l’amylase, les protéases et la lipase 

et à former le biofilm sur gélose rouge Congo et sur les parois de microplaque. La souche de 

Trichoderma sp testée solubilise aussi le phosphate, produit l’amylase, les protéases et la lipase, 

mais elle ne produit pas le HCN. Ces souches microbiennes présentent, de ce fait, des 

potentialités antagonistes remarquables et peuvent être utilisées en tant qu’agents de biocontrôle 

des fusarioses vasculaires. 

Mots clés : Biocontrôle, fusariose vasculaire, bactéries antagonistes, champignons 

antagonistes. 

 

 

 

 

 

 

 



 

Summary 

 

Microbiological control of fusarium wilts 

 In their environment, plants are often exposed to biotic and/or abiotic stresses, including 

cryptogamic diseases which can cause serious losses. Among these diseases, fusarium wilt, 

caused by Fusarium oxysporum, affects almost all crops, causing symptoms of wilting, 

yellowing and drying. Biological control through the use of beneficial microorganisms has 

proven its effectiveness in reducing or eliminating the occurrence of symptoms. Our work aims 

to highlight in vitro antagonistic potentialities using Bacillus and Trichoderma strains against 

three formae specials of F. oxysporum [albidinis (Foa), pisi (Fop) and phasioli (Foph)]. 

Trichoderma sp. strain recorded an inhibition rate of 100% against Fop, 90.7% in interaction 

with Foph and 46.70% against Foa. Bacillus sp. strain has recorded values of83.33%, 81.33% 

and 52.08% againt Fop, Foph and Foa, respectively. The in vitro demonstration of some 

secondary metabolites production involved in antagonism revealed the capacity of Bacillus sp. 

strain to solubilize the phosphate, to produce the HCN, amylase, proteases and lipase and to 

form the biofilm on Congo red agar and on the walls of the microplate. The tested Trichoderma 

sp. strain also solubilizes phosphate, produces amylase, proteases and lipase, but it does not 

produce HCN. These microbial strains therefore exhibit remarkable antagonistic potential and 

can be used as biological control agents toward fusarium wilts. 

Key words: Biological control, fusarium wilt, antagonistic bacteria, antagonistic fungi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 ملخص

 الذبول الوعائي لمرضالميكروبية بيولوجية المكافحة ال

 التيالنباتية  ، بما في ذلك الأمراض اللاحيويةأو الحيوية و/ الضغوطاتالى غالبًا ما تتعرض النباتات في بيئتها  

 Fusariumيعد الفطر الممرض  الذيمرض الذبول الوعائي سبب خسائر فادحة. من بين هذه الأمراض ربما ت

oxysporumأعراض ظهور في اسببمت،الزراعية المحاصيل أغلبية الذي يؤثر على  السبب الرئيسي لهذا المرض المعدي 

استخدام يمكن حيث  فعاليتها بيولوجيةالأثبت المكافحة لقد  ٬علاوة على ذلك.للنبات المصاب  الاصفرار والجفاف٬الذبول

بصفة تامة.يهدف هذا البحث إلى  أو القضاء عليه هذا  ألمرض عراضأد من ظهور كحل للحالكائنات الحية الدقيقة المفيدة 

 .Fمنعزلات فطرية ممرضة ثلاثة مكافحة  في.Trichoderma sp و فطرية  Bacillus spدراسة قدرة عزلتين بكتيرية.

oxysporum. من طرف العزلة الفطرية  تثبيطال نسب أظهرت إختبارات التثبيط المضادة للفطريات في المختبر انه تم تسجيل

العزلة البكتيرية نسب التثبيط من طرف  كما أنه تم تسجيل. Foaلـ٪ 46.70و  Fophلـ٪90.7 ونسبة Fopلـ٪ 100 :

على التوالي. كما أثبتت هاته السلالتين من خلال إختبارات FoaوFop  ،Fophمقابل ٪ 52.08٪ و 81.33و  %83.33

أظهرت النتائج أنها  .Bacillus spمتنوعة قدرتها على إنتاج العديد من المركبات و الانزيمات ، فبنسبة الى العزلة البكتيرية 

الكونغو  وسطوالليباز وتكوين الأغشية الحيوية على  والبروتياز الأميليز، HCNالفوسفات ، إنتاج  ذابةتملك  القدرة على إ

 و إنتاجالفوسفات  القدرة أيضا على تفكيك  فلهTrichodema sp .اما بالنسبة للفطر . الأحمر وعلى جدران الصفيحة الدقيقة

لها إمكانات  البكتيرية و الفطرية . لذلك فإن هذه السلالات الميكروبية HCNينتج   لا الليباز ، لكنه و البروتياز و الأميليز

 البيولوجية لمرض الذبول الوعائي.ويمكن استخدامها كعوامل للمكافحة  في القضاء على أمراض النباتات المعدية  ملحوظة

 .المعادية الفطريات٬ المعادية البكتيريا، الذبول الوعائي ،  البيولوجبة : المكافحةالمفتاحية الكلمات 
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CMAL     Champignons mycorhiziens arbusculaires 

COV  Composés organiques volatils 

f. sp.       Forme spéciale 

FAO Food and Agriculture Organization on the United Nations 

Foa Fusarium oxysporum f. sp albidinis 

Fop Fusarium oxysporum f. sp. pisi 

Foph Fusarium oxysporum f. sp phasioli 

GN gélose nutritive (milieu de culture) 

HCN  Acide cyanhydrique 

IAA         Acide indole acétique 

IBMA   International Biocontrol Manufacturers Association 

ISR        Résistance systémique induite 

LAB       Bactéries lactiques 

PBS  Phosphate-Buffered Saline 

PDA       Potato Dextrose Agar(milieu de culture) 

PGPF   Plant GrowthPromotingFungi 

PGPR    Plant Growth Promoting Rhizobacteria 

pH         Potentiel d'hydrogène 

PVK Milieu Pikovskaya 

TSA       Tryptone soya Agar (milieu de culture) 

TSB 

 

Tryptone soya Broth (milieu de culture) 
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Introduction 

 

 Plusieurs espèces de champignons telluriques sont capables d'infecter les racines des 

plantes sauvages ou cultivées et de causer des dégâts importants. Il s'agit notamment de 

Fusariumoxysporum, un microorganisme qui causela pourriture racinaire, la fonte des semis et 

la fusariose vasculairedû à l'obstruction des vaisseaux conducteurs (Agrios, 2005).  

 Les espèces deFusarium provoquent de graves maladies qui entraînent des pertes 

économiquement importantes. Ce pathogène peut infecter une vaste gamme de plantes hôtes et 

il est largement distribué naturellement dans les sols et fréquemment isolé à partir des racines 

et de la tige chez des plantes cultivées au champs et en serre (Fravelet al., 2003). Ce genre 

regroupe de nombreuses espèces etformes spécialesphytopathogènes, susceptibles d'induire des 

maladies, notamment lesfusarioses vasculaires (Assigbetséet al., 1990). 

 Le contrôle des fusarioses vasculaires se fonde principalement sur l'intégration des 

différentes méthodes de gestion, y compris les pratiques culturales, la désinfection des sols, le 

biocontrôle et l’amélioration de la résistance des variétés cultivées (Navas-Cortes et al., 1998 ; 

Alabouvetteet al., 2009 ; Mommaet al., 2010 ; Sharma et al., 2010 ; Mekhaldiet al., 2020). 

 La lutte biologique se considère comme une alternative car elle présente de nombreux 

avantages : leur grande variété, leur dissémination facile, leur spécificité d'action ainsi leur 

persistance dans l'environnement (De Kouassi, 2001). Les microorganismes utilisés en lutte 

microbiologique appartiennent à plusieurs taxons à savoir les virus, les bactéries, les 

champignons, les nématodes et les protozoaires. Les champignons et les bactéries sont les 

microorganismes les plus utilisés en lutte biologique. Ils ont un intérêt agronomique 

considérable dans la lutte biologique contre les ravageurs de cultures et sont donc l'objet de 

plusieurs études (Azcon-Aguilar et Bare, 1997). 

 Dans cette optique, s'inscrit l'objectif de notre travail qui se focalise sur le potentiel 

dubiocontrôle microbien des fusarioses vasculaires par l’évaluation in vitrodu pouvoir 

antagoniste des souches deTrichodermaet deBacillus. Le travail de ce présent mémoire est 

réalisé en deux principales parties : 
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- La première est dédiée à la synthèse des données bibliographiques relatives aux 

fusarioses vasculaires, à l'agent pathogène ainsi que leurs formes spéciales et les 

différentesméthodes de lutte utilisées faceà cette maladie, entre autre le biocontrôle. 

- La seconde partie est consacrée auxessais in vitrodu pouvoir antagoniste de souches 

microbiennes face à l’agent phytopathogène et la mise en évidence de la production de 

quelques métabolites secondaires impliqués dans le biocontrôle. 
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Chapitre I. Synthèse bibliographique 

1. Les fusarioses vasculaires 

 La fusariose vasculaire (flétrissement fusarien ou fusariumwilten anglais), est l’une des 

maladies des plantes les plus répandues et dont les incidences sur les cultures sont les plus 

graves.  Il s’agit d’une trachéomycose provoquée par un champignondu sol à reproduction 

asexuée, classé au sein des champignons imparfaits de l’ordre des Hypocréales : 

Fusariumoxysporum. 

 La fusariose cause souvent des pertes importantes sur lesespèces agricoles, horticoles et 

sylvicoles, représentant un facteur limitant majeur dans la production de nombreuses cultures 

agricoles et horticoles, telles que le pois, le palmier dattier, le lin, la tomate et le coton (Mac 

Hardy et Beckman, 1981). 

1.2.Agent pathogène 

 Le genre Fusarium a été décrit pour la première fois en 1809 (Brown et Proctor, 2013). 

Il comprend des champignons microscopiques filamenteux fortement répandus dans 

l'environnement (Nawar, 2016). Ce genre est économiquement très important et rassemble de 

nombreux agents phytopathogènes, sur plus de 100 espèces végétales (Nucci et al., 2007). 

 Les espèces affiliées au Fusarium, infectent diverses cultures, notamment, les céréales, 

les cultures maraichères, les arbres fruitiers et provoquent des maladies nommées fusarioses. 

Elles sont impliquées généralement dans la pourriture des racines, tiges et fruits ainsi que la 

dégradation du système vasculaire, ce qui constitue une menace pour la santé des plantes, des 

animaux et la sécurité alimentaire (Tunarishet al., 2015). 

 F. oxysporum est considéré comme ascomycète bien que le stade sexuel n’est pas encore 

déterminé. Il est proposé d’être plutôt proche du groupe téléomorphiqueGibberellaqueNectria. 

Au sein de l’espèce F. oxysporum, on distingue plus de 120 formes spéciales en fonction de 

leur pathogénicité sur des plantes hôtes (Ramírez-Suero, 2009). La nouvelle classification 

taxonomique du genre Fusarium basée sur la phylogénie moléculaire est la suivante 

(Debourgogne, 2013) : 

 

- Domaine : Eukarya 

- Règne : Fungi 

- Division : Ascomycota 
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- Classe: Sordariomycetes 

- Sous-classe : Hypocreomycetidae 

- Ordre : Hypocreales 

- Famille : Nectriaceae 

- Genre : Fusarium 

- Espèce : Fusariumoxysporum 
 

1.3.Facteurs de croissance 

 Le développement de F.oxysporumest influencé par les facteurs de l’environnement 

(Criquet et Calvert, 1997). 

1.3.1. La température 

 La température joue un rôle déterminant dans l’expression des symptômes des maladies 

d’origine cryptogamiques. Son action peut se manifester sur la croissance du parasite, sur la 

physiologie de la plante et sur les interactions hôte-parasite (Molot et Mas, 1974). Pour 

l’ensemble des fusarioses vasculaires, l’optimum de développement en culture in vitro semble 

se situer entre 26-30°C(Molot et Mas, 1975). Bloomberg (1976) a trouvé que l’effet pathogène 

de F.oxysporum est réalisé entre 10-30°C.  

1.3.2. L’humidité 

 Il a été également démontré par Ya et Fang (1948) qu’un sol hydraté (44 et 65% de sa 

capacité de rétention) est très favorable à l’apparition des premiers symptômes, alors qu’un sol 

sec (18 et 27%) accentue la rapidité du flétrissement Pour les Fusariumtrès influencés par la 

température du sol, ils ne sont pas très affectés par l’humidité du sol (Walker, 1961). Cette 

dernière influe surtout sur la germination des chlamydospores (; Corbaz, 1990).  

1.3.3. Le pH 

 Le pH est un facteur important dans la sévérité des maladies d’origine tellurique. La 

croissance deF. oxysporum peut s’observer dans une gamme de pH allant d’une valeur de 1.1 à 

8.1 (Botton et al., 1985). Sexena (1988) trouve que le pourcentage de mortalité des plantes 

augmente avec l’accroissement du pH du sol jusqu’à 7.5 puis la mortalité diminue (Ben Chaima, 

1991). 

1.3.4. La lumière 

 Vartaja (1952) a évoqué l’importance de l’ombrage dans la gravité de la maladie. Un 

éclairement insuffisant peut provoquer un étiolement des plantes qui favorise leurs sensibilités 

aux attaques de F. oxysporum. De même, Messiaen et al. (1991), ont démontré l’augmentation 
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de l’agressivité du F. oxysporumf. sp. melonis en culture sous serre où la lumière est 

insuffisante. 

1.4.Caractéristiques macroscopiques 

 Sur un milieu gélosé à base de pomme de terre tel que le milieu PDA (Potato Dextrose 

Agar) (Bouhot et Billotte, 1964), la pigmentation du mycélium est la plupart du temps 

blanchâtre pendant les 15 premiers jours qui suivent l’isolement puis se pigmente souvent de 

façon diffuse dans la zone centrale d’une couleur différente(Figure 1) (Booth, 1977; Botton et 

al., 1985; Tivoli, 1988 ; Champion, 1997). 

 

Figure 1.Aspect macroscopique de F. oxysporum (Meddahet al.,2006). 

 Cependant, la grande variabilité morphologique est un phénomène commun chez les 

formes spéciales de F.oxysporum, qui peut être expliquée par les variations portées sur les 

caractères culturaux (aspect du mycélium aérien, pigmentation du thalle et du milieu), sur les 

caractéristiques biométriques, sur des spores (taille, forme, cloisonnement, etc.…), sur les 

organes fructifères qui leur donnent éventuellement naissance (sporodochies et pionnotes), et 

enfin, sur la présence ou l’absence de sclérotes (Henni et al., 1994). 

1.5.Caractéristiques microscopiques  

F.oxysporum produit trois types de spores asexuées: microconidies, macroconidies et 

chlamydospores. Les microconidies (Figure 2.A) sont uni- ou bicellulaires et sont produites 
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abondamment et fréquemment par le champignon sous tout type de conditions. C'est aussi le 

type de spores qui est observé plus fréquemment à l’intérieur des vaisseaux des plantes 

infectées. Les microconidies de F. oxysporum ont souvent la forme d’une virgule ou sont 

ellipsoïdales (Agrios, 2005). Les macroconidies (Figure 2.B) sont composées de trois jusqu' à 

cinq cellules, elles sont pointues et courbées jusqu'au bout. Ces spores peuvent être observés 

dans des sporodochiums à la surface des plantes détruites par le pathogène (Agrios, 2005). Les 

chlamydospores (Figure 2.D) sont des spores rondes d'une ou deux cellules, entourées d'une 

paroi épaisse plus ou moins pigmentée. Elles sont observées au milieu des hyphes ou en position 

terminale, souvent en forme de paires, quelques fois en triplets et rarement en forme rassemblée 

(Agrios, 2005). 

 

Figure 2. Caractéristiques morphologiques de F. oxysporum (Fourieet al., 2011). 

(A)Microconidies, (B) macroconidies, (C) microconidies germées sur des monophialides et (D) 

chlamydospore. 

1.6.Formes spéciales 

 Chez l'espèce F. oxysporum, on distingue plus de 120 formes spéciales en fonction de 

leur pathogenicité sur des plantes hôtes (Ramírez-Suero, 2009). F. oxysporumest un 

champignon cosmopolite qui présente une très grande diversité génétique et écologique (Di 

Pietro et al., 2003). Cette espèce inclut plus d'une centaine de formes spéciales et races qui sont 

chacune spécifiques à une plante hôte, souvent des espèces végétales d'intérêt horticole, 

maraicher ou agronomique (Tableau 1) (Abed, 2017). 

Tableau 1 : Quelques formes spéciales de F. oxysporum et leurs plantes hôtes correspondantes 

(Edel-Hermann et  Lecomte, 2018) 
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Forme spéciale Races Plantes hôtes Famille de plantes hôtes 

albedinis - Vignaangularis 

(niébé) 

Fabaceae 

phaseoli 1 à 7 

 

Phaseolusvulgaris 

haricot) 

Fabaceae 

 

Pisi 1, 2, 5, 6 

 

 

Pisumsativum 

(petit pois) 

Fabaceae 

Lin - Linumusitatissimum 

(lin) 

Linaceae 

lycopersici 1 à 3 Solanumlycopersicum 

(tomate) 

Solanaceae 

ciceris 

(syn.ciceri) 

0, 1A, 1B/C, 2 à  

6 

Cicerarietinum,Cicer 

spp. 

(pois-chiche) 

Fabaceae 

 

melonis 0, 1, 2, 1.2Y, 

1.2W 

(précédemment 1 

à 4) 

Cucumismelo 

(melon) 

 

Cucurbitaceae 

 

Cucurbitaceae 

 

eucalypti - 

 

 

Eucalyptus 

gonphocephala, 

E.rudis 

(eucalyptus) 

Myrtaceae 

 

 

 

1.7.Cycle de développement de la maladie 

1.7.1. Pénétration 

 F. oxysporum peut survivre dans le sol pendant de longues périodes sous forme de 

chlamydospores, rendant son élimination dans le sol quasi impossible (Agrios, 2005).Les 

chlamydospores dormantes présentes dans le sol germent sous des conditions favorables et 

infectent les plantes à travers leurs racines (Chakrabarti, 2013). Après la germination, un thalle 

se forme à partir duquel des conidies peuvent se développer dans 6 à 7 heures, ainsi que des 

chlamydospores dans 2 à 3 jours (Figure 3) (Beckman et Roberts, 1995). 
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Figure 3. Cycle infectieux de F. oxysporum (Agrios, 2005). 

 Initialement, l’hyphe s'attache sur la surface de la racine et se développe le long des 

jonctions des cellules épidermiques pour former un réseau dense mélangé avec les poils 

absorbants de la racine. Après la colonisation extérieure, le champignon pénètre directement 

par les cellules épidermiques. Bien que la pénétration se produit principalement aux extrémités 

des racines, des pénétrations à des positions aléatoires, le long des poils absorbants, aussi bien 

que dans les zones méristematiques des racines primaires et latérales ont été rapportées. 

Cependant, aucune structure spécialisée de pénétration n’a été observée (Chakrabarti, 2013). 
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1.7.2. Colonisation 

  Après pénétration, le champignon continue à se développer entre et dans les cellules à 

travers le tissu de cortex jusqu'à ce qu'il atteigne les vaisseaux du xylème où sa pénétration se 

produit à travers des creux et d’autres espaces cellulaires pour se confiner dans les vaisseaux 

du xylème. A ce stade, le champignon initiera sa prolifération en s’infiltrant avec le flux de la 

sève pour migrer vers la partie supérieure de la plante (Chakrabarti, 2013). Les symptômes 

caractéristiques de la fusariose vasculaire apparaissent suite au fort stress hydrique provoqué 

par la prolifération fongique, combinée avec des réactions de défense de l’hôte (Agrios, 2005). 

1.7.3. Conservation 

  Aux stades avancés de l'infection, quand la plante se flétrit et meurt, le champignon 

passe du mode biotrophe au mode nécrotrophe, en envahissant le parenchyme de l’hôte et en 

sporulant d’une façon abondante (production de grandes quantités de conidies et de 

chlamydospores) (Chakrabarti, 2013). Le pathogène survit sur les débris des plantes infectées 

dans le sol sous forme de mycélium et autres formes sporales, mais le plus souvent sous forme 

de chlamydospores dans les régions tempérées plus fraîches (Agrios, 2015) 

1.8. Symptômes de la maladie 

Les symptômes de flétrissement se caractérisent par un jaunissement qui apparait au début sur 

toute la plante avec apparition des nécroses qui se généralisent par la suite (Figure 4.a). Les 

symptômes affectent l’ensemble du feuillage et la plante meurt (Bouhot, 1972). Ceux-ci 

apparaissent en raison du blocage des vaisseaux déclenchés par la prolifération d'hyphes 

fongiques, la libération de toxines, de gommes, de gels et la formation de tyloses, ce qui conduit 

à l’obstruction partielle ou totale des tissues vasculaires. Une coupe longitudinale au niveau de 

la tige des plantes atteintes, présente dans la partie ligneuse et adjacente au cortex vert, une 

coloration brune sombre des tissus conducteurs (Smahi, 2008). 

 Des coupes transversales laissent apparaitre également des tissus contenant des 

vaisseaux nécrosés et des fragments mycéliens, une coloration brune foncé (Figure 4.b) (Smahi, 

2008 ; Blancard, 2009)  
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Figure 4.Symptômes du flétrissement causé par F. oxysporum f. sp.lycopersici (Karthikaet al., 

2020). 

(a) Vue de champ de plants de tomates infectés notant le jaunissementdes feuilles les plus 

anciennes et (b) décoloration des tissus vasculaires des plants. 

1.9.Mécanismes d’actionet facteurs de pathogénicité 

1.9.1. Synthèse  d'enzymesde dégradation 

 Les espèces du genre Fusarium sont connus pour leur production d’enzymes de 

dégradation, pour décomposer les substrats complexes pour leur croissance (Anbuet al., 2017; 

Gopinathet al., 2017). L’espèce F.oxysporumproduit plusieurs enzymes hydrolytiques, qui 

agissent sur les composantspectiques et cellulosiques des parois cellulaires des végétaux, et 

aident le champignonà pénétrer et à coloniser les cellules racinaires de l'hôte (Lyndetal.,2002; 

Rajeswari, 2014; Bedadeet al., 2017).Il utilise les cellulasespour la décomposition de la 

cellulose pour être utilisée comme source de glucides.Cependant, ces enzymes jouent un rôle 

dans la pathogenèse du flétrissement.Lesenzymes cellulases, désignées C1 et C2 agissent sur 

les molécules cellulose insolubles pour produire des chaînes linéaires, qui sont attaqués par 

l'enzyme Cx, pour produire le cellobiose et le glucose (Husain et Dimond, 1960; Fisher, 1965; 

MacHardy et Beckman, 1981; Bedadeet al., 2017). 

 

1.9.2. Production de toxines 

 La majorité des formes spécialesdeF. oxysporumproduisent en général des toxines qui 

sont issues de métabolites primaires ou secondaires phytotoxiques (phytotoxines).Ces 

molécules sontimpliquées dans la pathogenèse de F. oxysporum(Di Pietro et al., 2003). La 

toxine la plus connue produite par F. oxysporumestl'acide fusarique. A haute concentration, 

cette toxineinduit de nombreuses réponses physiologiques dans les cellules végétales, y compris 

l'altération de la croissance cellulaire, l'activité mitochondriale et la perméabilité membranaire, 
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alors qu’à une faible concentration, il pourrait déclencher des réactions de défense des plantes 

et la mort cellulaire programmée (Bouizgarneetal., 2006). En plusde l'acide fusarique, certains 

isolats de F. oxysporumont montré qu'ils produisent des toxines supplémentaires telles que la 

beauvericine, l'ennantaine B, la bikaverine, la moniliformine, la fumonisine et le trichothécène 

(Mirochaetal., 1989 ; Moretti etal., 2002 ) 

  

1.9.3. Détoxification des composés antifongiques de la plante 

 F. oxysporuma développé différentes stratégies pour tolérer les composés antifongiques 

produits par la plante hôte. Il s'agit notamment de la modification de la teneur en stérols de la 

membrane,  la régulation des gènes spécifiques de la chitine synthéase qui ont récemment été 

considérés comme des facteurs de pathogénicité de nombreux F. oxysporum importants et la 

sécrétion des enzymes qui dégradent et détoxifient les composés antifongique(Défagoetal., 

1983 ; Madrid etal., 2003 ; Martín-Urdirozetal., 2008 ; Pareja-Jaime etal., 2010). 

1.10. Méthode de lutte contre les fusarioses vasculaires 

 La protection des plantes contre les maladies représente une part importante des 

interventions phytosanitaires sur de nombreuses cultures, tant en fréquence d’application qu’en 

volume de produits utilisés. La demande de méthodes alternatives dans ce domaine est 

considérable et a suscité une forte augmentation des efforts de recherche  (Nicot, 2002).  

 Les moyens de contrôle de F. oxysporum, hormis la résistance génétique, sont assez peu 

efficaces du fait que ce champignon peut survivre de nombreuses années dans le sol en absence 

d’hôte (au moins 06 ans sous forme de chlamydospores) sans prendre en compte les capacités 

saprophytiques du champignon qui augmentent ces chances de survie, qui rend son contrôle 

difficile (Hawareet al., 1996; Nene, 1980 ; Sharma et Muehlbauer, 2007). Différents moyens 

de lutte ont été préconisés en vue de réduire les pertes dues à la fusariose vasculaire des plantes. 

1.10.1. Les pratiques culturales 

 Les mesures préventives sont importantes et efficaces car une fois le champignon est 

présent dans le sol, l’emploi des autres méthodes de lutte seront très coûteuses. Les pratiques 

culturales, à savoir la destruction des débris de récolte des plantes infectéespar brûlis, la jachère 

de longue durée, la rotation culturale avec des cultures nonhôtes, peuvent agir sur la densité de 

l’inoculum présent dans le sol. Mais l’éradication du champignon par ces techniques ne parait 

pas très efficace, car F. oxysporum, même en absence de son hôte, peut survivre à l’état 

saprophytique dans les débris végétaux et la rhizosphère des plantes non- hôtes (Booth, 1971 ; 

Edelet al., 1995). 
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 La fusariose et d'autres maladies sont favorisées par des conditions qui sont défavorables 

à la croissance des racines et des plantes.Par conséquent, les bonnes pratiques culturales (la 

réduction du compactage du sol et un bon drainage, ainsi que l'utilisation de semences de haute 

qualité), contribueront à réduire le problème (Donald, 1985). Dans les parcelles contaminées, 

il faut éviter les cultures du henné et de la luzerne qui nécessitent une irrigation abondante 

favorable à la maladie, et qui sont des porteurs sains de l’agent pathogène (Bulitet al.,1967).  

1.10.2. Lutte chimique 

 Les produits chimiques sont efficaces pour lutter contre certaines maladies, mais leur 

coût est trop élevé. En plus, de nombreuses études démontrent les risques que représentent les 

pesticides sur la santé humaine et l’environnement (Ploetz, 2000; Ploetzet al., 2003).Le 

traitement des semences avec le bénomylà 0.3 % a été rapporté comme moyen de lutte efficace 

(Kannaiyan et Nene, 1974).Mais le bénomyl a été détecté dans les racines et les jeunes pousses 

de 45 jours après le semis des graines traités par ce fongicide (Kannaiyanet al, 1975). Différents 

autres fongicides couramment utilisés en agriculture ont ététestés tels que le méthylthophanate, 

la chloropicrine et le bromure de méthyle(Saaidi et Rodet, 1974 ; Cheikh-Aïssa, 1990 ; 

Frederiks et Dembreber, 1991 ;Vanachter, 1991). 

1.10.3. Lutte physique 

 C’est une méthode qui consiste à stériliser le sol par la chaleur, la solarisation avant 

transplantation ou bien de traiter les racines par l’eau chaude entre 48 et 49°C pendant 30 

secondes (Anchisiet al., 1985). Ces méthodes présentent le désavantage qu’elles ne soient pas 

des solutions efficaces à long terme (Smahi, 2008). 

1.10.4. Lutte génétique 

 L’utilisation des variétés résistantes a été considérée comme la principale mesure 

pratique et économique pour contrôler la maladie en plein champ. La résistance génétique des 

plantes est une alternative clé pour lutter contre les maladies et les ravageurs des cultures. 

Cependant, les agents pathogènes s'adaptent fréquemment à la résistance génétique et la 

surmontent, en particulier lorsqu'elle est déterminée par des gènes majeurs. Ainsi, la résistance 

quantitative a gagné un intérêt ces dernières années pour relever le défi majeur de la durabilité 

de la résistance génétique (Pilet-Nayelet al., 2017). 

1.10.5. Lutte intégrée 

 Selon Singh et al. (1993), le traitement des grains des semences par une suspension 

sporale d'un agent de lutte biologique Gliocladium virens et Foltaf à 2g/Kg réduit 
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considérablement le flétrissement vasculaire.D’autres auteurs, comme Mukhopadhyayet al. 

(1992), ont proposé la carboxine avec le même agent de lutte biologique. 

 La solarisation des sols pendant 6 semaines combinée avec l'inoculation des 

mycorrhizes (Glomus fasciculatum) suivi d’un traitement avec du carbosulfan peuvent réduire 

le flétrissement vasculaire (Mukerjiet al., 2009). D’autres travaux ont montré que l'application 

de Trichodermaharizianum avec des traitements fongicides (Vitavax et Ziram) sur des graines, 

réduit l'incidence de la fusariose (Kaur et Mukhopadhyay, 1992).  

 Amir (1991), propose également une lutte intégrée contre F.oxysporum comprenant 

l’éradication par fumigation et inoculation avec des antagonistes des foyers primaires 

dangereux, création de variétés résistantes nouvelles par croisement, recherche de mutants 

résistants à partir des cultures in vitro, éradication par dessèchement et dessalement naturel du 

sol et l’introduction de la lutte prophylactique et culturale. Ces méthodes sont complémentaires 

et prennent en compte la prévention et l’éradication des foyers. 

1.10.6. Méthodes biologiques 

 Une autre méthode alternative pour protéger les plantes contre les agents pathogènes est 

l’application des méthodes de biocontrôle par l’utilisation de différents microorganismes doués 

d’activité antagoniste, conduisant à des phénomènes d’antibiose et d’hyperparasitisme(Azcon-

Aguilar et Bare, 1997). 

 Plusieurs chercheurs se sont intéressés aux microorganismes antagonistes tels que les 

bactéries, les champignons et les actinomycètes, dans l’espoir de mettre au point un procédé de 

lutte efficace capable de limiter la gravité des fusarioses (Alabouvetteet al., 1986). Parmi les 

bactéries utilisées en lutte biologique, on peut citer Pseudomonas 

fluorescens,SerratiamarcescensetBacillusspp.Parmi les champignons, il existe les Fusarium 

non pathogènes et Trichodermaharzianum(Amir, 1991 ; Amir et Mahdi, 1993). 

2. Le biocontrôle des  maladies 

 Le biocontrôle peut être défini de manière très générale comme « toute méthode, produit 

ou organisme fondé sur la gestion des équilibres des populations de bioagresseurs et limitant 

leur éradication systémique » (IBMA, 2014). Il sert donc à contrôler les populations de nuisibles 

(ravageurs et agents pathogènes), afin de maintenir les dégâts causés sur une espèce végétale 

cultivée en dessous du seuil de nuisibilité économique supportable par le producteur. Cette 

définition comprend quatre catégories d'approche (IBMA, 2014): 
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- des macro-organismes (insectes, nématodes, acariens) ; 

- des microorganismes (champignons, bactéries, virus) ; 

- des médiateurs chimiques (phéromones sexuelles, kairomones) ; 

- des substances naturelles d'origine végétale, minérale ou animale.  

 Ces biopesticides ou agents de lutte biologique, peuvent être défin00is comme des 

produits phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou l´un de ses dérivés. 

Ils peuvent donc être constitués d´organismes (plantes, insectes, nématodes), de substances 

d´origine naturelle (extraits végétaux, phéromones), ou de micro-organismes (bactéries, 

levures, champignons, virus) exerçant une activité protectrice sur les plantes vis-à-vis d´agents 

phytopathogènes (Thakore, 2006).Soixante-dix produits phytopharmaceutiques de biocontrôle 

à base de micro-organismes possèdent cette autorisation, dont 80% concernent la lutte contre 

des maladies telluriques (IBMA, 2014). 

2.1. Diversité des microorganismes antagonistes 

2.1.1. Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) 

 La rhizosphère est la partie du sol riche en nutriments qui entoure les racines des 

planteset constitue un habitat pour des millions de microorganismes qui se développent sur les 

exsudats des racines notamment les rhizobactéries favorisant la croissance des 

plantes(PGPR :Plant GrowthPromotingRhizobacteria)(García-Salamanca et al., 2013). 

 Divers microorganismes du sol tels que Acinetobacter, Alcaligenes, 

Azospirillum,Agrobacter, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, 

Bradyrhizobium,Cellulosimicrobium, Enterobacter, Erwinia, Frankia, Flavobacterium, 

Klebsiella,Microbacteriumsp., Proteussp., Pseudomonas sp., Rhizobium sp., Serratiasp. 

etXanthomonassp. sont les constituants de base de la flore de la rhizosphère et présentent 

uneforte compétence rhizosphérique (Bhattacharyya et Jha, 2012 ; Tailor et Joshi, 2014 ; 

Karthiket al., 2016 ; Teymouriet al., 2016). 

 Les PGPR sont des rhizobactéries bénéfiques qui peuvent directement stimuler 

lacroissance de l’hôte en assurant la disponibilité et l'absorption de certains macro- et 

micronutriments (Jaisinghetal., 2016 ; Khan et Bano, 2016 ). Elles créent une tolérance au 

stress, améliorent l'efficacité des engrais etcontribuent à la bioremédiation(Tiwariet al., 2016). 

Elles peuvent également agir indirectement sur la plante en inhibant les effets néfastes de la 

flore pathogène (Figure 5) (Pieterse et Wees, 2015 ; Lecomte et al.,2016 ; Jaber et Enkerli, 

2017). 
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Figure 5.Principaux mécanismes d’action des PGPR (Mattar, 1993). 

2.1.1.1.Stimulation de la croissance végétale 

 La stimulation de la croissance par ces rhizobactérie se traduit par la production de 

métabolites secondaires analogues aux phytohormones et par l’amélioration de l’alimentation 

hydrominérale. Certaines PGPR sont capables de fixer l'azote atmosphérique et le mettent à la 

disposition des plantes, leur inoculation sur les cultures revitalise l'activité de promotion de la 

croissance, et maintient le niveau d'azote dans le sol agricole (Damamet al.,2016). 

 La solubilisation et la minéralisation du phosphore par les PGPR sont la conséquence 

de la sécrétion de différents types d'acides organiques (ex. : l'acide carboxylique),qui abaisse le 

pH dans la rhizosphère et libère ainsi les formes de phosphate liées comme leCa3(PO4)2 dans 

les sols calcaires (Sharma et al., 2003 ; Liu et al., 2012 ; Meenaet al., 2014 ; Shrivastavaet al., 

2016 ; Sindhuet al., 2016 ; Bahaduret al., 2017).Les PGPR améliorent aussi la capacité 

d'absorption du fer et le rendent sous forme assimilable pour la plante par la production de 

sidérophores, étant donné que cette dernièreest incapable de l’assimiler sous sa forme brute 

(Whipps, 2001 ;Li et al., 2016).Pseudomonasspp. etBacillusspp. sont, de loin, les plus étudiées 

à cet égard. Lesessaies ont montré des augmentations en hauteur des plants de tomates (56% et 

68%) ainsique des améliorations de tous les paramètres de croissance, en particulier de la 

biomassefraiche et sèche des racines (Bergottiniet al., 2015 ; Fan et al., 2017 ; Zerrouket al., 

2019 ;Rahmouneet al., 2017). 
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2.1.1.2.L’induction de la résistance systémique 

 Les PGPR peuvent aussi induire une résistance systémique (ISR) qui n’est pas 

précisément contre un agent pathogène spécifique mais elle joue un rôle majeur dans le contrôle 

d'une gamme d’agents  phytopathogènes (Kamal et al.,2014).Par exemple, Bacillus subtilis 

sécrète des surfactines à activité antibactérienne permettant d’empêcher la colonisation de la 

racine par Peudomonassyringae, une bactérie phytopathogène. La production de surfactines, et 

autres lipopeptides, permet d’enclencher la résistance systémique induite (Figure 6) 

(Vlamakiset al., 2013). 

 

Figure 6.Schéma de la colonisation des racines par Bacillus subtilis en formant son biofilm 

(Vlamakiset al., 2013). 

 L’ISR peut être divisée en trois étapes principales : (i) la perception des phytohormones 

(l'acide jasmonique et l'éthylène) ou élicitation, (ii) la transmission d’un signal systémique dans 

la plante et (iii) l’expression des mécanismes de défense de l’hôte ,Le système de défense est 

représenté par plusieurs enzymes, comme la polyphénol oxydase, la β-1, 3-glucanase, 

lachitinase, la phénylalanine ammoniac lyase, peroxydase, etc., et les espèces réactives 

del’oxygène, les phytoalexines, les composés phénoliques et des protéines liées à lapathogenèse 

ainsi que la formation de barrières physiques comme la modification des parois cellulaire 

(Wiesel et al.,2014 ; Ongenaet al., 2006). 

 Dans le cas de la fusariose vasculaire, plusieurs souches de 

Pseudomonasspp.fluorescents, deBacillusspp.,deLysinibacterspp. et d’Achromobacterspp. ont 
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la capacité d’induire la résistance systémique chez la plante avec un taux de protection allant 

jusqu’à 84,3% (Benchabane, 2005 ;Ferrazet al., 2014 ; Attiaetal., 2020). 

2.1.1.3.La compétition trophique et spatiale 

 La compétition pour les nutriments et les espaces d’infection serait en grande partie 

responsable de la diminution jusqu’à 50% des attaques des phytopathogènes (Gravel, 2007 

;Benhamou et al., 2012).Globalement, la compétition s’effectue vis-à-vis des agents pathogènes 

sans interaction directe avec ces derniers, les PGPR produisent des enzymes qui dégradent la 

matière organique complexe, les glucides simples ou les acides aminés. La compétition pour 

les glucides combinés à la compétition pour l’azote et pour le fer, joue un rôle clé dans la 

suppression de la fusariose vasculaire (Köhlet al., 2019). 

 Plus de 98 % des différents Pseudomonas fluorescents isolés du sol produisent des 

sidérophores appelés pyoverdine ou pseudobactine détectables en cas de carence en 

fer(Cocozza et Ercolani, 1997). Certains d’entre eux ont un grand pouvoir de chélation du fer 

et peuvent reconnaître et utiliser les sidérophores produits par d’autres microorganismes ce qui 

favorise le processus de la compétence et de la colonisation rhizosphèrique (Ongenaetal.,2002). 

Les souches JO et JO7 de Pseudomonas aeruginosa ainsi que la souche 

ToIrMAdeBacilluspumilus réduisent l’incidence de la fusariose de la plantes  jusqu’à 73% 

àtravers la production de sidérophores (Heidarzadeh et Baghaee-Ravari, 2015 ; 

Paramanandhamet al., 2017). 

2.1.1.4.L’antibiose 

 Les PGPR produisent des métabolites secondaires toxiques pour l’agent pathogènecible. 

Ces métabolites, produits à faibles concentrations, peuvent inhiber la germination, lacroissance 

mycélienne et/ou la sporulation des agents pathogènes (Ulloa-Ogazet al., 2015; Goswamiet al., 

2016 ; Ramadan et al., 2016;Chen et al., 2018). 

 

 Pseudomonasspp produisent surtout des antibiotiques tels que2,4-

diacétylphloroglucinol, les phénazines, la pyolutiorine, la pyrrolnitrine (Stranoet al.,2017 

;Mishra et Arora, 2018).De ce fait, Pseudomonas P6 s’est révélé apte à diminuer de manièretrès 

sensible la fusariose vasculaire de la plante  jusqu’à des taux dépassant le seuil de 

85%(Benchabaneet al., 2000 ; Larbaoui, 2003).Ce pendant,Bacillus subtilis a une capacité de 

produire la zwittermicine, la bacillomycine,lafengycine, la bacilysine et la 

difcidine(Maksimovet al., 2011 ;Mangalanayakiet al., 2016). De plus, Paenibacillusehimensis 
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s’est avéré une souche  productrice de composés organiques extracellulaires et d’une enzyme 

brute qui agissent contreF. oxysporumf.sp. lycopersici(Fol) (Nainget al., 2014). Ainsi que 

l’endobactérieBurkholderiarinojensis qui produit une nanoparticule toxique pour Fol (oxyde de 

Magnésium MgONPs), avec un taux d’inhibition jusqu’à 100% (Abdel-Azizet al., 2020). 

2.1.1.5.Les composés organiques volatils (COV) 

 Ils sont de nature lipophile avec un faible poids moléculaire, une odeur caractéristique 

et une pression de vapeur élevée, ce qui leur permet de passer facilement à travers les 

membranes, l’environnement du sol et l'atmosphère et se propager sur de longues distances 

(Picherskyetal., 2006). De petites concentrations de COV produits par les PGPR sont 

impliquées dans le contrôle biologique en induisant la résistance systémique chez la plante 

contre les différents pathogènes, dont ils servent de médiateurs pour la connexion entre la plante 

et l’agent antagoniste (Morathet al., 2012 ; Corderoet al., 2014 ; Velivelliet al., 2015). 

LesCOVservent également de produits finaux dans la biosynthèse des monoterpènes, 

sesquiterpènes,cétones, alcools, esters, lactones, dérivés du benzène et des acides gras (Korpiet 

al.,2009 ; Stoppacheret al., 2010 ; Bitas et al., 2013). 

 Diverses espèces de Bacillus produisent ces composés, à savoir, des 

phénylpropanoïdes, des dérivés d'acide gras et un mélange complexe de terpénoïdes et 

delactones volatiles qui présentent des propriétés antibiotiques (Elshafieet al., 2013).Une 

étuderécente élaborée par Jangiret al. (2018) a mis en évidence l’inhibition de Fol par B. subtilis 

2274 (85,7%) via la production de ces composés. En outre, Kong et al. (2020) ont rapportéque 

le composé 1-undécène de la souche Pseudomonas chlororaphis ST-tj4 a fortementinhibé la 

croissance mycélienne du phytopathogène plus que les substances diffusibles. 

 Le HCN est un composé antimicrobien volatil connu pour son rôle dans la suppression 

des maladies, l’inhibition de la chaîne de transport des électrons et l’approvisionnement en 

énergie de la cellule. Il inhibe aussi l’action du cytochrome oxydase (Heydari et Mohammad 

2010 ; Rijavec et Lapanje, 2017). Cette propriété délétère permet au PGPR d’acquérir un 

avantage concurrentiel évident parmi la communauté microbienne tellurique(Ramette et al., 

2003 ; Hayat et al., 2010). Bacillus et Pseudomonas sont les principaux producteurs du HCN 

(Mishra et Arora, 2018 ; Sehrawat et Sindhu, 2019).De ce fait, les essaisont montré que 

Pseudomonassp. a réduit la croissance de Fol grâce à la production de cemétabolite (Someyaet 

al., 2006 ; Lachisa et Dabassa, 2016). 

 



Chapitre I. Synthèse bibliographique  

 

 20 

2.1.1.6.Les enzymes hydrolytiques 

 La dégradation de la paroi cellulaire des champignons pathogènes par la sécrétion 

d’enzymes lytiques est une activité antifongique qui contribue au biocontrôle des 

phytopathogènes (Aeronet al., 2011 ;Jadhavet al., 2017).Des données récentes indiquent 

clairement que la sécrétion de la chitinase, la cellulase, laprotéase et de la β -1,3 glucanase par 

des isolats de Streptomyces, de Bacillus et dePseudomonas joue un rôle principal dans la 

dégradation de Fol.Globalement, l’action des métabolites est bien liée avec la production des 

enzymes parl’agent de biocontrôle ( Maboodet al., 2014) 

 Il a été signalé que l’effet des enzymes et antibiotiques produits par les microorganismes 

donne une efficacité plus élevée de la lutte biologique par rapport àl’antagonisme obtenue par 

l’un ou l’autre mécanisme seul car les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire sont 

nécessaires pour l’entrée des antibiotiques et les métabolites antifongiques à l’intérieure du 

pathogène (Howell, 2003). 

2.1.2. Les champignons favorisant la croissance des plantes (PGPF)   

 Les champignons favorisant la croissance des plantes (PGPF :Plant 

GrowthPromotingFungi) sont des champignonsnon pathogènes, saprotrophes, qui vivent 

librement à la surface des racines, à l'intérieur de laracine elle-même ou dans la rhizosphère 

(Bent, 2006). Ils ont plusieurs effets positifs sur la plante hôte, à savoir, l’amélioration de la 

germination des semis et l’élongation des pousses.Certains peuvent aussi affecter le 

développement des racines et stimuler une floraison précoce. D’autres ont la possibilité 

d’améliorer la capacité photosynthétique de la plante et stimuler la production de métabolites 

secondaires de l’hôte. Ils ont également la capacité deprotéger les plantes contre les 

microorganismes nuisibles notamment les champignons.Parconséquent, ils sont considérés 

comme des ingrédients actifs potentiels dans la formulation des biofertilisants et des 

mycofongicides (Pieterseet al., 2014).  

 Parmi les PGPF, Trichodermaetquelques souches non pathogènes appartenant au genre 

Fusarium, ont une large distribution et sont, de loin, les plus largement signalés comme étant 

agents de biocontrôle contre F. oxysporum(Ramirez-Carinoet al., 2020).Le genre Trichoderma 

regroupe un ensemble de champignons filamenteux, imparfaits et saprophytes .Plusieurs 

souches sont utilisées en biocontrôle, en raison de leur capacité de reproduction élevée ,leur 

résistance dans des conditions défavorables, de leur efficacité dans l'utilisation des nutriments, 

de leur agressivité vigoureuse contre les agents pathogènes des plantes et de leur efficacité dans 
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la promotion de la croissance et des mécanismes de défense des plantes(Suleimanet al., 2019 ; 

Sallamet al., 2019 ). 

 La capacité des différentes espèces non pathogènes de Fusarium dans la gestion 

desmaladies a été rapportée dans de nombreuses études. Ces souches diffèrent non seulement 

par leur efficacité et leur mode d’action, mais aussi par leur caractéristique génotypique et 

phénotypique (Van der et al., 1986).Du point de vue théorique, l’interaction entre les souches 

pathogènes et non pathogènes de Fusarium tient place au niveau du sol, au niveau de la 

rhizosphère mais également à l’intérieur des racines (Alabouvetteet al., 1982). Il est également 

à noter que les Fusarium non pathogènes jouent un rôle prépondérant dans les actions 

d’inhibition des fusarioses dans less ols suppressifs (Rouxelet al., 1979). 

 LesTrichoderma et les souches non pathogènes de Fusarium agissent à travers un ou 

plusieurs modes d’actions en même temps .Ces mécanismes comprennent la  et spatiale, 

l’induction d’une résistance systémique, la promotion de la croissancede la plante, la sécrétion 

d’enzymes lytiques, ainsi que le mycoparasitisme et l’antibiose qui concernent particulièrement 

le genre Trichoderma. (Suleimanet al., 2019 ; Sallamet al., 2019 ; Ramirez-Carinoet al., 2020). 

2.1.3. Les mycorhizes 

 Les mycorhizes se définissent comme des associations durables impliquant des 

échanges à bénéfices réciproques (Smith et Read, 2008). Les champignons mycorhiziens 

arbusculaires (CMA) sont des biotrophes obligatoires qui colonisent la majorité des plantes 

(Figure 7) (Filhoet al., 2016). Ils sont présents dans la plupart des écosystèmes terrestres 

(Brundrett, 1991).Ces champignons colonisent les racines de plus de 90% des espèces 

végétales, au bénéfice mutuel de la plante hôte et du champignon. Ce dernier obtient une source 

de carbone dérivée de la photosynthèse végétale et n'a donc pas à rivaliser pour le carbone rare 

de la rhizosphère pour survivre et proliférer et la plante hôte reçoit plusieurs avantages 

notamment : l'amélioration de sa croissance, l'absorption d'eau et de nutriments et une meilleure 

accessibilité aux oligo-éléments (cuivre, zinc, fer). De plus, le CMA peut améliorer la tolérance 

des plantes à de nombreux stress abiotiques tels que la salinité et à la sécheresse, et  la résistance 

aux maladies fongiques (Wang et al., 2017). 

 Les mycorhizes peuvent, seules ou en combinaison avec un autre agent de 

luttebiologique, contrôler de nombreux agents pathogènes fongiques des plantes, entre 

autreFusariumsp. (Gao et al., 2018 ).Dans ce contexte, le potentiel des CMA comme agents 

delutte biologique a été répertorié chez plusieurs espèces comme : 
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Funneliformismosseae,Glomusintraradices, RhizophagusirregularisetGliocladiumfimbriatum 

( Fitrianingsihet al., 2019).  

 

Figure 7.Aspect des champignons mycorhiziens intra-racinaires (Abohatemet al., 2011) . 

(H) Hyphe,(V)vésicules et (A) arbuscule. 

2.1.3.1.Mécanismes d’action 

 En fonction de la maladie et des conditions environnementales, les mécanismes 

probables expliquant l'activité de biocontrôle des CMA peuvent inclure une compétition directe 

avec le pathogène pour les produits photosynthétiques et/ou les sites de colonisation, et/ou un 

changement de la composition microbienne rhizosphérique (Al-Askar et al., 2010).En outre, ils 

peuvent contrôler la maladie via l'amélioration de la santé des plantes, la modification 

morphologique de la racine et/ou l'induction d’une résistance systémique(Majewskaet al., 

2017). 

 Le CMA concurrence l’agent pathogène pour la source de carbone ainsi que pour 

lestissus racinaires lors d’une colonisation simultanée où les hyphes 

micorhizienssaturantdavantage les sites d’infection disponibles, limitant ainsi la pénétration des 

hyphespathogènes, ce qui pourrait jouer un rôle important dans le développement de ces 

deuxmicroorganismes (Smith, 1988 ; Azcon-Aguilar et Barea 1996). Ces champignons ont 

aussi lacapacité de modifier l’architecture de la racine végétale entraînant une ramification 

accrue dusystème racinaire, un raccourcissement des racines adventives ou une augmentation 

desracines fines (Gamaleroet al., 2004). La ramification intense des racines induite par 

lamycorhization s’accompagne d’un changement qualitatif et quantitatif dans la composition 

desexsudats racinaires (Harrier et Watson, 2004). Il en résulte une légère baisse du pH du 

solsuffisant pour retarder la sporulation ou ralentir le métabolisme des phytopathogènes 

(Normanet Hooker, 2000). 
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 Les CMA peuvent stimuler les moyens dedéfense de la plante de manière systémique 

ou locale par l’augmentation de la concentrationen métabolite phénolique induisant une 

augmentation de la lignification et la formation d’unebarrière physique vis-à-vis du pathogène 

ou par la stimulation de voiesmétaboliques qui mènent à une résistance plus importante de la 

plante (Morandi, 1996 ; Liu et al.,2007).A titre d’exemple, une étude menée par Renet al. 

(2010) dans laquelle ils ont montréqueGlomus etunicatum a considérablement augmenté le 

nombre des actinomycètes, ce qui a conduit à une réduction importante de nombre de Fol (95%) 

chez les plantes.  

2.1.4. Les cyanobactéries 

 Les cyanobactéries appartiennent au groupe des bactéries Gram négatif ayant 

despropriétés de photolyse dégageant de l'oxygène et de fixation d’azote (Ressomet al., 

1994).Les cyanobactéries peuvent survivre dans presque tous leshabitats, ce qui fait d’elles une 

riche source de divers métabolitesd'intérêt pharmaceutique ou toxicologique plusieurs 

importantes bioactivités (antifongiques, antivirales, antibiotiques et autres)(Rinehartet al.,1994 

; Borowitzka, 1995 ; Baracaldo et al., 2005). De ce fait, leurs extraits sontcouramment utilisés 

dans l’agronomie, car elles stimulent la vigueur et la productivité desplantes, elles sont aussi 

connues pour leur effet contre les champignons pathogènes (HusainietNeri, 2016). 

2.1.4.1.1Mécanismes d’action 

 Les cyanobactéries sont connues pour la libération de divers types de 

substancesbioactives comme les vitamines, les polysaccharides et les phytohormones qui 

fonctionnentcomme des molécules élicitrices efficaces contre la croissance des colonies 

fongiques deplusieursphytopathogènes en activant les gènes responsables de la résistance chez 

la planteet/ou comme des molécules antifongiques qui inhibent directement la croissance 

mycélienne ( Singh et Shachi, 2014). 

 La production de phytohormones a été signalée principalement à partir de 

cyanobactéries isolées des champs de culture. Des études montrent que les 

cyanobactériespeuvent produire des régulateurs de croissance similaires à l'IAA(acide indole 

acétique), la cytokinine, la gibbérelline,l'éthylène, l'acide jasmonique ou les acides 

abscissiques. A cet effet, il a été rapporté que fusariose vasculaireinduit une accumulation 

d'acide abscissique qui assure la survie de laplante dans des conditions de stress, la production 

d'acide abscissique a été remarqué chez Nostoc muscorum, Trichormusvariabilis et 

Synechococcusleopoliensis (Khan et al., 2012). 
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 Les cyanobactéries produisent aussi des exopolysaccharides qui sont l’une 

desprincipales classes d’inducteurs de l’immunité des plantes, induisant laproduction de NO, 

l'influx calcique, l'accumulation de transcrits du gène PR et les altérationsde la paroi cellulaire 

qui incluent le dépôt de callose et de composés phénoliques (Coté et Hahn 1994 ; Silipoet al., 

2010). Des enzymes de défense telles que la phénylalanine ammoniaclyase, la 

polyphénoloxydase et l'activité enzymatique liée à la pathogenèse, y compris l'activitéde la 

chitosanase et de la β -1,3 glucanase, était la plus élevée dans les racines des plants detomates 

traités avec des formulations cyanobactériennes d’AnabaenavariabilisRPAN59 et 

d’AnabaenalaxaRPAN8 (Prasannaet al., 2013). 

 Les cyanobactéries sont connues également pour être riches en vitamines, où 

plusieurssouches, telles que Spirulina, Anabaenasp., Anabaenaflosaquae,Anabaenahassali, 

Microcystispulverana, Nostocsp, Nostoc punctiforme, Phormidiumbijugatum, 

Oscillatoriajasorvensis et Chroococcusminulus sont signalées pour contenir de lathiamine 

(vitamine B1), riboflavine (vitamine B2), acide folique, acide ascorbique, acidenicotinique 

(vitamin B3), cyanocobalamine (vitamine B12) et pentothène (Robbins et al.,1951;Koptera 

1970; Aaronsonet al., 1977; Shah et Vaidya, 1977).La thiamine par exemple, activeles gènes 

liés à la SAR (résistance acquise systémique) dans la tomate et prévient plusieursmaladies 

causées par des infections fongiques, bactériennes et virales (Ahnet al., 2005). 

Dans le cas de la fusariose vasculaire, plusieurs étude ont montré 

l’importance des cyanobactéries dans la diminution de la maladie in vitro et in situ, 

quantitativement et qualitativement (Kim et Kim, 2008 ; Kumaret al., 2019). Dans une 

autreétude élaborée par Alwathnani et Perveen (2012), les graines de tomate traitées avec 

Nostoclickia, ensuite infestées par Fol, ont exprimé une germination maximale (93%) par 

rapport auxgraines non traitées. 

2.1.5. Les bactéries lactiques 

 Les bactéries lactiques (LAB) ont également été étudiées en tant que possibles 

agentsdebiocontrôle, démontrant leur efficacité contre les bactéries, les levures et surtout 

leschampignons filamenteux (Daliéet al., 2010). Diverses souches appartenant au groupe 

desLAB ont fait preuve d’une réduction de la maladie et d’inhibition de la croissance 

desphytopathogènes, à savoir :Lactobacillus plantarumMiLAB 393, L. coryniformis 

Si3,PediococcuspentosaceusMiLAB 170 et L. sakeiet (Lavermicoccaet al., 2000 ; Strömet al., 

2002 ; Sjögrenet al., 2003 ;; Anas et al., 2008; Amin et al., 2009 ; Askariet al.,2012). 

2.1.5.1.Mécanismes d’action 
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 Lacapacité antagoniste et bio-protectrice des LABest attribuée à la compétition pour 

lesnutriments (colonisation) et à l'antibiose par la synthèse de différents composés 

antimicrobiens, y compris les acides organiques, les bactériocines, leperoxyde d'hydrogène et 

les acides gras hydroxylés et enmodifiant la réponse immunitaire des plantes (Stoyanovaet al., 

2012 ; Konappaet al., 2016 ; Lamontet al., 2017 ). Cependant, il y a peu depreuves qui montrent 

que ces microorganismes jouent un rôle dans la stimulation de lacroissance des plantes par la 

production de phytohormones (Carmona-Hernandez et al.,2019 ). 

 Il a été signalé que certainessouches de Lactobacillus produisent des cytokines et de 

l’IAA (Lynch, 1985 ; Mohite, 2013 ; Shresthaet al.,2014 ; Giassiet al., 2016), alors que d'autres 

n'en produisent pas (Kang et al.,2015).A cet égard, dans une étude menée par Lopez-seijaset 

al. (2019),des souches debactéries lactiques du vin appartenant aux espèces Lactobacillus 

plantarum (LPLUV10), L.paracasei (LPAUV12), ont été utilisées pour des essais 

d’antagonisme contre Fol sur lesplants de tomates adultes. Le degré d'inhibition varie entre 55 

% (souche LPLUV10) lorsqueles bactéries et le champignon sont inoculés simultanément, et 

76 % (souche LPAUV7) lorsquela bactérie est préalablement cultivée pendant 48h. L'activité 

antifongique de ces LAB a étéattribuée à leur capacité à produire et à libérer des métabolites 

tels que la reutérine, les acidesorganiques ou les composés phénoliques ainsi que des 

substancesantifongiques de nature protéique (Daliéet al., 2010 ; Gerezet al., 2013). 

 De plus, la souche L. plantarumLPLUV10 a présenté une augmentation significative du 

poids sec (environs 24%), cetteaugmentation représente environ 41% par rapport aux plantes 

infectées par F. oxysporum.D'une autre part, il a été montré que les LAB sont capables de 

réduire l’effet pernicieuxde Fol sur les plants de tomates provenant d'un habitat différent, 

démontrant ainsi uneefficacité potentielle à plus large spectre contrairement aux 

bactériesrhizosphériques(Vaikuntapuet al., 2014 ; Lopez-seijaset et al .,(2019). 
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Chapitre II. Matériel et méthodes 

 Notre étude qui porte sur le biocontrôle microbien de fusariose vasculaire, a été réalisée 

au niveau du laboratoire de PFEdu département de Biotechnologie et de l’Agro-écologie de 

l’université Saad Dahleb (Blida 1). Le travail est effectué en deux parties : 

 La première est consacrée à l’étudie in vitro de l’effet antagoniste de deux souches 

bactérienne et fongique vis-à-vis de souches phytopathogènes de F. oxysporum. 

 La deuxième est dédiée à la mise en évidence de la production de quelques métabolites 

secondaires impliqués dans l’antagonisme microbien. 

 

1. Matériel biologique 

1.1. Souches pathogènes 

Nous avons utilisé trois formes spéciales de F.oxysporum à savoir :albidinis (Foa), pisi(Fop) 

et phaseoli (Foph) (Tableau 2, Figure 8). 

Tableau 2 : Souches phytopathogènes de F. oxysporum utilisées. 

Forme spéciale de F. oxysporum Origine et provenance 

albidinis (Foa) Isolée à partir de palmier symptomatique, 

laboratoire de Mycologie, (SNV, Blida 1). 

pisi (Fop) Souches de référence, IAS-CSIC*, Cordoue, 

Espagne. phaseoli (Foph) 

*Instituto de AgriculturaSostenible - CSIC, Córdoba, España. 

 
 

Figure8.Les cultures fongiques des souches de F. oxysporum utilisées. 

(A) Foa ,(B)Fop et(C) Foph. 

1.2. Souches antagonistes 

Deux souches antagonistes ont été utilisées : une souche bactérienne deBacillus sp. et une 

souche fongique de Trichodermasp. (Tableau 3, Figure 9). 
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Tableau 3 : Souches antagonistes utilisées. 

Souche antagoniste Origine et provenance 

Bacillus sp. Isolée à partir du sol, laboratoire de biotechnologie 

microbienne,Agro-Bio-Tech,Gembloux,Belgique. 

Trichodermasp. Isolée à partir de petit pois, laboratoire de 

Mycologie (SNV, Blida 1). 

 

 

 Figure 9.Les cultures des souches antagonistes. 

(A)Bacillus sp.  et (B)Trichodermasp. 

 Afin de purifier les souches fongiques pathogènes et antagoniste, des disques mycéliens 

sont découpés et repiqués dans de nouvelles boites de Pétri contenant le milieu PDA. Les boites 

ont été par la suite incubées à 28⁰C pendant 4 à 5 jours. 

 Pour la purification de la souche bactérienne antagoniste de Bacillus sp.,nous avons 

prélevé la crème bactérienne à partir d’une culture conservée à 4°C, et l’ensemencé sur des 

boites de Pétri contenant la GN (gélose nutritive),puis l’incubé a 37⁰C pendant 24 à 48h. 

2. Essais d’antagonisme in vitro 

 Le test de l'activité antifongique des souches étudiées consiste à rechercher leur effet 

antagoniste sur le développement des souches pathogène de F. oxysporum, en utilisant la 

méthode de la confrontation simultanée. Howell (2003). 

 

2.1. Interaction bactérie antagoniste -champignon pathogène  

 Pour cette interaction, nous avons testé l’effet inhibiteur de la souche de Bacillus sp. 

Face aux trois formes spéciales de F.oxysporum selon la méthode décrite par Howell (2003). 
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 Dans des boîtes de Pétri contenant le milieu GN, la souche bactérienne antagoniste est 

ensemencée en trait à 3 cm du disque du champignon pathogène (Figure 10).Des témoins ont 

été préparés contenant uniquement les disques mycéliens des souches pathogènes Foa, Fop et 

Foph. Chaque interaction a été répétée trois fois. Les boites sont par la suite incubées à 28°C 

pendant 7 jours. 

 

Figure 10.Interaction bactérie antagoniste – 

champignon pathogène. 

2.2. Interaction champignon antagoniste -champignon pathogène  

Pour cette interaction, nous avons confronté Trichoderma sp. Aux trois formes spéciales de 

F.oxysporuim selon la technique décrite par Howell (2003). 

 Dans des boîtes de Pétri contenant le milieu PDA, deux disques mycéliens, l'un de 

l'antagoniste et l'autre du pathogène, sont placées suivant un axe diamétral à 3 cm et à 

équidistance du centre de la boîte   (Figure 11). Les boites sont ensuite incubées à 28°C pendant 

7 jours. Le nombre de répétitions est de trois pour chaque interaction ainsi que  des témoins 

contenant uniquement les souches pathogènes Foa, Fop et Foph ont été préparés pour la 

comparaison. 
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Figure 11. Interaction champignon antagoniste -champignon pathogène. 

2.3. Calcul du taux d’inhibition 

 La croissance mycélienne du pathogène a été évaluée, en mesurant le diamètre de la 

colonie du pathogène qui se trouve en interaction avec l'antagoniste. L’évaluation de l'inhibition 

exercée par les antagonistes est estimée par le calcul du pourcentage d'inhibition de la 

croissance mycélienne du pathogène selon la formule suivante (Idris et al., 2007) :  

𝐈 (%) =
𝐑−𝐫

𝐑
× 𝟏𝟎𝟎 , dont : 

- I (%) : taux d’inhibition de la croissance mycélienne ; 

- r: diamètre moyen des colonies en présence de l’antagoniste ; 

- R: diamètre moyen des colonies témoins. 

  

 Un taux d’inhibition supérieur ou égal à 20% indique le pouvoir antagoniste des souches 

testées (Idris et al., 2007). 

  

3. Mise en évidence in vitro de la production  quelques métabolites 

secondaires impliqués dans l’antagonisme 

3.1. Test de solubilisation des phosphates 

 Ce test permet d’évaluer la capacité de souches antagonistes à solubiliser les phosphates 

sur milieu Pikovskaya (PVK) additionné de bleu de bromophénol. Les souches de Bacillussp. 

et de Trichodermasp.ont été ensemencées sous forme de spots sur le milieu PVK solide puis 

incubées à 28°C pendant 24 à 48h pour la bactérie et 7 jours pour le champignon. La 

solubilisation du phosphate se traduit par l’apparition d’un halo clair  autour des 

colonies(Bouras, 2018). 
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3.2. Test de production de cyanide d’hydrogène (HCN) 

 La production de  l’acide cyanhydrique (HCN) est testée sur le milieu TSA (Tryptone 

Soya Agar) additionné de glycine (4,4g/l). La souche bactérienne de Bacillus sp.  a été 

ensemencée par stries, tandis que pour la souche fongique de Trichoderma sp., un disque 

mycélien a été déposé sur la gélose. Un disque stérile de papier Whatman de 9 cm de diamètre 

imprégné d’une solution de picrate de sodium (5% d’acide picrique et de 2% de carbonate de 

sodium anhydre) a été déposé au fond du couvercle de la boîte de Pétri. Les boites ont été par 

la suite scellées avec du papier parafilm et incubées à 30°C pendant 96 h.Le résultat positif se 

traduit par le virage du papier Whatman du jaune vers une couleur orange à marron indiquant 

la production de HCN volatil(Benchabane, 2005). 

3.3. Test de  production d’amylase 

 La recherche d’amylase est effectuée par la mise en culture des souches antagonistes sur 

une gélose à amidon (Annexe X).Après incubation à 30°C pendant 5 jours, les boîtes de Pétri 

sont inondées avec du lugol.Un résultat positif indiquant la dégradation de l’amidon se traduit 

par la persistance de la couleur marron de lugol. (Holt et al., 1994). 

3.4. Test de production de protéases 

 La recherche de la production de protéases a été réalisée sur une gélose au lait écrémé, 

obtenue en mélangeant 1g d’agar suspendue dans 90ml d’eau distillée avec 10ml du lait 

écrémé(Annexe). La production de protéase a été déterminée par un halo clair formé autour des 

colonies (Sebihi et al. , 2020). 

3.5. Test de production de la lipase 

 Sur le milieu TSA, additionné de 1%de tween 80 (monoléate de sorbitol), nous avons 

ensemencé les souches antagonistes en piqure ou par spots. Après une incubation à 37°C 

pendant 48hpour la bactérie et 7 jours pour le champignon, les colonies de souches lipase (+) 

sont entourées d’un halo clair indiquant la dégradation des lipides. (van Dijl et Hecker  2013 ; 

Ma et al. 2015 ) 

3.6. Mise en évidence de la production de biofilm chez Bacillussp. 

3.6.1. Test de production de biofilm sur gélose rouge Congo 

 Nous avons utilisé la méthode préconisée par Freeman et al. (1989) par culture de la 

souche bactérienne sur gélose rouge Congo (Annexe X)et incubation pendant 24 heures à 37°C 

en condition aérobie. La formation de biofilm est révélée par laprésence des colonies noires 

avec un cristallin de consistance sèche. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6242800/#CR49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6242800/#CR31
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3.6.2. Méthode de quantification du biofilm sur microplaque 

 La méthode est basée sur la technique décrite par Stepanovic et al. (2007).La souche de 

Bacillussp.a été cultivée sur (TSA) avec 2% de glucose et incubée pendant 24 heures à 37°C. 

Une colonie a été transférée dans un tube contenant 10 ml du bouillon trypticase soja (TSB) 

avec 2% de glucose. Les tubes ont été incubés à 37°Cpendant 24 heures. La culture a été ensuite 

diluée à 1/100 avec du milieu TSB neuf et 200 μl de la suspension bactérienne a été inoculée 

en triplicata, dans les puits d’une microplaque.  

 Un bouillon stérile a été utilisé comme témoin, également incubé et introduit dans la 

plaque pour vérifier la stérilité. La microplaque a été incubée à 37°C pendant 24 heures, puis la 

suspension bactérienne a été aspirée et les puits ont été lavés trois fois avec 200 μl de solution 

tampon (PBS : Phosphate-Buffered Saline) pour éliminer les bactéries planctoniques et les 

biofilms formés ont été fixés avec 200 μl d’éthanol à 95%pendant 15 minutes. 

 La microplaque est séchée à la température ambiante puis colorée avec 200 μl de 

solution de cristal violet à 2%pendant 5 minutes. L’excès de colorant a été rincé par lavage à 

l’eau distillée et la plaque séchée à la température ambiante. Une forte production de biofilm 

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

 

1. Antagonisme in vitro 

 L’étude de l’activité antagoniste in vitro des souches Bacillus sp. etTrichoderma sp. vis-

à-vis des trois formes spéciales de  F.oxysporum (Foa, Fop et Foph),a permis de déterminer le 

potentiel d’inhibition du pathogène. 

 Les résultats de la confrontation des souches antagonistes avec les souches pathogènes, 

après 7 jours d’incubation, sont présentés dans le Tableau 4. 

Tableau4: Diamètre en mm des colonies des souches deF.oxysporumen présence de Bacillus 

sp. et de Trichoderma sp. 

Antagoniste Bacillussp. Trichodermasp. 

Pathogène Foa Fop Foph Foa Fop Foph 

Interaction 26 7 7 32,33 0 4 

Témoin 53 42 37,33 53,67 30 42,67 

  

 Les résultats des interactions entre les souches antagonistes et les trois formes spéciales 

de F. oxysporum, montrent que la croissance mycélienne des témoins est plus importante en 

comparaison à celle enregistrée avec les différentes interactions, dont des zones d’inhibitions 

très importantes ont été enregistrées chez les témoins, alors qu’en présence des souches 

antagonistes, le diamètre des zones a été moins important (Figures 12 et 13). 

 Le calcul du taux d'inhibition a montré que les deux souches antagonistes utilisées ont   

la croissance des 3 souches phytopathogènes utilisées, en enregistrant des valeurs qui dépassent 

40% (Figure 14).Selon ces taux d’inhibition, Trichderma sp. Présente le pouvoir antagoniste le 

plus important en enregistrant des valeurs de 100% et de 90,7% vis-à-vis de Fop et de Foph, 

respectivement. Bacillus sp.a été plus efficace envers Fop (83.33%) et Foph(81.33%)par 

rapport à Foa(52.08%)(Figure 13). 
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Figure 12.Pouvoir antagonistein vitro de Bacillussp. vis-à-vis des trois souches 

phytopathogènes de F. oxysporum 

. 
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Figure 13.Pouvoir antagoniste in vitro de Trichodermasp. vis-à-vis des trois souches 

phytopathogènes de F. oxysporum. 
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Figure 14. Taux d’inhibition enregistrés par Bacillus sp. etTrichodermasp. vis-à-vis des trois 

souches de F. oxysporum. 

2. Production de métabolites secondaires impliqués dans l’antagonisme 

2.1.Solubilisation de phosphate 

 Les souches antagonistes ont été testées pour leur efficacité à solubiliser le phosphate 

sur milieu PVK solide contenant le Ca3(PO4)2comme seule source de phosphore. Après 

incubation,nous avons enregistré l’apparition d’un halo clair autour des colonies résultant dela 

décoloration du bleu de bromophénol suite à l’acidification du milieu. Les souches antagonistes 

de Bacillussp. et de Trichodermasp. utilisées sont donc productrices de phosphatase(Figure 15). 

 

Figure 15.Résultats du test de solubilisation de phosphate. 

(A)Bacillus sp.,(B)Trichodermasp. et (C) témoin négatif. 
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2.2.Production de cyanide d’hydrogène (HCN) 

 La production de HCN par les souches antagonistes a été examinée en utilisant le milieu 

TSA additionné de glycine et révélée par l’ajout d’une solution de picrate de sodium. Pour la 

souche de Bacillus sp., un virage de la couleur du réactif vers le marron a été enregistré, 

montrant la capacité de cette souche à produire cet antimicrobien volatil (Figure 16.A). En 

outre, la souche de Trichoderma sp. n’a pas pu produire le HCN, dont nous n’avons noté aucun 

changement de couleur du ractif par rapport au témoin négatif (Figure 15.B et C).   

 

Figure 16.Résultats du test de production de HCN. 

(A)Bacillus sp.,(B)Trichodermasp. et (C) témoin négatif. 

2.3.Production d’amylase 

 La capacité des souches antagonistes à produire l’amylase a été testée sur milieu gélose 

amidon. La production a été révélée par l’apparition d’un halo autour des colonies après l’ajout 

de lugol (Figure 17).Le milieu a pris la couleur marron du réactif, qui prouve que l’amidon 

présent dans le milieu a été complètement dégradé par les souches de Bacillussp. et de 

Trichodermasp. (Figure 17).Les souches antagonistes que nous avons utilisées produisent donc 

l’amylase. 

 

Figure 17.Résultats du test de production d’amylase. 

(A)Bacillus sp.,(B) Trichodermasp. et (C) témoin négatif. 
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2.4.Production de protéase 

 L’activité protéolytique des souches antagonistes a été testée sur milieu gélose au lait, 

et révélé par l’apparition des zones claires autour des souches productrices. Cet halo a été 

observé chez Bacillussp., ce qui démontre la capacité de cette souche à produire des protéases 

(Figure 18.A). Tandis que chez Trichodermasp., nous n’avons pas enregistré l’apparition de cet 

halo, ce qui indique que cette souche ne produit pas de protéases (Figure 18.B) 

 

Figure 18.Résultats du test de production de protéases. 

(A)Bacillus sp.,et (B) Trichodermasp. 
 

2.5.Production de lipase  

 La production de lipase par les souches antagonistes a été testée sur milieu TSA 

additionné de tween 80, et révélée par l’apparition des zones claires autour des colonies 

productrices. Nous avons enregistré la présence d’un halo autour des colonies de Bacillus sp.,et 

de Trichodermasp., ce qui nous a 9). 

 

Figure 19.Résultats du test de production de protéases. 

(A)Bacillus sp.,et (B) Trichodermasp. 

 



Chapitre III. Résultats et discussion 

 40 

 

2.6.Production de biofilm par Bacillussp. 

2.6.1. Production de biofilm sur gélose rouge Congo 

 La production de biofilma été examinée par ensemencement de la souche bactérienne 

sur milieu gélosé rouge Congo. Les résultats ont montré que Bacillussp.a produitun biofilm, 

présentant des colonies noires, cristallines et sèches. Cet aspect est dû à la production des exo-

polysaccharides qui réagissent avec le rouge Congo. (figure.20) 

 

Figure 20.Résultat du test de production de biofilm par la souche de Bacillussp. sur gélose 

rouge Congo. 

2.6.2. Quantification du biofilm sur microplaque 

 La quantification du biofilm sur microplaque a montré que la souche de Bacillus 

sp.présenteune forte production de biofilmindiquée par une coloration foncée du cristal violet 

par rapport au témoin (Figure 21). 
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Figure 21.Résultat du test de quantification de biofilm produit par la souche de Bacillussp. sur 

microplaque. 

3. Discussion générale 

 L’antagonisme est l’un des mécanismes impliqués dans le biocontrôle des agents 

phytopathogènes assuré par certains microorganismes. Plusieurs espèces bactériennes et 

fongiques sont connues pour leur effet inhibiteur et peuvent être utilisées en tant qu’agents de 

lutte biologique. Dans ce concept, nous avons testé le pouvoir antagoniste Bacillussp. et de 

Trichodermasp. vis-à-vis de souches de F. oxysporum, agent causal de la fusariose vasculaire. 

Les résultats obtenus dans notre travail ont montré l’effet bénéfique des souches antagonistes 

testées, dont la croissance mycélienne du pathogène a été considérablement réduite. 

 La confrontation directe sur milieu de culture entre F.oxysporum et les deux souches 

antagonistes nous a démontré que la croissance radiale maximale des souches pathogènes n’a 

pas dépassé les 35 mm, en enregistrant les taux d’inhibition les plus élevés avec 

Trichodermasp. :inhibition totale (100%) de Fop et90,7% en interaction avecFoph. Par contre, 

un taux d’inhibition moins important a été enregistré avec Foa(46,70%). D'après Davet, (1983) 

et Meslouhi (1989), cette action inhibitrice est due à des substances, de nature chimique, 

libérées par les souches de Trichodermasp.(phénomène d'antibiose). La capacité à produire de 

telles substances varie selon l’espèce pathogène confrontée. En plus de son action parasitaire, 

Trichodermasp.se développe plus rapidement par rapport aux pathogènes en colonisant le 

milieu nutritif et en captivant les éléments nutritifs, c'est le phénomène de compétition 

(Alabouvetteet al.,1983 ; Dubot, 1985 ; Davet, 1996). 

 L'activité antifongique observée chez la souche de Trichodermasp.peut être due aussi à 

la production d'enzymes extracellulaire. Ces enzymes sont responsables de la dégradation des 

parois cellulaires des agents pathogènes(Loritoet al.,1993). Diverses études ont expliqué 

l'abondance des espèces de Trichodermasp.dans les écosystèmes, par leur capacité à produire 

diverses substances bioactives et des enzymes.Elles sont de ce fait, un maillon important dans 

les chaînes biologiques (Widden et Abitrol, 1980 ; Vining, 1990; Kubicek et al.,2003). De leurs 

côté, Elsaset al.,(1997) considère Trichodermasp.comme un ascomycètes cellulytiques. 

Catalano et ses collaborateurs (2007) ont étudié l'interaction parasitaire établie par 

Trichodermsp.contre les champignons phytopathogènes par analyse histologique et 

biochimique. Plusieurs activités enzymatiques ont été liées au mycoparasitisme, telles que les 

enzymes dégradant les composants de la paroi cellulaire à savoir, la chitinase, la cellulase, la 

lipase et la protéase. 
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Notre étude révèle une différence significative entre la croissance mycélienne des témoins 

pathogènes et celles des interactions. Nous avons noté cependant une très légère différence de 

l’effet de l’antagonisme de PGPR (Bacillus sp.) et de Trichodermasp. vis-à-vis l’agent 

pathogène, dont l’action de Trichodermasp.peut plus importante par rapport à Bacillus sp. Par 

conséquent, les taux d’inhibition enregistrés avecTrichodermasp. sont plus élevés que ceux 

enregistrés avec Bacillus sp. Cette dernière a montré des taux d’inhibition élevés en interaction 

avec Fop et Foph(83,33% et 81,33%,respectivement), et un taux moyen(52,08%) en interaction 

avecFoa. 

 La croissance de Bacillus sp. est beaucoup plus rapide que celle des F.oxysporumet dès 

que les deux souches sont mis en confrontation, on peut remarquer directement un 

développement rapide de la bactérie avec une inhibition directe en diffusant dans toutes les 

boîtes. Akhtar et Siddiqui (2008) ont mentionné que Bacillus sp.a diminué l'incidence de la 

maladie causée par F.oxysporum.La réduction de la croissance fongique par Bacillus et la 

formation de zones d'inhibition étaient vraisemblablement en raison des métabolites, des 

substances antifongiques et/ou des enzymes dégradant la paroi cellulaire, libérés par la bactérie 

antagoniste dans le milieu de culture (Zarrin et al.,2009). Également,Sarhanet al., (2001) et 

Montealegre (2005) signalent que le filtrat de culture exempt de cellules de Bacillus sp.a inhibé 

la croissance mycélienne, la croissance radiale et la germination des spores et le tube 

germinative des agents pathogènes fongiques. 

 De nombreuses souches de Bacillus sp ont été trouvés être des agents de lutte biologique 

contre les agents pathogènes fongiques potentiels. Cette action antifongique implique la 

production d'antibiotiques, en particulier dans les microsites de sol (Fravel, 2005). Adebayo et 

Ekpo (2005) indiquent que Bacillus sp.a inhibé la croissance fongique et également favorisé la 

croissance des plantes. Cette bactérie a montré avoir un large spectre d’activité antimicrobienne 

sur divers champignons pathogènes (Groveret al., 2009). Les Bacillus sont connus aussi pour 

leur faculté à réduire l'indice de flétrissement causé par F.oxysporum, augmenter la croissance 

des plantes et provoquer la colonisation rapide des tissus végétaux dans l’ordre d'induire une 

résistance systémique (Kloepper, 2004). 

 Les microorganismes exercent un effet bénéfique sur la croissance des plantes et sont 

impliquées dans la solubilisation du phosphate ainsi que la production des phytohormones et 

des métabolites antimicrobiennes (Sharma et Johri, 2003 ; Beneduzi,2012). Leur utilisation 

comme des agents de biocontrôle pour l’amélioration des cultures a été l’objet de plusieurs 

recherches.  
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 La détection visuelle de la capacité de solubilisation de phosphate par les 

microorganismes est possible par un test in vitro sûr le milieu de culture PVK contenant le 

phosphate de tricalciumCa3(PO4)2 comme seule source de phosphore (Ahemad et Kibret, 2013). 

Gupta et al. (1994) ont développé une technique améliorée en utilisant un milieu contenant du 

bleu de bromophénol. Dans ce milieu, des halos sont formés autour des colonies antagonistes 

en réponse à la baisse du pH suite à une production d'acides organiques. Ces dernières sont 

responsables de la solubilisation du phosphate. 

 La dissolution des composés organiques complexes en une forme utilisable de 

phosphore est possible par la production des enzymes en particulier les phosphatases et les 

phytases (Yadav et Tarafdar, 2003;Aseriet al., 2009 ; Figueiredoet al., 2010 ; Maougalet al., 

2014).Dans notre travail, nous avant observé des halos clairs autour des colonies des deux 

antagonistes(Bacillus sp. etTrichodermasp.), ce qui signifie qu’une baisse de pH associée à la 

solubilisation de phosphore a été produite dans le milieu PVK. L’acidification du milieu est 

probablement due à la production d’acide organique phosphatase. Nos résultats sont en 

concordance avec ceux rapportés par Narsian et Patel (2000),Vazquezet al. (2000), Hinsinger 

(2001), Rodriguez et al. (2004), Silini (2012) etMardadet al. (2013). 

 La production des antibiotiques volatiles comme le HCN a été mise en évidence chez 

nos deux souches antagonistes. Le HCN se forme à partir d’un acide aminé en l’occurrence la 

glycine par la HCN synthétase (Castric, 1994). Cette enzyme est une flavoprotéinemembranaire 

qui catalyse la formation de cyanure d’hydrogène et de CO2 à partir de la glycine (Ramette et 

al., 2003). Selon les résultats de notre travail,un changement de couleur du papier imprégné du 

réactif, a été observé uniquement chez la souche deBacillussp., ce qui indique la production de 

HCN. Par contre, la souche de Trichodermasp.n’a pas enregistré ce changement de 

couleur.Selon Muruganet al.(2012), certains microorganismes, y compris Trichoderma, 

produisentle HCN en faibles quantités. 

 Les bactéries productrices de HCN sont insensibles à ces antibiotiques volatiles d’où 

leur besoin à produireune cytochrome oxydase alternative résistante au HCN (Bashan et de- 

Basan, 2005). Le HCN est produit par Bacillussp. est postulé pour jouer un rôle dans la lutte 

biologique contre les agents phytopathogènes (Defagoet al., 1990).  

 Les protéases, l’amylase et les lipases sont des enzymes hydrolytiques d’importance 

majeure dans le biocontrôle, puisque les protéines, les lipides et l’amidon sont les principaux 

constituants de la majorité des parois cellulaires des champignons phytopathogènes, tels que  

les Fusarium (Kishoreet al., 2005). Nos résultats ont montré que les deux souches antagonistes 
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deBacillus sp. et deTrichodermasp. testées, produisent ces métabolites extracellulaires. Cette 

production a été indiquée par la présence des halos clairs autour des colonies. Des souches 

deBacillus ont montré une activité amylolytique et protéolytique prononcée comparativement 

à d'autres métabolites (Naik et Sakyhivel, 2006). Ces enzymes sont connues pour leurs 

interférences dans la dégradation de la paroi du pathogène fongique (Ahmadzadeh et Sharifi, 

2009). 

 Concernant la souche de Trichodermasp.,sa capacité à produire l’amylase a été testée 

sur milieu gélose amidon, la production a été révélée par l’apparition d’un halo autour des 

colonies après l’ajout de lugol. Ces résultats sont similaires à ceux trouvés par Yousfi 

(2013).L’activité protéolytique de cette souche a été aussi confirmée dans notre étude, ce qui 

est en accord avec les recherches précédemment effectuées par Romanenkoet al.(2000) et 

Kamal et al.(2009). 

 La souche de Bacillussp. testée dans notre travail est capable de produire un biofilm 

pouvant être impliqué dans l’inhibition de la croissance des pathogènes, notamment grâce à la 

production d’antibiotiques, de composés volatils organiques et de toxines (Francis et al., 2009). 

L’addition du glucose a un effet positif sur la formation du biofilm parles bactéries (Youwenet 

al., 2010). En général, l'excès de glucose dans le milieu améliore la croissance des cellules dans 

le biofilm, où un lien entre la disponibilité des nutriments et le développement du biofilm a été 

démontré (Rode et al., 2007; Takahashi et al., 2009 ; Hua et al., 2010).Dans notre étude, le 

développement des colonies noires sur milieu gélosé rouge Congo et la coloration avec le cristal 

violet sur la surface des puits de la microplaque, indiquent une production importante de 

biofilm. Sa formation se fait en deux étapes : une adhésion à la surface suivie d’une production 

des exo-polysaccharides, qui sont essentiels à la formation des biofilms chez les Bacillus 

(Savadogoet al.,2004).  
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Conclusion 

 Parmi les maladies cryptogamiques à importance économique, les fusarioses vasculaires 

constituent un grand problème dans le secteur agricole. Pour contrôler cette maladie, des 

solutions alternatives aux méthodes conventionnelles de lutte sont donc recherchées. De 

nouvelles stratégies biotechnologiques ont pour but d’introduire des microorganismes 

bénéfiques, tels que les PGPR et les champignons antagonistes, dans le sol pour combattre 

Fusarium oxysporum, l’agent responsable de cette maladie. 

 Les PGPR et les champignons bénéfiques jouent un rôle dans la suppression des 

maladies, et la stimulation des capacités défensives naturelles des plantes par la synthèse des 

métabolites antimicrobiens. En plus de leur aptitude à réduire l’incidence des maladies 

telluriques dans certains champs, ils peuvent inhiber la croissance d’un grand nombre d’agents 

phytopathogènes. 

 Dans notre travail, l’essai de l’antagonisme in vitro et la confrontation directe entre les 

trois souches de F. oxysporum (Foa, Fop et Foph) et les souches antagonistes de Bacillussp. et 

Trichodermasp., a révélé une inhibition de la croissance mycélienne des pathogènes, avec des 

valeurs de taux d’inhibition plus importants enregistrés avec la souche de Trichodermasp. 

(Jusqu’à 100%) par rapport à la souche de Bacillussp. 

 L’éventuelle production de métabolites impliqués dans le pouvoir antagoniste a été mise 

n’évidence par la réalisation de tests effectués dans des conditions in vitro. Ces tests ont montré 

l’aptitude des souches de Bacillussp. Et de Trichodermasp. À produire l’amylase, la lipase, les 

protéases et les phosphatases. De plus, la souche de Bacillussp. A pu produire également le 

HCN et le biofilm. 

 Afin de mieux comprendre les mécanismes activés au moment des interactions des 

souches antagonistes avec l’agent pathogène, des études biochimiques, métaboliques et 

moléculaires plus avancées doivent être réalisées. Ces mécanismes peuvent participer à 

l’amélioration de la fertilité du sol et de la santé végétale, ce qui leurs permet d’être des agents 

de biocontrôle et de biofertilisation. 

 Comme continuation de ce travail, il sera intéressant d’approfondir les investigations, 

continuer les recherches dans le biocontrôle microbien et examiner les effets de ces souches 

antagonistes dans des conditions in planta et in situ et contre d’autres agents phytopathogènes 

à intérêt agro-économique.  
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Annexes 

Annexe 1 

Composition des milieux de culture 

- Gélose nutritive 

Peptone 5 g 

Extrait de viande  1g 

Extrait de levure  2g 

Chlorure de sodium  5g 

Agar 15g 

Eau distillée 1 L 

pH final à 25°C :  6,8-7 

 

- PDA (Potato Dextrose Agar) 

Pomme de terre  200 g 

Glucose  20g 

Agar  20g 

Eau distillée 1 L 

 

- Milieu Pikovskaya (PVK) additionné de bleu de bromophénol 

Ca3(PO4)2 2.5g 

CaCO3 2.5 g 

(NH4)2 SO4 0.5 g 

KCl 0.2 g 

MgSO47H2O 0.1 g 

Glucose  0.5 g 

FeSO4 10 g 

Bleu de bromophénol 0.25 g 

Agar  20 g 

Eau distillée 1L 
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Annexe 1 

(Suite) 

- Gélose à l’amidon 

Extrait de levure  3 g 

Peptone  5 g 

Amidon   2 g 

Agar  15 g 

Eau distillée 1L 

- TSA (Tryptone soya Agar)  additionné de tween 80 

Tryptone  15 g 

Peptone papaïnique de soja 5 g 

Chlorure de sodium 5 g 

Tween 80 1g 

Agar  15 g 

Eau distillée 1L 

pH final   7,3 ± 0,2 

 
 

- TSA (Tryptone soya Agar)  additionné de glycine  

Tryptone  15 g 

Peptone papaïnique de soja 5 g 

Chlorure de sodium 5 g 

Glycine 4.4 g 

Agar  15 g 

Eau distillée 1L 

pH final   7,3 ± 0,2 

 

- Bouillon TSB (Trypticase-Soy Broth) 

Peptone de caséine 5 g 

Peptone de soja 3g 

Glucose  2.5g 

Phosphate dipotassique 2.5g 

Extrait de levure  6g 

Eau distillée 1L 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
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Annexe 1 

(Suite) 

- Gélosé au lait écrémé 

Peptone de caséine 5 g 

Extrait de levure  2.5g 

Glucose  1g 

Lait écrème  10 ml 

Agar 12.5g 

Eau distillée 1 L 

 

- Gélose Rouge Congo  

Bouillon cœur cervelle  37 g 

Saccharose  50 g 

Rouge Congo   0,8 g 

Agar 20g 

Eau distillée 1 L 
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Annexe 2 

Moyennesavecécartypesdes taux d’inhibition (%) enregistrés par Bacillussp. et 

Trichodermasp. face aux trois souches de Fusariumoxysporum 

 

 Bacillussp. Trichodermasp. 

Foa 52,09±1,89 46,70±9,53 

Fop 83,33 100,00 

Foph 81,33±16,22 90,70±8,05 

 

  

 


