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Résumé 

Etude de l’Antagonisme Bactérien dans le Bio-contrôle De Quelques 

Champignons Phytopathogène :  

La lutte biologique devient une alternative prometteuse pour réduire l'effet des produits chimique 

(pesticides, dont la pollution des sols) ce qui a causé des problèmes sérieux sur l'environnement et la 

santé du consommateur, dans cette optique notre travaille porte sur l'étude des potentialités 

antagoniste in-vitro et in vivo de quelques souches rhisosphérique contre des champignons 

phytopathogène affectant les cultures fourragères. 

Dans notre travail nous avons fait une synthèse à partir des deux articles portant sur l'utilisation des 

rhizobactéries dans le biocontrôle des maladies affectant le maïs dans différentes régions dans le 

monde. 

Dans le premier article, les souches bactériennes utilisées sont Bacillus subtilus contre les agents 

phytopathogène de genre Fusarium dans deux milieux PDA et TSA. Ces souches ont montré des 

taux d’inhibition allant de 11.66 % jusqu’au 58.33 %. En plus de test d'antagonisme in vitro, les 

auteurs de ce article en fait des autres expériences concernant l'étude de l’effet antagoniste sur le 

nombre et la germination des spores , l'étude des effets des composé volatiles sécréter par la bactérie 

antagoniste et aussi une étude concernant l'essai d'antagonisme in vivo et par résultat la souche qui a 

montré une grande efficacité contre l'inhibition de croissance mycélienne c'est la souche SR-146 par 

un taux de 58 % . 

Dans le deuxième article, les rhizobactéries des genres Bacillus et Pseudomonas testées ont montré 

des niveaux différents d’inhibition de la croissance mycélienne in vitro de Colletotrichum 

graminicola. Rhizobactérie P23, du genre Pseudomonas, a provoqué une plus grande inhibition in 

vitro a un taux de 34,32 % contre C.graminicola, montrant un potentiel d'utilisation dans les futurs 

programmes de lutte biologique contre l'anthracnose foliaire du Maïs.  

Ces résultats indiquent que le biocontrôle rend la plante tolérante à la maladie en réduisant fortement 

l'évolution et en retardant l'apparition des symptômes, que l'inhibition totale du déclenchement de ces 

derniers.  

 Mots clés : Bactéries rhizosphériques Antagonisme, cultures fourragères, biocontrôle, Maïs, 

Champignons phytopathogénes, Mycotoxines(DON).  

  



 

Abstract 

Study of Bacterial Antagonism in the Bio-control of Some 

Phytopathogenic Fungi: 

Biological control becomes a promising alternative to reduce the effect of chemical products 

(pesticides, including soil pollution) which has caused serious problems on the environment 

and the health of the consumer, in this perspective our work focuses on the study of the in-

vitro and in-vivo antagonist potential of some rhisospheric strains against phytopathogenic 

fungi affecting forage crops. 

In our work we have made a synthesis from the two articles on the use of rhizobacteria in the 

biocontrol of diseases affecting maize in different regions of the world. 

In the first article, the bacterial strains used are Bacillus subtilus against plant pathogens of 

the Fusarium genus in two media PDA and TSA. These strains showed inhibition rates 

ranging from 11.66% to 58.33%. In addition to in vitro antagonism test, the authors of this 

article make other experiments concerning the study of the antagonistic effect on the number 

and germination of spores, the study of the effects of volatile compounds secreted by the 

bacterium antagonist and also a study concerning the in vivo antagonism test and as a result 

the strain which showed great effectiveness against the inhibition of mycelial growth is the 

SR-146 strain by a rate of 58%. 

In the second article, the rhizobacteria of the genera Bacillus and Pseudomonas tested showed 

different levels of inhibition of the in vitro mycelial growth of Colletotrichum graminicola. 

Rhizobacterium P23, of the genus Pseudomonas, caused greater inhibition in vitro at a rate of 

34.32% against C. graminicola, showing potential for use in future biological control 

programs against maize leaf anthracnose. 

These results indicate that the biocontrol makes the plant tolerant to the disease by strongly 

reducing the evolution and by delaying the appearance of the symptoms, than the total 

inhibition of the onset of the latter. 

Keywords: Rhizospheric bacteria Antagonism, forage crops, biocontrol, corn, 

phytopathogenic fungi, mycotoxins (DON).



 

  

 

 

 

 ملخص

 

 :دراسة العداء البكتيري في المكافحة الحيوية لبعض الفطريات الممرضة للنبات

للحد من تأثير المنتجات الكيميائية )المبيدات الحشرية ، بما في ذلك تلوث التربة( تصبح المكافحة البيولوجية بديلاً واعداً 

التي تسببت في مشاكل خطيرة على البيئة وصحة المستهلك ، ومن هذا المنظور يركز عملنا على دراسة المختبر و القدرة 

 .التي تؤثر على محاصيل العلف المضادة في الجسم الحي لبعض سلالات الريسوسفير ضد الفطريات الممرضة للنبات

في عملنا ، قمنا بعمل توليفة من المادتين حول استخدام البكتيريا الجذرية في المكافحة الحيوية للأمراض التي تصيب الذرة 

 .في مناطق مختلفة من العالم

 ض النباتية من جنسضد مسببات الأمرا Bacillus subtilus في المقالة الأولى ، السلالات البكتيرية المستخدمة هي

Fusarium في اثنين من الوسائط PDA و TSA.  إلى  ٪66.11أظهرت هذه السلالات معدلات تثبيط تراوحت من

. بالإضافة إلى اختبار العداء في المختبر ، يقوم مؤلفو هذه المقالة بإجراء تجارب أخرى تتعلق بدراسة التأثير 33.55٪

دراسة آثار المركبات المتطايرة التي يفرزها مضاد البكتيريا وأيضًا دراسة تتعلق بـ العدائي على عدد وإنبات الجراثيم ، و

 في اختبار العداء في الجسم الحي ونتيجة لذلك فإن السلالة التي أظهرت فعالية كبيرة ضد تثبيط نمو الفطريات هي سلالة

SR-146  33بنسبة٪. 

مستويات مختلفة من تثبيط النمو  Pseudomonas العصوية و في المقال الثاني ، أظهرت البكتيريا الجذرية من جنس

 ، من جنس Rhizobacterium P23 تسبب بكتيريا .Colletotrichum graminicola الفطري في المختبر من

Pseudomonas  ضد ٪ 53.53، في تثبيط أكبر في المختبر بمعدل C. graminicola  مما يدل على إمكانية ،

 .لمكافحة البيولوجية المستقبلية ضد أنثراكنوز أوراق الذرةاستخدامها في برامج ا

تشير هذه النتائج إلى أن المكافحة الحيوية تجعل النبات يتحمل المرض عن طريق الحد بشدة من التطور وعن طريق 

 .تأخير ظهور الأعراض ، من التثبيط التام لظهور الأخير

عداء بكتيريا الغلاف الجذور ، محاصيل الأعلاف ، المكافحة الحيوية ، الذرة ، الفطريات الممرضة  الكلمات المفتاحية:

 (DON) للنبات ، السموم الفطرية
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1 

 

La conduite de l’alimentation de bétail doit leur assurer des apports nutritionnels en énergie, 

en matières azotées, en minéraux et en vitamines correspondant à leurs besoins, tant pour leur 

entretien et leurs déplacements, que pour leur production (croissance et production de viande, 

gestation, production de lait, de cuir, de laine, de travail, etc.). 

L'alimentation du bétail se caractérise notamment par une offre insuffisante en ressources 

fourragères ce qui se traduit par un déficit fourrager estimé à 34% par Houmani (1999). Les 

éleveurs sont alors contraints de se rabattre sur des fourrages de moindre qualité mais surtout 

d'utiliser les concentrés d’une manière abusive. Parmi les paramètres qui diminuent la qualité 

du fourrage, il y a les maladies de ces cultures causent par des microorganismes (virus, 

bactéries, champignons) (ZIM, 1986), ces maladies réduisent de façon importante la 

productivité des cultures dans le monde entier, causant des pertes économiques importantes. 

Donc pour satisfaire le marché national dans l'aliment frais de bétail et encourager la 

production et l'élevage, il faut de voire un peu l'aspect protection des cultures fourragères par 

des moyens biologiques (Rome, 1999).. 

La lutte biologique par des micro-organismes se présente comme une alternative intelligente 

pour la réduction ou l'élimination de l'utilisation de produits agrochimiques dans le contrôle 

des maladies phytopathogènes et parmi les agents possibles de lutte biologique, se distinguent 

les rhizobactéries, qui se trouvent naturellement en grande diversité dans le sol et qui ont une 

activité antagoniste contre d'autres composants de la communauté microbienne (Ghini et 

Nakamura, 2001. Depuis quelques décennies, certains types de rhizobactéries « PGPR, plant 

growth promoting rhizobaceria» sont présentés comme des agents potentiellement 

phytobénéfiques, assurant à la fois la phytostimulation de la croissance végétale (Kloepper et 

al. ; 1980 Silva ; et al, 2006) Benchabane et al., 2013; Sivasakthi et al., 2014; Novo et al 

2018), et la bioprotection des plantes vis-à-vis de nombreuses pathologies végétales (Ongena 

et al, 2005, Figueroa Lopez et al., 2017) et l'induction et le renforcement des capacités 

défensives et de résistance chez les plantes (Ramette et al. 2003; Lemanceau et al., 2014). 

Compte tenu de leur intérêt biotechnologique, pour leurs effets bénéfiques en agriculture et 

leur impact sur l’environnement, les PGPR fait l’objet de nombreux travaux (Lemanceau, 

1992). Outre le métabolisme basal ou primaire de ces rhizobactéries, nécessaire à leur 

fonctionnement physiologique, leur métabolisme secondaire joue un rôle de première 

importance dans les mécanismes associés à leurs effets bénéfiques sur la plante. Cette 

production de métabolites secondaires doit être associée à un pouvoir de colonisation 

rhizosphérique et d’adaptation aux variations physico-chimiques et biologiques de la 



                                                                                                                               Introduction  

 

2 

 

rhizosphère, la compétitivité rhizosphérique, est un critère indispensable dans le choix de 

souches utilisables comme biopesticides et/ou biofertilisants.  

 La compréhension des mécanismes d'action et des conditions permettant l'optimisation des 

effets bénéfiques de ces rhizobactéries constitue une voie indispensable pour leur exploitation 

dans les pratiques agronomiques comme biopesticides et/ou biofertilisants, afin de diminuer la 

dépendance excessive des intrants chimiques dont les effets négatifs sur la santé et 

l'environnement ne sont plus à démontrer. 

Même si l'utilisation des PGPR reste limitée, des formulations à base de ces souches ont été 

mises sur le marché des biopesticides, malgré la difficulté de leur application. Les effets 

bénéfiques des PGPR saprophytes rhizosphériques sont associés à leurs activités antagonistes 

à l'encontre des agents pathogènes et/ou délétères évoluant à proximité des racines, leur 

participation dans l'amélioration de l'alimentation de la plante, notamment en fer et en 

phosphore, leur aptitude à produire des composés analogues aux phytohormones et leur 

capacité d'induction systémique de mécanismes de résistance chez la plante (Lemanceau, 

1992; Voisard et al., 1994; Delorme, 2002; Latour et al., 2003; Bakker et al., 2003 ). 

Dans notre travail, on va traiter et analyser des articles parlant de la recherche de bactéries 

antagonistes capables d’inhiber la croissance du pathogène, ainsi que le développement de la 

maladie A travers l'analyse des deux articles : 

"Bio-suppression de la fusariose du Maïs et réduction des mycotoxines DON par des 

bactéries antagonistes du genre Bacillus ". 

"Bio contrôle in vitro de colletotrichum graminicola, agent de l'anthracnose foliaire du 

Maïs". 

 Nous allons voir l'effet de rhizobactéries antagonistes dans le bio contrôle des deux agents 

fongiques provoquant les maladies de la fusariose et l'anthracnose de Maïs, pour cela le 

travail repartis à une analyse bibliographique, un matériels et méthodes, résultats et discussion 

et en termine par une conclusion et perspectives. 
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Chapitre I : les cultures fourragères 

1 Généralités : 

 Le terme « fourrage » désigne tout végétal (les parties vertes et leur débris) destinés à 

l’alimentation des animaux (Planquaert, 1977). Ce dernier peut être consommé soit à l'état 

frais soit à l’état sec ou bien sous forme fermenté (ensilage) (Renaud, 2002). Généralement, 

les espèces existantes peuvent être sauvage (naturel) ou cultivé (Boudet, 1975). Les espèces 

les plus utilisés dans l’alimentation du bétail appartiennent soit aux graminées, soit aux 

légumineuses. En plus de ces deux famille (graminées et légumineuse) on peut avoir des 

arbres ; des arbustes ; et des buissons (Schnell ,1972). Il est a constaté que les espèces 

fourragère appartenant aux graminées sont moins dominantes et moins diversifiées para port 

aux légumineuses (Fournier et al, 2001).  

1.1 Les graminées : 

La famille des graminées (ou Poaceae) a une place assez importante dans l'alimentation de 

l’homme (céréale), elle est aussi utilisée comme aliment de base chez le bétail (Soreng et al, 

2015) Effectivement elle est très riche en énergie, en azote, en amidon, et en minéraux qui 

sont facilement exploitable par les animaux (Klein ,2014). Morphologiquement, c'est une 

plante monocotylédone caractérisée par des racines fasciculées à partir du collet, des tiges 

composées de nœuds, d’entrenœuds, de feuilles formant une gaine et des fleurs qui sont très 

petites et très nombreuses (Figure 1) (Dallwitz, 2009). Agronomiquement les graminées 

conviennent à une grande variété de sols et s'adaptent à des sols plus lourds, argileux et mal 

drainés ou à des sols sableux (Pancho, 2017), secs et stériles. Les graminées ornementales de 

climat chaud débutent leur croissance à la fin du printemps et fleurissent à la fin de l'été et à 

l’automne. Une très grande majorité des graminées aime le plein soleil et des sols bien drainés 

pour se développer. C'est le cas des fétuques, des Pennisetum, des Molinia, les Carex, les 

Miscanthus et Panicum et bien d'autres espèces (Pierre P, 2003).Ces graminées-là peuvent 

nuire à la santé de l’homme et de l’animale quand elles sont contamines par certains agents 

phytopathogène (Lydie, 2010).  

La familles des graminées composées d'environs 9700 espèces connus sont répartir sur toute 

la planète et peuvent être soit annuel ou vivace, selon la durée du cycle de développement :  

           -Les annuelles : qui ne se développent qu’au cours de la saison des pluies et ensuite la 

plante entière se dessèche et meurt (l'Ontario, 2009).  
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           -Les vivaces (ou pérennes) : rencontrées surtout dans les zones tropicaux, ils sont 

caractérisée par leur persistance durant plusieurs années consécutives grâce à leurs racines et 

leurs bourgeons latéraux (Klein et al. 2014). 

 

Figure 1: la morphologie des graminées (Barnh, 1895) 

 

1.1.1 Principaux stades de développement des graminées : 

Le développement des graminées passe par plusieurs stades (Jean Et Bruno ,2015)  

(Figure 2):  

1- Stade Tallage et feuillu : dans ce stade, on observe une production de feuilles et de 

bourgeons foliaires qui s’associée à l’émission des racines. Ces feuilles sont très riche 

en sucres solubles, cellulose (fibres), protéines, et en énergie ce qui va satisfaire les 

principaux besoins de l’alimentation du bétail.  
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2- Stade Montaison : ce stade est caractérisé par l’augmentation globale de la taille de 

plante parce qu’on va avoir un allongement des tiges, un développement de la feuille 

qui va devenir très riche en fibre et en cellulose, L’apparition des ébauches florales, le 

début de formation de la graine.  

3- Stade Epi à 10 cm : dans ce stade, la longueur de tige atteint les 10 cm. 

4- Stade début Epiaison : dans ce stade il y a apparition des premiers épis. 

5- Stade pleine Epiaison : dans ce stade ,50% des épis sont formé.  

6- Stade Floraison : dans ce stade, les étamines qui forment la fleur apparaissent, la 

plante est dans sa meilleur richesse en cellulose, en fibre, en azote, en minéraux, en 

énergie ce qui va satisfaire les besoins de l’alimentation du bétail.

 

Figure 2: Principaux stades de développement des graminées (kerbal, 2020) 

 

1.1.2 Quelques exemples des graminées : 

 • Le Sorgho Fourrager (figure 03) : est une graminée riche en amidon, en fibres 

alimentaires, en protéines, et aussi en minéraux tels que le fer, le calcium et le phosphore 

(Emile et al 2006).la conduite de sa culture est facile, il a des besoins très faible en 



Chapitre I                                                                                             les cultures fourragères 

 

6 

 

eau(Legarto, 2000)ce qui le classe comme une plante résistante au stress hydrique et elle est 

peu exigeante de point de vue besoins nutritives (vilaine, 2018). 

 

Figure 3: le sorgho fourrager (Semental ,2003). 

• L’avoine (Figure 04) : c'est une graminée riche en lipides, particulièrement en acides gras, 

en glucides particulièrement (les fibres alimentaires et le gluten), en minéraux tel que le fer, le 

calcium, le phosphore, le magnésium et en vitamines … (Zubiria ,2021). L’avoine à une 

faible teneur en protéine donc il est à constater que pour améliorer la teneur de ce fourrage en 

protéine, en peut la mélanger avec une légumineuse (comme la vesce) (Eleanor, 2014). 

 

Figure 4: l’avoine (Futura-Sciences, 2022). 

 

• Le Maïs (Figure 05) : est une graminée riche en flavonoïdes (Siyuan, 2018), en 

caroténoïdes (Muzhingi, 2008) et en vanilline, ainsi qu’en acides (phénoliques, vanillique, 

protocatéchuique, férulique, p-coumarique) (Gonzales-Munoz, 2013). Pour le bétail, le maïs 

est donné comme un additifs alimentaires ou comme un enrichissement avec une autres 

espèce parce que il ne contient pas le sucre donc en peut pas le considérer comme un aliment 

principale (Karger,1972).Malheureusement la culture en elle-même, bien qu’elle est 

intéressante mais elle est limité par le fait qu’elle a un fort besoin en eau, ce qui la rend un peu 

difficile a cultivé dans les zones pastorales (Bernard, 1999). 
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Figure 5: Le Maïs (Rouf, 2016). 

1.2 Les légumineuses : 

Les légumineuses (ou fabacées) sont un groupe botanique à grand intérêt économique, il 

renferme des espèces alimentaires (pois, fèves, haricots), des espèces ornemental (arbre de 

Judée) et des espèces fourrager (luzerne, trèfle, sainfoin) (Grillot, 1954) qui sont utilisée dans 

l’alimentation du bétail car elles sont riches en sources, de protéines, en fibres et en énergie 

(Vance et al. 2000).  

 Morphologiquement (Figure 6), les légumineuses sont des plantes dicotylédone caractérisée 

par des racines ayant une propriété essentielle, celle de fixer l'azote atmosphérique de l'air en 

formant des nodosités grâce à des bactéries du genre Rhizobium, par des tiges bien développé, 

par des rameaux prolongés en ailes membraneuses et par des fruits sous forme d'une gousse 

aplatie (Anna et al, 2015). Les légumineuses sont riches en protéines, en matières azotées 

digestibles (Cesar et, al. 2004) en lipides, en éléments minéraux tels que le fer le calcium, le 

potassium, le magnésium, le phosphore, le soufre, le cuivre, le manganèse, en vitamines et en 

matière organique (Köpke et Nemecek, 2010 ; Chianu et al, 2011 ; Lupwayi et al, 2011 ; 

Mahieu et al, 2011).  

Agronomiquement, les légumineuses poussent mieux en zone ensoleillée, et elles sont 

sensibles au gel. Une fève fraîche peut être récoltée après environ 55 jours, alors que pour des 

légumineuses séchées, il en prend de 80 à 100 jours, selon le climat et la température (humide 

ou sèche). La partie la plus compliquée de la culture de légumineuses est le séchage 

(Hadroug, 2019).  
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Figure 6: la morphologie des légumineuses (petit pois) (Anna et al, 2015). 

                                                                                                                                               

1.2.1 Principaux stade de développement des légumineuses : 

Le développement des légumineuses passe par plusieurs stades (Labbe, 2004) (Figure 07) :  

1- Stade Végétatif : dans ce stade, il y a une absence totale des boutons floraux. 

2- Stade Initiation : dans ce stade, 10 tiges sur 20 sont initier, en peut sentir le bouton 

florale sous les doigts en saison l’extrémité d’une tige. 

3- Stade Début Bourgeonnement : dans ce stade, 4 tiges sur 20 présente une 

inflorescence visible sans dissection (ont des boutons floraux.), inflorescences 

compact visible > ou = à 10 mm. 

4- Stade Bourgeonnement : dans ce stade, 16 tiges sur 20 présente une inflorescence 

visible, des boutons floraux, inflorescences compact sont visible > ou = à 10 mm 

5- Stade Début Floraison : dans ce stade, 10 tiges sur 20 présentent une inflorescence 

violette (elles ont des fleurs épanouies). 
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6- Stade Floraison : dans ce stade, 16 tiges sur 20 ont des fleurs épanouies, 16 tiges sur 

20 fleuries (ayant au moins une fleur sur l’inflorescence) (Vignau-Loustau ,2005). 

 

Figure 7: Principaux stade de développement des légumineuses (Labbe, 2004). 

 

1.2.2 Quelques exemples de légumineuses : 

 • la Luzerne (Figure 8) : est une légumineuse riche en protéines car elle contient 15 à 25 % 

de matières azotées (Jean Et Bruno, 2015), En vitamines A, C et D et en plusieurs éléments 

minéraux tels que le calcium, potassium, magnésium, fer, phosphore, soufre, cuivre, 

manganèse, acide folique… (Estelle B.2017). 

 

Figure 8: la Luzerne (François, 2015). 

 

•Le Bersim ou trèfle d’Alexandrie (Figure 9) : est une légumineuse très riche en eau, en 

matières azotées (Lapeyronie, 1982), En glucides solubles et insolubles, en éléments 

minéraux (calcium, magnésium, phosphore, potassium …), en oligo-éléments (chrome,bore, 

cobalt, cuivre, fer, zinc, sélénium …) et en vitamine (C, E, K, groupe B). Il contient 

également des tanins, des acides organiques et des pigments. (Alane, 2007). 
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Figure 9: Le Bersim ou trèfle d’Alexandrie (Chadoulia, 1991). 

 

 •Le Sainfoin (Figure 10) : est une légumineuse riche en protéines, en azote, en tanins, en 

énergie, très digestible. Elle résiste très bien au froid et à la sécheresse. C’est la légumineuse 

des sols calcaires, sec et en grande altitude. Il ne nécessite pas d'apport d'engrais azoté pour sa 

culture (Arrigo, 2008). 

 

Figure 10: Le Sainfoin (Vassilcz ; 2019). 
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2 Les maladies des cultures fourragères et les moyenne de lutte : 

Les cultures fourragère comme toutes autres cultures peuvent présenter des symptômes qui 

sont causée par des facteurs abiotiques tel que les carences en élément, le gel, la sécheresse, 

stress hydrique, stress thermique et par des facteurs biotique tel que les insectes, les 

nématodes et des microorganismes, ces dernières généralement sont assez diversifiés, on peut 

avoir des virus ,des bactéries et des champignons ce qui peut causer des conséquence assez 

grave directement sur la qualité et sur le rendement des culture, et donc va influencer la 

disponibilité de la production pour l’alimentation du bétail. 

2.1 Les maladies d’origine phytopathogène : 

2.1.1 Maladies d’origine virales : 

 La pression des attaques par ces agents viraux fait en sorte de réduire la production et la 

qualité des fourrages. Les principales maladies d’origine virale qui affecte les cultures 

fourragères sont résumées dans le tableau n°01.  

2.1.2 Maladies d’origine bactériennes :  

La pression des attaques par ces agents bactériennes fait en sorte de réduire la production et la 

qualité des fourrages. Les principales maladies d’origine bactériennes qui affectent les 

cultures fourragères sont résumées dans le tableau n°02.  

2.1.3 Maladies fongiques :  

Les champignons phytopathogène réduisent de façon importante la productivité des 

cultures dans le monde entier, causant des pertes économiques importantes (prapagdee et al, 

2008). Les principales maladies d’origine fongiques qui affectent les cultures fourragères sont 

résumées dans le tableau n°03.  
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Tableau 01: principale maladies virales 

Maladie et plante 

hôte  

Agent pathogènes Organe touché symptômes Source  image 

Mosaïque de  

la luzerne 

transmise par 

certains pucerons, 

par les graines ou 

par le pollen vers 

les graines 

(Laforest, 2004). 

Virus de la mosaïque 

de la luzerne AMV 

(alfalfae mosaic 

virus). 

les feuilles. - des taches de 

couleur jaunâtre à 

blanchâtre à cause de 

la destruction des 

chloroplastes. 

(Freeman A ,2006). 

 
Figure 11: jaunissement des 

feuilles de la luzerne. 

Mosaïque jaune du 

trèfle transmis par 

les pucerons et par 

la graine. 

Clover yellow  

mosaic virus. 

les feuilles. jaunissement des 

feuilles. 
(Michel Courtillot, 

1989). 

 
Figure 12: Mosaïque jaune 

du trèfle. 

Mosaïque modéré 

de l’orge transmise 

par le champignon 

Polymyxa 

graminis. 

 VMMO (virus de la 

Mosaïque modéré de 

l’orge). 

les feuilles. -jaunissement. 

-enroulement des 

feuilles. 

(Bennofoy ; 2013). 

 
Figure 13: Mosaïque modéré 

de l’orge. 
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Tableau 2: principales maladies bactérienne 

maladie Agent pathogènes Organe touché symptômes Source  Image 

jaunissement des 

feuilles. 

Xanthomonas 

campestris. 

Feuilles. - taches brun jaunâtres. 

- dessèchement des 

feuilles. 

Getter, K. 2012. 

 

 

 

 

 
 

Figure 14: jaunissement des 

feuilles de Colza. 

Flétrissement bactérien 

du maïs. 

Pantoea stewartii ou 

Erwinia stewartii. 

- Feuilles. 

- Tige. 

-bandes longues ou 

courtes, irrégulières, vert 

pâle ou jaunes. 

 -flétrissement de la 

plante. 

(Patrick, 2013). 

 
Figure 15: flétrissement 

bactérienne de maïs. 

Brûlure bactérienne du 

soja. 

  

Pseudomonas 

savastanoi pv. 

glycinea 

- feuille. 

- les gousses. 

-Petites taches jaunes ou 

brunes sur les feuilles  

-Un "halo" vert jaunâtre. 

-Des lésions apparaissent 

également sur les 

gousses. 

(Hartman, 

1999). 

 
Figure 16: brûleur bactérienne de 

soja. 
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La maladie des raies 

bactériennes du sorgho. 

  

Pseudomonas 

andropogoni. 

- feuille. -de longues stries ou 

raies internervaires, 

s’élargissent mais restent 

délimitées par les 

nervures. 

(Blogueur, 

2019). 

 
Figure 17: les raies bactériennes 

sur le Sorgo. 

Suite de tableau 02 : principale maladies bactériennes 
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Tableau 3: principales maladies fongiques 

 

maladie Agent pathogènes Organe touché symptômes Source  Image 

Flétrissement 

verticillien. 

Verticillium Albo – 

atrum. 

des feuilles. -flétrissement des 

jeunes feuilles 

enroulement, 

jaunissement. 

-la présence d’un 

brunissement 

interne dans la 

racine. 

(LACROIX, 2002). 

 

 
Figure 18: flétrissement 

verticillien sur les tiges et les 

feuilles de luzerne. 

Le Rhizoctone 

violet. 

Rhizoctonia 

violacea. 

les racines. - Tâches brunâtres 

flétrissements d’un 

groupe de pieds 

-pourritures des 

racines. 

(FREDON Nord-

Pas-de-Calais, 

2019). 

 
Figure 19: flétrissement d'un 

groupe de pieds de luzerne. 

rouille jaune des 

nervures du trèfle.  

 

Uromyces striatus. Nervures des 

feuilles. 

-apparition de 

taches circulaires 

jaunes ou orange 

concentriques sur 

les feuilles. 

 

(ANSES ; 2013). 

 
Figure 20: Des tâches circulaires 

jaunes ou orange concentriques 

sur les feuilles du trèfle. 
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Anthracnose de 

Maïs. 

Colletotrichum 

graminicola. 

-Tige. 

- feuilles. 

-de lésions beiges. 

-jaunissement et 

flétrissement puis 

dessèchement. 

(L’ontario, 2014). 
 imkkllkm  

 
Figure 21 : anthracnose sur les 

feuilles de maïs. 

  

Phoma, 

Ascochytose de la 

luzerne ; tige noir 

de la luzerne. 

Phoma, medicaginis  

Ascochyta 

imperfecta 

(complexe). 

-tige. 

- feuilles. 

-lésions blanche 

allongées/ovales. 

En stade avancé, 

couleur allant du 

brun foncé au noir 

qui peuvent évoluer 

en chancre. 

(Burkhalter F 

2010). 

  
Figure 22: phoma sur les tiges de 

la luzerne. 

fusariose du pied. Fusarium foot rot. -racine. 

-collet. 

-la pourriture des 

racines et du collet . 
(Elyacoubi et al., 

2012). 

 
Figure 23: pourriture des racines 

et ou du collet. 
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Alternariose. Alternaria 

alternata. 

-tiges. 

- feuilles. 

-petites taches 

noires. 

-concentriques 

irrégulières. 

 

(Ralph Dean et al, 

2012). 

 
Figure 24: alternerai alternata sur 

les feuilles et les tiges du colza. 

La fonte de semis et 

la pourriture au 

collet du soja. 

Sinorhizobium 

meninoti. 

-racines. 

- feuilles. 

-Pourriture molle 

brune  

-Les feuilles sont 

jaunes et flétries.  

 

(Hartmann, 2015). 

 
Figure 25: Pourriture molle du 

soja. 

 

 

Suite de tableau 03 : principales maladies fongiques. 
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2.1.4 Exemples des principales maladies fongiques menacent les cultures fourragères  

 Alternariose :  

 •agent causal : Alternaria alternata (Aalbu.R ,2021). 

 •Taxonomie :  

 Règne : Fungi 

 Division : Ascomycota 

 Classe : Dothideomycetes 

 Sous-classe : Pleosporomycetidae 

 Ordre : leosporales 

 Famille : Pleosporaceae 

 Genre : Alternaria  

 Espèce : Alternaria alternata (Fries, 1816) 

 •symptomatologie :  

Les principaux symptômes de l’alternariose sont : 

- Sur les feuilles : taches nécrotiques concentriques de couleur claire puis elles brunissent 

(rosicola ,1965). 

- Sur les tiges : des petites taches noires très allongées (Chevalier, 2019). 

- Sur fruit : Petites taches noires circulaires aux contours nets  (Chevalier, 2019). 

 

Figure 26: Alternaria alternata sur feuilles,les tiges et les fruits de colza 
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 Verticiliose : 

 •agent causal: Verticillium Albo – atrum (Ephytia, 2022). 

 •Taxonomie :  

-  Règne : Fungi 

-  Division : Ascomycota 

-  Classe : Sordariomycetes 

- Sous-classe : Hypocreomycetidae 

-  Ordre : incertae sedis  

-  Famille : Plectosphaerellaceae 

-  Genre : Verticillium 

-  Espèce : Verticillium Albo – atrum (W. Gams, Summerb. & Zare ,2007). 

 •symptomatologie : 

Les principaux symptômes de la verticiliose sont : 

-  Un jaunissement internervaire, puis on observe des taches nécrotiques qui augmentent de 

taille progressivement (Figure 27).  

 

Figure 27 : Symptômes de Verticillium albo- atrum sur feuille de colza (Ephytia, 2022). 

 

 Fusariose :  

 •Agent causale : Fusarium oxysporum (Anaissie, 2014). 

 • Taxonomie : 

-  Règne : Fungi 

-  Division : Ascomycota 

- Classe : Sordariomycetes 

Taches nécrotiques 
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- Sous-classe : Hypocreomycetidae 

-  Ordre : Hypocreales 

- Famille : Nectriaceae 

- Genre : Fusarium 

- Espèce : Fusarium oxysporum (Schltdl., 1824) 

 •Symptomatologie :  

Les principaux symptômes de la fusariose sont : 

- Des pourritures des racines et/ou du collet, jaunissement (Gordon, 1965) et le 

flétrissement vasculaire de plante (leston, 2013). 

 

Figure 28: Fusarium oxysporum sur les collets, des feuilles et les plantes (Miller ,2014). 
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2.2 Les moyennes de lutte :  

Actuellement, il n'existe aucune moyen réellement efficace pour contrôler totalement les 

maladies d'origine fongiques (Bounoua, 2011 ; Ramaiah et al, 2015). mais les chercheurs 

sont toujours à pied d'œuvre pour trouver de nouvelles méthodes et améliorer les techniques 

classiques pour lutter et diminuer la progression des maladies, généralement dans le cadre de 

la lutte contre les agents phytopathogènes particulièrement contre les agents fongiques ,il 

existe des luttes curative (éradiquer la maladie quand elle est présente ) , préventive (diminuer 

la maladie et prévenir la contamination pour réduire l'inoculum et contrôler) (Bekkar, 2016). 

Il existe plusieurs types de lutte qui sont des moyens de base qui suffisent dans bien des cas à 

obtenir des cultures en bonne santé, et par conséquences une bonne qualité de l’aliment 

consommer par le bétail (Schaber, 1992). 

2.2.1 La lutte culturale : 

En agriculture, la lutte culturale est l’une des méthodes les plus utilisées pour prévenir les 

maladies, elle fait appel à des techniques et à des méthodes qui visent à défavoriser le 

développement des pathogènes, en modifiant leur environnement naturel et en perturbant leur 

cycle biologique. Elles peuvent inclure, par exemple, la pratique de rotations culturales 

adaptées, la modification du pH du sol, le niveau de fertilisation, les techniques d'irrigation, et 

l'élimination des résidus de récolte….etc. La lutte culturale est intéressante dans la mesure où 

elle n'implique pas de coûts supplémentaires donc elle peut s'intégrer dans les objectifs 

économiques de l’exploitation (Randy, 2010). Toutes ces méthodes ne sont pas suffisantes 

pour protéger totalement contre les infections (Bulit et al, 1967). Parmi ces méthodes il y a le 

travail du sol, le binage mécanique (Marye, 2004), la rotation des cultures (Larry, 1998), et 

autres cultures associées (Robert, 2004). 

2.2.2 La lutte physique : 

En protection des cultures, la lutte physique contre les bio agresseurs (agents pathogènes, 

ravageurs, mauvaises herbes) comprend l'ensemble des méthodes faisant appel à des moyens 

physiques et mécaniques, qui peuvent être employés tant en phase de culture (période de 

végétation) qu'après la récolte pour protéger les denrées stockées (Charles, 2000). Les 

méthodes de lutte physique sont pour certaines aussi anciennes que l'agriculture (piégeage, 

échenillage contre les ravageurs animaux, sarclage contre les agents phytopathogène), tandis 

que d'autres font appel à des techniques plus récentes, telles les radiations électromagnétiques 

ou les méthodes pneumatiques (aspiration ou soufflage) (Bernard, 2000). Anchisi et al, 

(1985). Ont développé un traitement à l'eau chaude pour protéger les plants dans un sol où 
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l'on sait la maladie présente. La méthode consiste à traiter les racines avec de l'eau à 48-49°C 

pendant 30 secondes avant de les transplanter. Cela stimule la croissance des racines. La 

solarisation des sols est le choix conforme d'une conduite culturale défavorisant l'installation 

et la croissance de l'agent pathogène (Woltz et jones, 1981). La fumigation du sol est efficace 

dans l'élimination de l'inoculum déjà présent dans le sol, mais comme c'est toujours à 

recommencer, il ne s'agit pas d'une solution à long terme (Fravel et al, 2003 ; Miguel et 

al.2004 ; Scott et al. 2012).  

2.2.3 La lutte chimique : 

La protection des plantes peut être assurée par une lutte chimique aveugle qui consiste à 

répandre des pesticides (insecticides, herbicides, fongicides, acaricides…. etc.) souvent à forte 

dose et sans se soucier du niveau des populations des organismes nuisibles (microorganisme 

pathogènes) conçue pour éliminer ou limiter (fongistatique) le développement des 

champignons parasites des végétaux (Mutat Res, 2012). Elle est efficace mais présente 

beaucoup d'effets néfastes. Elle se fait par une désinfection du sol à l'aide de fongicides afin 

d'éliminer le maximum des agents phytopathogène susceptible d’être en contact avec la plante 

et ou la semence (Touze, 1979).  De nombreux fongicides sont disponibles et efficaces pour 

lutter contre les champignons pathogènes (Bolton, 1984 ; Song et al, 2004).mais 

l'augmentation de leur utilisation provoque plusieurs effets négatifs ayant des conséquences 

lourd sur l’environnement (Tramier et Bettachini, 1974 : Ramaiah et al. 2015) comme 

l'apparition de souches résistantes aux fongicides, la pollution des nappes phréatiques.  

2.2.4 La lutte génétique : 

 L’amélioration de la résistance des plantes cultivées aux pathogènes constitue un objectif 

majeur de la plus part des programmes de sélection génétique (Rapilly ,1990), qui visent la 

recherche de variétés nouvelles, cultivables ayant une meilleure adaptation et un niveau de 

résistances élevés aux facteurs dépressifs abiotiques (édaphique, climatiques, chimique …) et 

biotiques (Vilain, 1989). La recherche et le développement d’espèces ou de cultivars 

résistants sont devenus une préoccupation majeure, chez les sélectionneurs et les chercheurs 

travaillant dans le domaine de l’amélioration génétique des plantes. Dans cette lutte on fait la 

sélection pour la résistance génétique aux maladies particuliérement les maladies fongiques 

(Huang et Lindhout, 1997 Hawkins et al, 2001 ; Schneider et al., 2001 ; Diener et 

Ausubel, 2005 ; Halila et al., 2008). 
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2.2.5 Lutte intégrée :  

la lutte intégrée ou protection intégrée est définie comme étant la « conception de la 

protection des cultures dont l'application fait intervenir un ensemble de méthodes satisfaisant 

les exigences à la fois écologiques, économiques et toxicologiques en réservant la priorité à la 

mise en œuvre délibérée des éléments naturels de limitation et en respectant les seuils de 

tolérance (INRA , 2012).C'est la combinaison de toutes les techniques précédentes afin de 

lutter contre les agents phytopathogènes pour une longue durée. Ces méthodes ne sont 

efficaces que si l'on a une meilleure connaissance des mécanismes qui sont à l'origine des 

interactions entre la plante et l'agent pathogène (Corbaz, 1990 : Kavanagh, 2005). Par 

conséquent, une bonne pratique agronomique doit être combinée avec d'autres méthodes de 

lutte pour faire face à tous les facteurs de menace possibles afin de contrôler les maladies 

(Pirgozliev et al. 2003 ; Ye et al., 2017).  

2.2.6 Lutte biologique : 

Lorsque les pesticides conventionnels ne peuvent pas être utilisés compte tenu de 

préoccupations éco-toxicologiques liées à l’accumulation potentielle de leurs résidus (Bais et 

al. 2006). Le bio contrôle de ces bactéries joue le rôle dans la prévention ou la limitation de 

l’établissement des agents pathogènes majeur ou mineur (Carolee et al., 1991 ; Gilles et al., 

2005).La lutte biologique est définie comme une stratégie écologique utilisant des 

microorganismes vivants ou leurs dérivés pour réduire un agent pathogène ciblé (Legrand et 

al, 2017). L’une des stratégies pour contrôler la colonisation par les espèces phytopathogènes 

et leur contamination dans les cultures repose sur l'application d'agents auxiliaire de lutte 

biologique  (ACB) (l'utilisation de microorganismes non pathogènes pour empêcher ou 

réduire les pertes ou les dommages causés par les organismes nuisibles aux productions 

végétales (Suty, 2010) et de métabolites microbiennes et végétaux bioactifs (des molécules et 

des substances qui possèdent des propriétés biologiques non nécessaires pour le 

fonctionnement quotidien de la plante tels que : les flavonoïdes, les terpénoïdes, les alcaloïdes 

et les molécules de signalisation cellulaires (Jones, 2000) ont plusieurs fonctions importantes 

au niveau des plantes sont présenter dans le (tableau n°04), qui peuvent aider à réduire 

l'utilisation de fongicides (Ferrigo et al, 2016). 
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Tableau 4: les fonctions des métabolites secondaires. 

Métabolites secondaires  Fonction  

Les flavonoïdes Ont un rôle antioxydant, les flavonoïdes 

dégrade les parois des cellules, les 

protéines ou l’ADN des organismes 

pathogènes (Vidal, 2008).  

les flavonoïdes de type flavones 

empêchent la conversion du trichodiane 

(Gauthier et al. 2015). 

Les terpénoïdes Lorsqu’ils sont sécrétés il affecte la 

croissance en induisant leur apoptose et 

en empêchant le développement des 

conidies (Hornby & Nickerson, 2004).  

Les alcaloïdes Ecartent et éloignent les animaux 

herbivores ou les attaques d’insectes 

(Jacques, 2011). 

Autres métabolites secondaires comme comme molécules de signalisation 

cellulaires pour activer la résistance 

systémique induite (Callaway, 2011). 

 

L’avantage de la lutte biologique c’est qu’elle est moins coûteux et efficace à long terme, Elle 

vise à diminuer la densité des populations des pathogènes, pas à les faire disparaître. Certains 

agents de lutte ont de très bonnes capacités car ils peuvent se reproduire et se propager seuls 

comme les rhizobactéries (PGPR) (gammvert, 2018), mais aussi elle a des inconvénients, 

leur efficacité est pas toujours constante d’une production à l’autre (relative aux conditions 

climatiques) (Thierry, 2011), aussi les risques de la mutation sont élevées et sont capable de 

provoquer une menace pour l’environnement lors d’un changement des gènes 

(gammvert,2018). 
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Chapitre II : les Rhizobactéries Bénéfiques 

 Généralités : 

Ils sont représentés par un groupe connu sous le nom du PGPR (Plant Growth-Promoting 

Rhizobacteria) ; se sont un ensemble de microorganismes bactériens saprophytes et telluriques 

(Kloepper.et Schroth, 1998) qui vivent au niveau de rhizosphère et du rhizoplan car ils ont la 

capacité de coloniser intensément le système racinaire pour utilisées les exsudats rhizodéposé 

par la plante. Leur potentiel bénéfique s’exprime en terme de stimulation de la croissance 

végétale et du biocontrôle vis-à-vis des agents phytopathogène (Schippers et al, 1987 ; 

Kloepper, 1992 ; Van Loon et al, 1998 ; Bowen and Rovira, 1999 ; Ryu et al, 2005 ; 

Ramos Solano et al, 2006 ; Saravanakumar and Samiyappan, 2007). Effectivement et 

d’après Kloepper (1993), les PGPR se distinguent par leur capacité́ à coloniser la surface 

racinaire, à multiplier, à survivre, et à être compétitif vis-à-vis des autres micro- organismes 

se retrouvant dans le même écosystème, tout en stimulant la croissance des plantes (Glick, 

2012 ; Souza, 2015). 

L’interaction entre les PGPR et les plantes se fait par une attraction initiale par 

chimiotactisme (les glucides et les acides aminés sécrétés par la plante attirent les micro-

organismes) suivit d’un attachement, puis une prolifération et une colonisation racinaire. Par 

la suite, les PGPR continuent de se multiplier grâce aux exsudats racinaires et persistent sur 

les racines. L’association entre les PGPR et la plante résulte d’une communication étroite 

entre les deux partenaires. (Bais et al, 2006 ; Huang et al, 2014).  Plusieurs propriétés 

intrinsèques contribuent au pouvoir colonisateur citant : la faible exigence nutritionnelle, la 

vitesse de croissance et la mobilité (Lugtenberg et al., 2001, Van Den Broek et al., 2003) 

Pour la plante généralement lors de déclenchement de processus de défense, elles produisent 

des substances  toxiques sur les sites d’infections comme  les éliciteurs qui par la suite 

déclenchent les gènes activateurs à la résistance (Glazebrook, 2005). 

 La diversité des PGPR :  

Les PGPR sont connu par leur diversité de genres et d’espèces, ces derniers appartiennent 

majoritairement aux quatre phyla suivants : les Firmicutes, les Actinobacteries, les 

Proteobacteries, et les Bacteroidetes (Hugenholtz, 2002).  



Chapitre II                                                                                les Rhizobactéries Bénéfiques 

 

26 

 

 Firmicutes :  

Le genre principal de cette classe c’est le Bacillus. Ce dernier forment un groupe de bactéries 

à Gram positif, appartenant à la famille des bacillacées, de forme bacilles, ils sont aérobies ou 

aéroanaérobies facultatives, et tirent leur énergie par respiration oxydatives ou par 

fermentation. Ces bactéries sont capables de produire des endospores leur permettant de 

résister aux conditions environnementales défavorables. Celles-ci donneront naissance à de 

nouvelles bactéries en cas de conditions favorables. Les Bacillus sont hétérotrophes, 

majoritairement saprophytes et ubiquitaires. Elles sont fréquemment retrouvées dans le sol où 

certaines espèces peuvent avoir un rôle dans le cycle du carbone et de l'azote (Walker, 2009). 

Les espèces saprophytes sont responsables de multiples dégradations de produits alimentaires 

(sûrissement et caillage du lait, etc.). L'espèce Bacillus subtilis (Figure  29 ) est également 

utilisé dans la lutte contre certaines maladies fongiques des plantes pour sa capacité de 

produire des molécules aux propriétés antibiotiques telles que la tyrothricine, la polymyxines, 

le bacitracine...etc (Brian J. Werth, 2020), et des molécules antifongiques comme la 

mycosubtiline) (Cohn, 1872) et des toxines entomopathogènes. De plus, les Bacillus ont la 

capacité de former des endospores de petites structures cellulaires thermorésistante qui 

assurent la survie des bactéries en cas de stress environnemental faciles à produire, à stocker 

et à transporter (Yareli, 2021). 

 

Figure 29 : Bacillus subtilus sous le microscope électronique * 50.000(Wenjing, 2018). 

 Actinobacteria :  

Dans ce phylum, aussi il y des genres qui sont capable de fixer l’azote de façon symbiotique, 

Ces bactéries sont associées à des plantes actinorhiziennes (Gray et Smith, 2005). Le genre 

principale de ce phylum est Frankia (Margulis, 1974).Cette dernière peuvent se développer 

en association symbiotique avec les racines de plantes hors légumineuses et adaptés aux stress 
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édaphiques comme la salinité élevée, les métaux lourds ou les pH extrêmes (Stewart W.D.P. 

& Pearson M.C., 1967). Les actinobactéries sont des procaryotes très recherchés en 

biotechnologie à cause de leur rôle important dans la production des composés bioactifs. Ce 

groupe de bactéries a fourni un nombre considérable d’enzymes, de composés anti tumoraux, 

des agent immunosuppressifs, des insecticides, des antiparasites, des herbicides, des 

antioxydant et surtout des antibiotique (Solanki et al., 2008). Plusieurs antibiotiques produits 

par les actinomycètes sont actuellement utilisés dans la lutte biologique contre les 

champignons phytopathogènes. Cette activité antagoniste est également liée à la production 

de composés antifongiques extracellulaires et des enzymes hydrolytiques (Prapagdee et al, 

2008). Parmi les espèces d'actinobactéries, les Streptomyces sont les plus importants de point 

du vue production d'antibiotiques et autres métabolites secondaires ; 75% des antibiotiques 

connu sont produits par les espèces de streptomycètes (Ravel et al. 2000). En plus des 

Streptomyces, d’autres genres appartenant toujours aux actinobactéries sont également des 

producteurs de molécules possédant des activités antifongiques (Sanglier et Trujillo, 1997). 

Les ramicidines sont par exemple des antifongiques produits par une souche d'Actinomadura 

bibisca (Tomitaet al, 1990). 

 Bacteroidetes :  

 Le phylum "Bacteroidetes" comporte trois grandes classes de bactéries, "Bacteroidia", 

"Flavobacteriia" et Sphingobacteriia" (Garrity et al. 2005), qui sont largement répandues 

dans l'environnement, notamment dans le sol, dans les sédiments, l'eau de mer, etc. (Bergey’s, 

2010b). La caractéristique principale de ce phylum est : au sein des racines nodulaires, ces 

bactéries sont capables de se différencier en bactéroïdes, et deconvertir le N2 en NH3 

(Parniske ,2003). 

 Proteobacteria :  

Les protéobactéries forment un groupe de procaryotes d’environ 5000 espèces diversifiées. 

Certain de ces espèces interviennent dans la décomposition des minéraux (ordre des 

Burkholderiales) (Lavoisier, 2011), d'autres dans la fixation biologique de l’azote (rhizobium, 

frankia, actinomycetes….), la production de phytohormones et aussi dans l’antagonisme par 

la production des métabolites secondaires anti-microbiennes (Loper et Schroth, 1981).Le 

phylum de proteobacteria comprend trois classes :  



Chapitre II                                                                                les Rhizobactéries Bénéfiques 

 

28 

 

     a)Les Alphaproteobacteria :  

Les PGPR appartenant à cette classe sont les Rhizobia, se sont des bactéries aérobies du sol 

appartenant à la famille des Rhizobiaceae, caractérisé par leur capacité à fixer l’azote et à 

produire des nodules au niveau du système racinaire des légumineuses (Ueli A. Hartwig, 

Cecillia M. Joseph, and Donald A. Phillips ,1991).  

     b) Les Betaproteobacteria : 

 Quelques souches comme Bokhkolderia ont la capacité de fixer de façons symbiotique 

l’azote avec les hors-légumineuses (Bell, 2006).  

    c)Les Gammaproteobacteria :  

C’est la classe de bactéries la plus nombreuse regroupe probablement la forme de vie la 

plus abondante et la plus répandue sur la planète.  Caractérisée par la capacité de fixer 

l’azote sans produire des nodules, Ce genre comprend en effet plus d'une centaine 

d'espèces ubiquitaires comme les Pseudomonas qui a été étudiés comme agents potentiels 

de lutte biologique contre des maladies aussi diverses telles que les fontes de semis, les 

pourritures de racines et les fusarioses (Sturz et Christie, 2003).  

 Les Pseudomonas :  

     Le genre Pseudomonas (Migula 1894) appartenant aux protobactéries, à la famille des 

Pseudomonadaceae, est un des plus complexes genres bactériens. Il possède le plus grand 

nombre d'espèces ( 231 espèces publiées ) de tous les genres de bactéries Gram négatives ( 

Peix , 2018 ) .Ce genre , hautement hétérogène , a fait l'objet de plusieurs reclassements sur la 

base d' études phénotypiques, chimio taxonomiques et génétiques ( Palleroni , 1993 ; Anzai 

et al . 2000 Palleroni , 2015 Peix , 2018 ). Le genre Pseudomonas représente un groupe de 

bactéries important pour l’environnement, dotées d'une grande polyvalence métabolique et 

possédant un large spectre de systèmes enzymatiques (Vasconcellos et al. 2017). Avec des 

besoins nutritionnels simples, Ces bactéries se retrouvent quasiment dans tous les 

peuplements naturels, le milieu marin et l’air et le sol (Andreani et al. 2015). Ces bactéries se 

retrouvent aussi dans des échantillons cliniques humains, dans des produits d'origine animale 

et dans des parties vivantes des plantes (Pascual et al. 2015) dont certaines espèces sont bien 

connues pour leur rôle bénéfique avec les plantes d'autres en bioremédiatio (Mulet et al,  

2000, Sun et of 2017). Ce genre regroupe des bactéries aérobies, en forme de bâtonnets 

arrondies renflés, ils sont droits et fins ; d'une taille moyenne de 2 sur 5 µm (Palleroni, 

1984).Ces bactéries sont asporulées et certains peuvent produire des pigments (Willcox, 
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2007). Ces bactéries sont mobiles grâce à une ciliature polaire monotriche, lophotriche ou 

multitriche. Elles se cultivent sur des milieux usuels non enrichis et sont capable d'utiliser de 

nombreux substrats hydrocarbonés comme sources de carbone et d'énergie. Elles présentent 

un type métabolique chimio-organotrophe oxydatif (Meliani, 2012).les espèces les plus 

étudiés sont Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas Putida (Figure 30). Beaucoup de 

recherches sont concentrées sur ces deux espèce de bactéries parce qu´ils sont des habitants 

communs de la rhizosphère et possèdent une grande activité dans le contrôle biologique de 

maladies liées au sol. Ils ont la capacité de produire de nombreux antibiotiques, et ils sont 

faciles à cultiver et à être manipuler en laboratoire (Haas et Defago, 2005). Les Pseudomonas 

spp ont été étudiés depuis des décennies pour leurs effets bénéfiques sur la stimulation de la 

croissance et la suppression efficace des maladies telluriques des plantes (Bakker et al. 

2007). Elles montrent de multiples propriétés : l'utilisation efficace des exsudats racinaires, la 

multiplication dans la rhizosphère (Weller et al. 2002). Elles présentent un intérêt pour 

l'agriculture ; ce sont les bactéries telluriques les plus étudiés pour leur excellente habilité à la 

colonisation racinaire et leur grande capacité de produire une large gamme d’enzymes et de 

métabolites secondaires (antibiotiques, sidérophores, phytohormones) (Broek and 

Vanderleyden 1995 ; Kloepper et al. 1991 ; Lugtenberg et al. 1991 ; Weller 1988). De 

plus, elles exercent un effet sur le développement des plantes soit par stimulation de la 

croissance ou par inhibition vis-à-vis des champignons et des bactéries telluriques. En faisant 

intervenir divers métabolites, qui peuvent affecter les pathogènes par des actions d'antibiose 

et/ou de parasitisme et/ou de complétion trophique.  

Taxonomie :  

La classification du genre Pseudomonas a été trace par Migula (1894) dans le Manuel de 

Bergey 1923 (Das et al, 2020) est subdivisé en deux sous-groupes : les non fluoerescents et 

les groupes des fluorescents. 

  Domaine : Bacteria  

  Phylum : Proteobacteria  

  Classe : Gammaproteobacteria  

  Ordre : Pseudomonadales  

  Famille : Pseudomonadaceae  

  Genre : Pseudomonas  
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Figure 30 : Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas Putida dans des boites du pétri (trevisan, 

1889). 

La plupart des rhizobactéries stimulatrices et phytoprotectrices favorisent la croissance des 

plantes en réduisant le niveau de certaines maladies et le genre Pseudomonas particulièrement 

le groupe des fluorescents sont les plus activé et elles peuvent agir (Arjan et al. 1997) :  

 par antagonisme en produisant des antibiotiques délétères pour les pathogènes. 

 par interférence avec des signaux, en détruisant les molécules signaux des pathogènes.  

 en activant la résistance systémique induite des plantes, qui augmente la résistance des 

plantes à l'attaque des pathogènes. 

 en contrôlant la croissance des pathogènes par la compétition pour les éléments 

nutritifs, comme la compétition pour le carbone et la compétition pour le fer dont la 

biodisponibilité dans le sol est très faible.  

 Effets des PGPR sur le développement des plantes :  

 Il est reconnu que les PGPRS sont dotées d'une machinerie de biocontrôle ( Ciancio et 

al . , 2016 , Mishra et Arora , 2017 Sun et al 2017 , Jayanthi et Kanimozhi , 2018 ) , 

également ,ils ont un  rôle bénéfique dans l’amélioration de la croissance des plantes par 

divers mécanismes et la protection de la plante contre les agents pathogènes (Schardl et al., 

2004 ; Stefan et al., 2012).  

 Tout d’abord, il faut noter que les bactéries de types PGPR peuvent être exophytes ou 

endophytes (Couillerot,2009). Dans le premier cas, les PGPR se développent au sein de la 

rhizosphère, à la surface racinaire, voire dans les premières couches superficielles de la 

racine. Dans les relations endophytes, les bactéries résident dans les espaces apoplastiques de 

la racine (Vessey, 2003). L’exemple le plus étudié des bactéries endophytes est celui des 
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Rhizobium. Dans ce cas de symbiose particulier Rhizobium – légumineuse, la plante attire les 

bactéries via la sécrétion de flavonoïdes. En réponse, les bactéries sécrètent des facteurs Nod, 

permettant la reconnaissance entre les deux partenaires. Les bactéries seront ensuite 

intercalées dans la racine au sein de nodules (Spaink, 2000).  

 

Figure 31 : Effets des PGPR sur le développement des plantes (In Mattar,1993) 
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 Action directe :  

Les bactéries PGPR facilitent la croissance des plantes directement en aidant à l'acquisition 

des ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) ou par modulation des niveaux 

d’hormone végétales (Munees et Mulugeta, 2014). Ce mécanisme comprend la stimulation 

bactérienne des phytohormones (AIA ou cytokinine). Cela permet à la plante de développer 

un système racinaire abondant, lui permettant notamment de coloniser une plus grande surface 

du sol. Il permet également d’améliorer l'état nutritionnel des plantes (Beauchamp, 1993 ; 

Kloepper, 1993 ; Ramos et al., 2009).  

3.1.1 La résistance systémique induite :  

 Certaines souches de PGPR peuvent protéger les plantes d´une façon indirecte, par la 

stimulation de mécanismes de défense inductibles dans la plante. Ce qui peut rendre l´hôte 

beaucoup plus résistant, à l´agression future par des agents pathogènes. Ce phénomène a été 

nommé «résistance systémique induite» (Van Loon et al. 1998 ; Pieterse et al., 2002) qui 

manifeste par des modifications au niveau de la composition des parois cellulaires ou la 

libération des éliciteurs qui déclenchent les mécanismes de défense de la plante. Celle-ci 

produira alors des phytoalexines et des protéines PR, qui lui confèrent une résistance 

systémique (Agrios, 1988 ; Toussaint, 1996). 

L’ISR se fait en trois étapes principales (Ongena et al., 2006), à savoir :  

 la perception des molécules actives produites par le PGPR ou élicitation.  

 la transmission d’un signal systémique dans la plante. 

 l’expression des mécanismes de défense de l’hôte. 

 Les plantes inoculées avec des PGPR peuvent également fournir une résistance systémique 

contre un large éventail de pathogènes végétaux pouvant causer des maladies d'origine 

fongique, bactérienne et virale. La résistance des plantes est divisée en résistance acquise 

(RSA) et résistance systémique induite (RSI). La résistance systémique acquise est 

généralement différenciée par l’apparition des nécroses. Elle se produit en réponse à 

l’infection d’un pathogène (Glick, 2012). Elle entraine l’expression des gènes de défense 

(PR) et l’activation de la voie de l’acide salicylique. La résistance systémique induite, par 

contre, est activée suite à un contact avec les bactéries PGPR (Walters et al., 2013). Elle fait 
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appel à la voie de l’acide jasmonique et de l’éthylène (Henry et al., 2012 ; Parray et al., 

2016). Ceci conduit à l’activation d’un grand nombre d’enzymes de défense, telles la 

chitinase, la β-1, 3- glucanase, la phénylalanine ammonia lyase, la polyphénol oxydase, la 

peroxydase, la lipoxygénase, SOD, CAT et APX et certaines protéinases. La résistance 

systémique induite n’est pas spécifique contre un pathogène particulier, mais elle aide la 

plante à contrôler de nombreuses maladies (Kamal et al., 2014). D’un autre côté, différents 

composants bactériens peuvent induire RSI, y compris les lipopolysaccharides, les 

lipopeptides cyclique, les sidérophores, le 2, 4- diacétylphloroglucinol, l’homosérine lactones, 

et les gaz volatiles, comme 2, 3- le butanediol et l’acétoïne (Goudaa et al., 2018).  

Les ISR peuvent soit induire un changement soutenu des plantes qui augmente la capacité de 

tolérance à l'infection par les agents pathogènes, elle induire les défenses locales et/ou 

systémiques de l'hôte de la plante entiêre contre un large spectre d’agents, ce mécanisme est 

principalement médiée par l'acide jasmonique et/ou l'éthylène (Walia et al., 2021). Des 

éliciteurs qui déclenchent l'état d'ISR contre de multiples phytopathogènes sont les 

lipopolysaccharides, les sidérophores (pseudobactines et pyocheline).Les antibiotiques 

(pyocyanine, 2,4- diacétylphloroglucinol)... (Müller et Behrendt, 2021). 

3.1.2 Production des phytohormones : 

Sous un stress abiotique tel que la sécheresse, l'engorgement, les températures extrêmes, la 

salinité et le stress oxydatif, la production d'une variété de phytohormone et des régulateurs de 

croissances comme ABA, GA, CK et AIA par les Pseudomonas spp. Fluorescents peut altérer 

l'architecture des racines et favorise le développement des plantes (Gatineau, 2005). Il a été 

rapporté que les phytohormones jouent un rôle important dans l'augmentation de la surface et 

la prolifération des racines, dans la stimulation de la germination des graines et des tubercules 

et dans la division cellulaire, ce qui va en conséquence permettent l'augmentent de 

l'absorption de nutriments et d'eau par la plante (Parray et al. 2016 ; Etesami et Adl, 2020). 

 Acide Indole Acétique (AIA) :  

La synthèse d'AIA par Pseudomonas est bénéfique pour la croissance et le développement 

végétal (Sandhya et al. 2009). Environ 80 % des bactéries rhizosphériques sont capables de 

produire de l’AIA (Dastager et al, 2010). L'AIA représente l'une des hormones végétales les 

plus importantes, ce qui renforce de nombreux aspects de la croissance et du développement 

des plantes tout au long du cycle de la plante, de la division cellulaire, de l'allongement 

cellulaire et de la différenciation (Guilfoyle et al, 1998). Elle stimule la germination des 
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semences et des tubercules ; Augmente le taux de développement du xylème et des racines, 

Contrôle les processus de croissance végétative ; Initie la formation de racines latérales et 

accidentelles, Médiatise les réponses à la lumière, à la gravité et à la fluorescence, Affecte la 

photosynthèse, la formation de pigments, la biosynthèse de divers métabolites et la résistance 

à des conditions stressantes. En outre, l'AIA bactériennes augmentant la surface et la longueur 

de la racine et fournit ainsi à la plante un meilleur accès aux nutriments du sol (Cherif, 

2014).La biosynthèse de l’AIA est largement répandue chez les Pseudomonas spp 

fluorescents, d'une manière prédominante à partir du tryptophane par la voie de l’acide indole 

- 3 - pyruvique (Oberhansli et al, 1991. Forlani et al. 1995, Persello Carteaux et al, 2003). 

Le L - tryptophane est considéré comme le précurseur du fait que son adjonction est 

nécessaire à la production de cette hormone. Les exsudats racinaires sont une source naturelle 

de L - tryptophane pour la microflore de la rhizosphère (Dastager et al, 2010, David et al, 

2018). La production de ce composé est variable selon les souches et les différentes espèces, 

ainsi que les conditions de culture des plantes, leur phase de croissance et de la disponibilité 

de substrats nutritifs (Miraza et al, 2001). 

3.1.3 Solubilisation du phosphate : 

 Le phosphore est le deuxième nutriment important limitant la croissance des plantes après 

l’azote, il est largement disponible dans le sol sous deux formes organiques et inorganique 

(khan et al, 2009).Il joue un rôle pratiquement important dans tous les processus 

métaboliques majeurs dans les plantes, y compris la photosynthèse, le transfert d'énergie, la 

transduction du signal, la biosynthèse macromoléculaire et la respiration (Khan et al, 2010). 

Pseudomonas spp. Fluorescents solubilisent le phosphate inorganique par la production 

d'acides organiques de faible poids moléculaire comme l'acide citrique et l'acide gluconique. 

Pseudomonas spp. fluorescents minéralise les phosphates organiques insolubles, tels que les 

phytates, les phosphomono- ditri esters et les organophosphonates via les actions de diverses 

enzymes, phosphatase, phytase et phosphonatase (Parray et al., 2016; Das, 2020; Etesami et 

Adl, 2020) . 

3.1.4 Solubilisation du potassium :  

C’est le troisième nutriment majeur important pour les plantes. Les concentrations de 

potassium soluble dans le sol sont généralement très faibles et plus de 90% de potassium dans 

le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux de silicate.                                 

Les espèces de Pseudomonas spp. Fluorescents tel que P. chlororaphis ont été étudiées pour 
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leur capacité de solubilisation du potassium pour qu'il soit sous une forme disponible pour les 

plantes (Das, 2020). 

3.1.5 Production des enzymes lytiques :  

 L'amélioration de la croissance par l'activité enzymatique est un autre mécanisme, utilisé par 

les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes. Ces dernières peuvent produire 

certaines enzymes , telles que les chitinases , les déshydrogenases , la B - glucanase , les 

lipases et les protéases etc (Ovadis et al., 2004 ; Kim et al., 2008).qui présentent une activité 

hyperparasitaire , attaquant les agents pathogènes en excrétant les hydrolases sur leurs parois 

cellulaires ( Hayat et af 2010 Joshi et al . 2012 ) Grâce à l'activité de ces enzymes , les 

Pseudomonas fluorescents jouent un rôle très important dans la promotion de la croissance 

des plantes , en particulier pour les protéger des stress biotiques et abiotiques par la 

suppression des champignons pathogènes ( Upadyay et al , 2012 Nadeem et al . 2013 ). 

 Action indirecte : 

Elle concerne la modification des équilibres microbiens au niveau de la rhizosphère. Les 

populations pathogènes et délétères sont réduites par déplacement après introduction des 

rhizobactéries via les semences, le sol ou par bactérisation racinaire (Kloepper et Schroth, 

1981 ; Suslow, 1982; Suslow et Schroth, 1982a; Suslow et Schroth, 1982b; Kloepper, 

1993).Ce mécanisme repose sur la capacité des PGPR à réduire les effets nocifs pour la plante 

par la dégradation des xénobiotique dans les sols contaminés, par la production des 

métabolites qui sont toxique aux pathogènes du sol (Ramos et al., 2009). L'hydrolyse des 

molécules libérées par des agents pathogènes peut être réalisé en utilisant certaines bactéries 

auxiliare, par exemple les Pseudomonas, supprime les agents phypathogènes des plantes entre 

autres la compétition pour les nutriments et l'espace (Elad Baker, 1985 Elad et Chet, 1987), 

de sidérophores (Kloepper et al. 1980 ; Lemanceau et al. 1992. Ongena et al. 2005). 

l’antibiose en produisant des antibiotiques ( Pierson et Thomashow , 1992 ) d'enzymes 

lytiques ( Lim et al . 1991 ; Frindlender et al 1993 , Potgieter et Alexander , 1996 , 

Velazhahan et al . 1999 ) , de l’HCN et autres métabolites ( Defago et al . 1990). 

3.2.1 Inhibition des bioagresseurs par compétition :  

La compétition est une interaction entre deux ou plusieurs microorganismes. Elle concerne 

soit les éléments nutritifs, l'espace ou les autres facteurs environnementaux, qui deviennent 

limitatifs pour la croissance. (Dommergues et Mangenot, 1970).  

 Production des sidérophores : 
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 Le fer est un nutriment vital pour presque toutes les formes de vie (Neilands, 1995).Cet 

oligoéléments qui a soumis à une forte compétition certain bactéries sont capable de 

séquestrer le fer grâce à une molécule appelle sidérophores. Ces siderophores se lient avec 

l'ion ferrique et forment un complexe siderophore-ferrique qui se lie ensuite avec des 

récepteurs dépendants de la suspension de fer à la surface de la cellule bactérienne. L'ion 

Ferrique est ensuite relâché et actif dans le cytoplasme comme ion ferreux.  

Aux alentours des racines, les micro-organismes sont en concurrence pour l’accès aux 

éléments nutritifs tels que le carbone ou le fer, et donc pour l’espace. Les sidérophores libérés 

par les PGPR permettent de piéger le Fe dans des complexes que les agents pathogènes du sol 

ne sont pas capables d’utiliser. Il semble également que les sidérophores produits par les 

PGPR ont une affinité pour le Feᴣ+ plus élevée que les chélateurs libérés par les autres 

organismes, ce qui leur confère un avantage compétitif (Glick, 2012 ; Kloepper et al., 1980). 

Le rôle des sidérophores est ainsi double ; d’une part ils servent à la nutrition des bactéries 

PGPR et de la plante, d’autre part ils réduire les réserves pour les microorganismes 

pathogènes. La compétitivité des PGPR(sa capacité à persister et à proliférer) (Glick, 

1995)est largement plus supérieure quand elles ont des capacités spécifiques d’assimiler 

certains nutriments ou bloquer leur assimilation par les autres microorganismes ( Kempf et 

Wolf, 1989 ) .Dans certains cas, une réduction de la maladie peut être associée à une 

colonisation importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de 

sites habitables pour les microorganismes pathogènes et, par conséquent, leur croissance 

(Piono et al., 1997). 

Les PGPR doivent être présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet 

bénéfique et être capable d’instaurer une compétition pour les nutriments dans la rhizosphère 

(Haas et Defago, 2005). C'est la colonisation rhizosphérique. 

Les bactéries capables de synthétiser des sidérophores sont : Bacillus, Pseudomonas, 

Azotobacter (Ahmed et al. 2008). Les bactéries ayant un grand pouvoir de chélation du fer 

peuvent reconnaître et utiliser les sidérophores qu’elles produisent. Cette particularité peut 

favoriser la souche dans le processus de la colonisation et la compétition pour un substrat 

mieux que d’autres microorganismes de la rhizosphère (Ongena et al., 2002).  

Les Pseudomonas spp. Fluorescents inhibent les agents phytopathogènes en imposant une 

compétition pour les nutriments et l'espace dans la rhizosphère. La réduction de la 

concentration d'éléments essentiels comme le carbone, l'azote, le phosphore et d'autres micro- 
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éléments conduit souvent à diminuer la germination des spores et à une croissance plus lente 

du tube germinatif (Walia et al., 2021 ) 

3.2.2 L’Antibiose :  

Il s’agit du mécanisme par lequel une souche antagoniste inhibe le développement d’une 

souche cible grâce à la production de métabolites secondaire toxique. Les substances toxiques 

sont susceptibles de diffuser dans le milieu. Qui signifie que l’effet d’un microorganisme 

agissant par antibiose ne nécessite pas la juxtaposition des deux microorganismes 

(Alabouvette et Cordier, 2012). En écologie, le terme d'antagonisme désigne une inhibition, 

ou une action défavorable d'un organisme vis-à-vis d'un autre, à l'intérieur d'une population 

microbienne mixte (Curl et Truelove, 1986). L'antagonisme se manifeste généralement soit 

par une compétition, un hyperparasitisme, un mycoparasitisme, une production de 

sidérophores ou par une antibiose.  

Le mycoparasitisme est une relation trophique qu’établit un microorganisme au détriment 

d’un champignon. La chitine et le β-1,3-glucanase (laminarine) sont les principaux 

constituants de la paroi de la plupart des champignons (Bartnicki-Garcia, 1968). Ainsi les 

agents antagonistes produisant les enzymes lytiques comme la glucanase et la chitinase, qui 

dégradent les parois du pathogène, ont comme mécanisme d’action le parasitisme. 

Un autre mode d’action d’antagonisme directe des agents de protection biologique, le 

phénomène d’hyperparasitisme (est l'attaque directe d'un microorganisme par un autre dans 

un but nutritionnel) (De Boer et al., 1998 ; Fernandes, 2006).  

L’antibiose est un phénomène d’inhibition directe de la croissance du pathogène via la 

production de métabolites ayant des propriétés antifongiques et/ou antibiotiques.La 

production et la libération des molécules qui tuent ou réduisent la croissance des pathogènes 

cibles est le mécanisme le plus efficace par lequel les microorganismes peuvent contrôler les 

maladies des plantes (Harman et Shoresh, 2007). Il consiste à produire des antibiotiques 

efficaces contre l’agent pathogène par l’agent antagoniste. Ces molécules bioactives sont des 

métabolites secondaires à faible poids moléculaire tels que les antibiotiques comme 

l'amphicine, le 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG), cyanure d‘hydrogène (HCN) et la 

phénazine qui agissent comme des facteurs contre l’attaque des pathogènes (Corbaz, 1990 ; 

Babalola, 2010).La production des antibiotiques est un critère très important de compétitivité 

des microorganismes aux autres populations microbiennes (Compant et al.,2005).Une 

gamme très large antibiotiques produite par les PGPR a été découverte, entre autres celles 
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produites par le genre Pseudomonas telles que l’amphisine, le 2,4-diacetylphloroglucinol 

(DAPG), le cyanure d’hydrogène, l’omycine A, le phénazine, le pyoluteorine, le pyrolnitrine, 

la tensine, la tropolone, et les lipopeptides cycliques (De Souza et aL, 2003). 

  Production des antibiotiques  

La production des antibiotiques par les microbes est le mécanisme clé de la protection contre 

les maladies phytopathogénes en particulier celles transmises par le sol et les semences (Glick 

et al., 2007 ; Mazurier et al., 2009).  

Les bactéries solubilisant le phosphate telles que les bactéries à Gram négatif, Pseudomonas 

fluorescens, P. aeruginosa et Chromobacterium violaceum sécrètent également des 

antibiotiques (Taurian et al., 2010) et assurent la protection des plantes contre les pathogènes 

transmis par le sol (Vassilev et al., 2006). 

  Production au cyanure d’hydrogène HCN : 

 Le cyanure d’hydrogène (HCN) est un métabolite secondaire qui fait partie des cyanides.Il 

peut être produit directement de la glycine ou des glycosides cyanogènes (Bakker et 

Schippers,1987). Le HCN produit par les PGPR assure un rôle bénéfique pour la plante par 

son effet antagoniste contre les maladies des racines (Defago et Haas , 1990).  

  Autres Composés volatiles :  

Les rhizobactéries peuvent produire des substances organiques volatiles qui inhibent la 

croissance des agents phytopathogênes telluriques tels que les champignons , parmi ces 

composés organiques volatiles figurent des terpenoides, des phenylpropanoides et des dérivés 

des acides gras (Piechulla et Pou, 2003). Ces dérniers sont produits par les souches de 

biocontrôle favoriser la croissance végétale en inhibant les agents pathogènes y compris les 

bactéries, les champignons et les nématodes (Nicole Benhamou et Patrice Rey, 2012). 

 Les phénazines : 

Les phénazines chez Pseudomonas joueraient un rôle important dans la lutte biologique contre 

les maladies infectieuse des plantes (Thomashow et Weller, 1988 Tomashow et al, 1990). 

Ces derniers jouent aussi un rôle dans la compétition rhizosphérique (Mazzola et al. 1992) et 

aussi dans le métabolisme et le transfert d’énergie (Chen et al ,2012). Encore , plus de 180 

produits antibiotiques à base de PHZ sont connus avec des activités antifongiques , 

insecticides , antitumorales , anticancéreuses( Guttenberger et al . , 2017 ) . La PHZ joue 
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également un rôle important dans l'acquisition du fer, la signalisation cellulaire, la régulation 

de l'expression génique, la formation de biofilms et la survie des bactéries. Toutes ces 

fonctions aident les bactéries dans leur compétition et leur colonisation de la rhizosphère 

procurant ainsi un avantage à leurs producteurs et éloignent les phytopathogène (Pierson et 

Pierson, 2010). 

 Formulation : 

La formulation des produits à base d’organismes bénéfiques est un domaine important de la 

recherche microbiologique et biotechnologique qui concerne la mise au point de formulations 

qui permettrait de préserver l'activité microbienne pour une longue période(Ramamoorthy et 

al., 2001).Bien que les souches de Pseudomonas fluorescens ont grandement contribué à la 

compréhension des mécanismes qui sont impliqués dans la suppression de la maladie, ces 

dernières présentent un inconvénient du point de vue application (elles perdent généralement 

leur viabilité lorsqu'elles sont conservées pendant une période de plusieurs semaines) (Haas 

&Defago, 2005). Par contre, les bacilles en raison de leurs capacité à former des endospores 

résistantes au changement des conditions du milieu offrent un avantage par rapport aux autres 

bactéries pour la formulation du produit (Raaijmakers et al., 2002 ;Cavaglieri et al.,2005). 

Malgré cela, il existe peu d'exemples d'application réussie d’inoculant microbiens. 

Essentiellement, un manque de rendement constant dans différentes conditions 

environnementales sur le terrain a empêché leur utilisation plus large (Richardson et al., 

2009). 

Diverses formulations existent pour les bio-pesticides à base de bactéries PGPR, notons que 

les plus intéressantes sont : la suspension bactérienne et les formulations en poudre 

(Ramamoorthy et al., 2001). L'application commerciale de PGPR en vue d'accroître la santé 

des cultures ou à gérer les maladies des plantes dépend du développement commercial des 

formulations avec des supports appropriés qui favorisent la survie des bactéries pour une 

période de temps considérable. Les porteurs peuvent être soit organiques ou non organique. 

Les supports organiques utilisés pour le développement de formulation comprennent la 

tourbe, le gazon, du talc, le lignite, la kaolinite, la pyrophyllite, la montmorillonite, l'alginate 

et la vermiculite, etc.… (Nakkeeran et al., 2005).Ces porteurs augmentent le taux de survie 

des bactéries en les protégeant de la dessiccation et la mort des cellules. Notons que 

l’utilisation de composte sec comme formulation a augmenté la survie de plusieurs PGPR 

jusqu'à 12 mois (Haggag & Saber, 2000).  
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Actuellement, diverses formulations commerciales de PGPR sont en vente. Des formulations 

bactériologiques de Rhizobium spp. Sont disponibles dans plusieurs pays afin de favoriser la 

nodulation des légumineuses et de diminuer la fertilisation azotée des cultures. La formulation 

" Zea-nit " Plus est en vente en Italie. Il s'agit d'un inoculum à base d'Azospirillum sp. 

Développé pour inoculer le maïs (Zea mays L.) (J. W. KIoepper, communication 

personnelle). 

Le problème le plus important qui rend le succès de l'implantation des PGPR incertain en 

agriculture provient de leur inconstance à promouvoir la croissance des plantes. Cette 

variabilité peut s'expliquer par les facteurs biotiques et abiotiques affectant la survie et les 

effets des PGPR en interaction avec d'autres habitants dans la rhizosphère. Il est donc 

important de comprendre les premières étapes de l'établissement de l'association PGPR-plante 

afin d'optimiser les succès de la colonisation racinaire et l'expression du principe actif. 
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Présentation du travail :  

La culture du Maïs est destinée principalement à l’alimentation du bétail en verdure et en 

ensilage. L’intensification de cette culture a été développée suite à l’utilisation de semences 

hybrides et à la création de nouveaux paramètres irrigués. Cependant, le développement de 

maladies causées surtout par des champignons peut altérer la qualité sanitaire des plantes en 

provoquant des effets sur la qualité et le rendement et en sécrètent des mycotoxines. Ces 

dernières sont très toxiques pour l’homme et le bétail et sont responsable d’un taux de 

mortalité assez important chez ces derniers. Parmi ces mycotoxines, figurent les 

trichothécènes produites principalement par Fusarium culmorum et F. pseudograminearum 

agents causales de la fusariose de l’épi. Etant donné que la lutte contre cette maladie est 

difficile et se base essentiellement sur l’emploi des fongicides et des pratiques culturales, la 

recherche d’autres alternatives de lutte basée sur l’antagonisme microbien peut être explorée. 

(Lori et al, 2009). 

Notre travail consiste à faire une analyse de deux articles intitulés :  

 Premier article : "Bio-suppression de la fusariose du Maïs et 

réduction des mycotoxines DON par des bactéries antagonistes 

du genre Bacillus" (Gargouri ; Kammoun ; Essair ; Hajlaoul ; Sadfi ; 2016). 

 Deuxième article : "Bio contrôle in vitro de colletotrichum 

graminicola, agent de l'anthracnose foliaire du Maïs " (Cássia ; 

Ruth ; Carina ; Lêda ; Francisco ; Eudes de Arruda Carvalho 2016). 

Les principales maladies fongiques qui attaquent le Maïs et qui sont étudiés dans ces articles 

sont : la fusariose du Maïs causée par différents espèce de genre Fusarium comme Fusarium 

culmorum et F. pseudograminearum et qui est considérée parmi les maladies les plus graves 

et les plus fréquentes, provoquant des pertes appréciables qualitatives et quantitatives à 

l'échelle mondial sur la culture des fourrages (Alabouvette, 1999). Ces espèces provoquent 

plusieurs symptômes, elles affectent les jeunes plantes où elles occasionnent un 

ralentissement de croissance, un jaunissement des feuilles, et les tissus vasculaires seront 

fortement brunis et finalement la mortalité des plants (Messiaen et al, 1991) Également vu 

que la plante est destinée comme un des aliments les plus importants pour le bétail. Ce dernier 

peut être menacé vu la sécrétion des mycotoxines dans certaines conditions par ces 

champignons (Blancard et al, 2009). Et l'anthracnose foliaire du Maïs, causée par " 
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colletotrichum graminicola, " qui est responsable de fortes pertes de productivité. Il s'attaque 

à la fois aux feuilles et aux tiges et se manifeste par des taches foliaires et par la pourriture de 

la tige. Les taches foliaires, ovales ou fuselées, mesurent jusqu'à 15 mm de long, avec un 

centre couleur brun clair et un contour brun rougeâtre (l'Ontario, 2014). 

 Matériels : 

 Matériels non biologiques :  

Le matériel non biologique utilisée dans ces travaux sont : la verrerie, l’appareillage (Annexe 

2), les milieux de culture (Annexe 1). 

 Matériels biologiques :  

Dans l’ensemble des travaux (l’article 01 et l’article 02) les microorganismes utilisés sont 

présents dans le tableau 05 :  

  
Tableau 5 : Matériels biologiques 

  

M
at

ér
ie

l 
m

ic
ro

b
ie

n
n

e 

Les 

articles  

Agent antagoniste La source  Les 

références  

 

 

 

Article 1 

Bacillus subtilis J9, Bacillus 

pumilus M3-16, Bacillus 

subtilis K1 11, Bacillus 

subtilis M1-20, Bacillus 

subtilis SR146, Bacillus 

licheniformis J24 

Virgibacillus marismortui 

K1-19 

Ces souches de référence  

Font partie de la collection 

des microorganismes du 

laboratoire de microbiologie 

et biomolécules actives de la 

Faculté des Sciences de Tunis 

(Tunisie).  

 

 

(Kammoun 

et al, 2009).          

 

 

 

 

Article 2 

 

les rhizobactéries des 

 genres : 

Bacillus : 

              -Bacillus 23      

             -Bacillus 14 

Pseudomonas : 

             -Pseudomonas 41 

             -Pseudomonas 23 

             -Pseudoomonas22 

Ces souches de référence 

isolée à partir de produits 

alimentaires "Socôco" et font 

partie de la collection du 

Laboratoire de 

Phytopathologie Embrapa 

Amazônia Orienta (Brésil).  

 

 

 

(Francisco, 

2016) 
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Article 1 

 

Les épis de Maïs 

 

Tunisie 
 

(Kammoun 

et al, 2009).          

 

Article 2 

 

Les épis de Maïs 

 

Brésil  
(Francisco, 

2016) 
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  Méthodes : 

 Isolement des microorganismes pathogènes : 

 Article 01 : 

Dans cet article, les deux champignons ont été isolés et identifiés au cours d’une étude 

prospective des espèces de Fusarium attaquant le blé dur en Tunisie. 

 Collecte d'échantillons : 

 Au cours de la saison de croissance de blé dur en 2004, 98 champs ont été prospectés au 

moment de la récolte dans quatre climats de la région du nord de la Tunisie (Bortoli et al, 

1969) (Figure 32 et tableau 6).  Ces régions climatiques représentent plus de 90% de la 

surface de production de blé en Tunisie.  Les champs ont été choisis arbitrairement en 

fonction d'une distance de séparation approximative de 10 km.  Dix épis de blé présentant des 

symptômes caractéristiques de la fusariose (McMullen et al, 1997 ; Manning et al, 2000). 

Étaient prélevés au hasard dans les champs de blé touchés. Le ces épis, les grains étaient ridés, 

ratatinés et parfois recouverts d'un blanc ou de couleur rose qui est un des symptômes 

caractéristique de la fusariose, comme décrit par Sutton (1982).  

Tableau 6 : les champs prospectés dans les quatre climats de la région du nord de la Tunisie d’où ont 

été prélevés les échantillons à analyser. 

Type de climat  Nombre des champs prospectés 

Climat subhumide 37 champs 

Climat semi-aride supérieur 21 champs 

Climat semi-aride moyen 20 champs 

Climat inférieur semi-aride 20 champs 
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Figure 32 : Carte de la Tunisie montrant la répartition des champs infestés sur différentes régions 

climatiques (Bortoli et al.,1969) 

 Isolement fongique et identification morphologique des champignons : 

 Pour l'identification ,100 grains choisis au hasard parmi les 500 g ont été stérilisés en surface 

pendant 3 min dans de l'hypochlorite de sodium à 1 %, puis laver deux fois dans l'eau distillée 

stérile puis séchée sur papier filtre stérile. Chaque cinq grains ont été placés sur le milieu 

dextrose de pomme de terre gélosé (PDA) contenant 100 µg ⁄ ml de sulfate de streptomycine 

et incubée à 25°C pendant au moins 7 jours. Les colonies dévellopée ont subit une discription 

macromorphologie et micromorphologique et ont été cultivés sur milieu PDA et incubé à 
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25°C pendant 5 à 7 jours. Parmi ces colonies 150 isolats ont été purifié par la culture 

monosporé.  

Pour préparer des cultures de spores uniques, les sporodochia extraits des colonies ont été 

placés dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml contenant 500 ul d'eau distillée stérile.  100 µl de 

cette suspension ont été étalé sur des boites contenent le milieu PDA et incubé à 20°C pendant 

une nuit.  Des conidies germées simples ont été localisées par microscopie et transféré sur  des 

boites contenent le milieu PDA séparées. Les cultures monoconidiales ont ensuite été sous-

cultivées sur Carnation Leaf Agar (CLA).  Les plaques ont été placées sous 12 h d'obscurité 

alternée⁄ 12 h de lumière noire combinée à 25 ° C pendant 15 jours. La forme et la taille des 

macroconidies, la cloisonnement, la présence ou l'absence de microconidies, de 

chalamydospores et  les périthèces ont été enregistrés sur CLA.  Morphologie des colonies, 

densité et pigmentation du mycélium aérien et des médias et l'étendue de la croissance des 

mycéliums étaient enregistré.  Les isolats ont été identifiés a l'échelle  de l'espèce basé sur les 

clés d'identification décrit par Booth (1971) et Burgess et al.  (1994).  Pour préserver  les 

cultures (mycéliums et conidies) de souches représentatives de chaque espèce cultivés sur 

CLA , ont été transférés aseptiquement dans 1 ml de glycérol-eau distilé  stérile 18%et 

congelé à -80 ° C. 

 Identification moléculaire : 

 Les isolats monoconidiaux sélectionnés ont été soumis à test PCR spécifique à l'espèce 

utilisant des amorces spécifiques à l'espèce publiées pour F. culmorum, F. 

pseudograminearum, F. avenaceum, F. graminearum .Les étapes de l’identification 

moléculaire sont les suivants : 

 Extraction d'ADN : 

 Les souches fongiques ont été cultivées pendant 5 à 7 jours dans 100 ml de  Potato Dextrose 

Broth milieu (PDB) à 20°C en utilisant des Fioles Erlenmeyer de 250 ml sur un agitateur 

rotatif à 120*tour. 

 Après filtration sur mousseline stérile, le mycélium a été lyophilisé ( réduit en poudre fine).  

L'extraction de l'ADN fongique a été effectuée selon le protocole de Moller et al.(1992).  

Environ 150 ul du mycélium ont été suspendus dans 500 µl  du Tampon TES (100 mm Tris-

HCl, pH 8,0, 10 mm EDTA,  2% SDS) et incubé avec 4µl de protéinase K pendant 30 mn à 

55 °C.  Après avoir ajouté 140 ul de NaCl (5M) et  65ul CTAB (10%), les tubes ont été 
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incubés pendant 10 min à 65 °C.  700 µl de chloroforme ⁄ alcool isoamylique ont été ajoutés et 

centrifugés (12 000 tour , 5 min).  La phase aqueuse a été transférée  dans un tube de 1,5 ml 

contenant 3 µl de RNAase (10 mg ⁄ ml) puis incubé à 37°C pendant 30 min.  Un volume de 

150 ul d'acétate d'ammonium ont été ajoutés et mélangé doucement.  Le mélange a été 

maintenu sur  la glace pendant 30 min puis centrifugé (12 000 tour , 1 min).  L'eau phase 

(environ µl500 ) a été transférée à un nouveau tube contenant un volume égal d'isopropanol et 

centrifugé (12 000 tour , 5 min).  Pastilles d'ADN obtenues ont été lavés deux fois avec 500 µl 

d'éthanol glacé (70 %) et séché à l'air.  Les culots ont été remis en suspension dans 25 µl de  

tampon (10 mm Tris-HCl, pH 8,0, 1 mm EDTA) et stocké à 20 °C.  L'ADN total a été 

quantifié par spectrophotométrie. 

 Procédure PCR : 

 Les PCR ont été réalisées en utilisant  25 ul de  mélange réactionnel, contenant 25 ng d'ADN 

fongique, 200 uM de chacun des dNTP, 1 µM de chacune des amorces de primer et 1,5 unité 

Taq polymérase dans un Tampon de réaction PCR (10 mm Tris-Hcl, pH 7,5 ; 50 mmKCl;  1,5 

mm MgCl2).   

Les amorces utilisées pour chaque espèce est répertoriée dans le tableau 6 : 

Tableau 7 : Espèces - amorces spécifiques utilisées pour identifier les espèces de Fusarium. 

Espèce  Primer  Amplification (pb) Référence  

F.culmorum FcOIF 

FcOIR 

570 (Nicholson et 

al.,1998). 

F.pseudograminearum FP1-1 

FP1-2 

523 (Aoki and 

O'Donnell.,1999) 

F.avenaceum AvF 

AvR 

920 (Lees.,1995). 

F.graminearum Fg 16NF 

Fg 16NR 

280 (Nicholson et 

al.,1998). 
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L'amplification de l'ADN a été réalisée dans un thermocycleur ″ Biometra, T-1,Gottingen, 

Allemagne″ en utilisant les programmes décrits par Nicholson et al.  (1998), Aoki et 

ODonnell (1999), Lees (1995), Nicholson et al.  (1996) et Nicholson et Parry (1996) pour 

F. culmorum, F. pseudograminearum, F. avenaceum, F. graminearum, respectivement.  Les 

produits ont été séparés par électrophorèse sur  1% de gels d'agarose avec bromure d'éthidium 

sur  40 mm de Tris-acétate  et 1,0 mm du tampon EDTA  et photographié sous lumière UV 

lumineux. 

 Quantification des mycotoxines dans les échantillons : 

La quantification du DON dans les grains infectés a été effectuée à l'aide d'un kit ELISA 

(enzyme-linked immunoassay).Pour cette analyse, 200 g de grains ont été collectés au hasard 

après récolte dans chaque champ infesté.  Les grains étaient ensuite broyés en une poudre fine 

et soigneusement mélangés. 5 grammes de grains moulus ont été secoués dans 25 ml d'eau 

distillée pendant 3 min et filtrés. 50 microlitres du filtrat ont été utilisés pour le Test ELISA.  

Les échantillons et les étalons ont été traités en utilisant le kit RIDASCREEN DON (R-

Biopharm AG, Darmstadt, Allemagne) selon les fabricants des instructions.  Ce kit permet 

de déterminer la concentration combinée de DON . L'absorbance a été mesurée à 450 nm. Un 

logiciel d'ascension multiskan (Labsystems, Helsinki, Finlande) a été utilisé pour le 

traitement des données. 

 Article 02 : 

Les échantillons étudiés ont été obtenue à partir de feuilles de Maïs cultivées dans un système 

de plantation collectés sur l'ensemble du territoire de Brésil. 

Les isolements sont effectués à partir des échantillons montrant des symptômes typiques 

d'anthracnose, de pourriture ou de dessèchement. Les parties de végétal infectées sont 

amenées au laboratoire et déposées pendant 24 à 48 heures sous humidité élevée, proche de la 

saturation afin de favoriser la sporulation du champignon. Lorsque les fructifications sont bien 

développées, les conidies sont prélevées à l'aide d'une aiguille stérile, transférées sur le milieu 

de culture Malt, en boite de Pétri et étalées avec un étaloire. Chaque isolat est alors cloné à 

partir de spores isolées .Parmi tous les clones qui présentent dans leur majorité un même 

faciès considéré comme caractéristique de l'isolat, un seul est retenu pour constituer la souche 

à identifier (Von arx, 1957). 

Toutes les cultures sont effectuées sur le milieu à l'extrait de Malt. Celui-ci peut être utilisé 

sous sa forme liquide pour les cultures réalisées en vue de l'analyse é1ectrophorétique ou des 
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inoculations, et sous forme solide par addition de vingt grammes d'Agar Agar pour la 

conservation des isolats et l'étude des caractéristiques morphologiques et culturales. La 

conservation des souches est assurée par culture en tubes à essai stockés à 20°C et à 

l'obscurité. Par ailleurs, différentes conditions de culture sont adoptées en fonction des 

caractères étudiés.  

Les caractères étudiés sont observés sur des thalles âgés de huit à quinze jours, cultivés en 

boîtes de Pétri de 12 cm de diamètre. Toutes les cultures sont soumises à des conditions 

d'environnement identiques, à savoir : température de 27°C ± 2, obscurité, 80-90 et l'humidité 

relative (Von arx, 1957). 

 Test d’antagonisme in vitro : 

 Article 01 :  

Le test d’antagonisme in vitro a été réalisé en adoptant la méthode de l’antagonisme direct 

(Co-culture sur milieu solide).  

L'évaluation du phénomène d'antagonisme est réalisé vis - à - vis du Fusarium culmorum et 

Fusarium pseudograminearum. Les champignons comme les espèces bactériennes 

proviennent de pré-cultures en boîtes de 8 mm de diamètre est prélevé puis déposé à l'aide 

d'un emporte-pièce stérile sur une boîte de Pétri contenant soit le milieu PDA (Potato 

Dextrose Agar) ou le milieu TSA (Tryptic Soja Agar) .A une distance de 3 cm de la pastille 

du Fusarium, une souche bactérienne (Bacillus subtillus) est ensemencée en trait. Chaque 

souche bactérienne est confrontée au F.culmorum et au F.pseudograminearum(Figure 33). 

 Le témoin consiste en une boîte contenant une pastille du champignon de 8 mm de diamètre 

et où l'inoculum bactérien est remplacé par l'eau distillée stérile (Dennis et Webster, 1971 ; 

Wong et Baker, 1984 : Weller et Cook, 1986 ; Inam - ul - Haq et, 2003). L'incubation des 

boîtes est faite à 28 ° C pendant 5 jours. La lecture des résultats consiste à mesurer la distance 

parcourue par le champignon en direction de l'antagoniste bactérien. 

Ainsi le pourcentage d'inhibition (%) de développement du champignon a été calculé en se 

basant sur la formule de Whipps (1987) :   

(%) 𝒊𝒏𝒉𝒊𝒃𝒊𝒕𝒊𝒐𝒏 =  [( 𝑹𝒕é𝒎𝒐𝒊𝒏 −  𝑹𝒕𝒆𝒔𝒕 ) / 𝑹𝒕é𝒎𝒐𝒊𝒏] 𝑿 𝟏𝟎𝟎 

R 𝑡é𝑚𝑜𝑖𝑛 : distance radiale max de la croissance du champignon.  

R    𝑡𝑒𝑠𝑡    : distance radiale sur une ligne en direction de l'antagoniste.  
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A partir de 20 % on peut parler d'inhibition.  

 

Figure 33 : Méthode de confrontation directe en boite de pétri entre les souches bactériennes et l'agent 

phytopathogénes 

Les confrontations réalisées :  

 sur milieu PDA : confrontation entre F. culmorum et Bacillus subtilis M1-20 

 sur milieu PDA : confrontation entre F. pseudograminearum et Bacillus subtilis M1-

20. 

 sur milieu TSA : confrontation F. culmorum et Bacillus subtilis SR-146. 

 sur milieu TSA : confrontation entre F. pseudograminearum et Bacillus subtilis SR-

146 

On plus, ils ont fait des autres confrontations entre deux bactéries et un champignon 

pathogène : 

 la souche J9   la souche SR-146 contre F. culmorum 

 la souche J9   la souche SR-146 contre F. pseudograminearum 

 



                                                                                                               Matériels et méthodes  

 

52 

 

 Article 01 : D'autre test en était effectué par les auteurs de l'article 1 qui sont 

-la détection des composées volatiles. 

- la germination des spores. 

- l’essai d’antagonisme in vivo. 

-Dosage des mycotoxines dans des grains infestés. 

 Effet de l’antagoniste sur le nombre et la germination des spores : 

 Tout d’abord, pour tester l’effet de l’antagonisme bactérien sur le nombre des spores des 

deux espèces, un milieu PDB (Potato Dextrose Broth) a été inoculé par les deux espèces de 

Fusarium séparément.  Après incubation pendant 5 jours à 25°C, 200µl du milieu inoculé ont 

été utilisés pour une deuxième inoculation d’un milieu PDA qui a été à son tour incubé durant 

10 jours à 25°C. Par la suite les cultures fongiques ont été raclées et filtrées pour obtenir une 

suspension sporale dont la concentration a été ajustée à 106 spores/ml Sachant qu’au cours de 

ce test les colonies des bactéries antagonistes ont été cultivées sue le milieu TSB à 5% NaCl 

pendant 48h à 30°C. Ce test a été réalisé dans des tubes eppendorfs stériles, 200 μl de la 

culture bactérienne ont été mélangés avec 200 μl de la suspension sporale additionné d’1 μl 

d’eau stérile à 5% glucose et incubés pendant 24h à 21°C. Le tube témoin n’a pas été 

ensemencé. Le même mélange décrit précédemment a servi pour déterminer l’effet des 

bactéries antagonistes sur la germination des spores des deux espèces F. culmorum et 

F.pseudograminearum. Les résultats sont détectés par description de nombre de spore 

observée sous le microscope. 

 Détection des composés volatils susceptibles d’être secrétés par les 

bactéries antagonistes :   

Cette technique consiste à confronter indirectement la souche bactérien ″Bacillus subtills″ 

avec le champignon phytopathogène ″ Fusarium spp ″ et évaluer l'action antagoniste grâce à 

l'action des substances volatiles sécrétées par la bactérie testée. Pour détecter les composés 

volatils susceptibles d’être secrétés par les bactéries antagonistes, le test suivant a été adopté : 

d’une part une boite de Pétri contenant un milieu TSA a été ensemencée par la bactérie 

antagoniste bacillus subtills et incubée pendant 24h à 30°C. Puis dans des conditions stériles 

son couvercle est remplacé par le fond d'une autre boîte contenant du milieu PDA (Annexe l), 

ensemencé par une pastille de 8 mm de diamètre du champignon Fusarium ; les 2 fonds de 

boîtes superposés sont scellés avec du parafilm afin d'éviter toute déperdition de substances 

volatiles (Figure 34). Dans la boîte servant de témoin , l'inoculum bactérien est remplacé par 

de l'eau distillée stérile ( Fiddaman et Rossall , 1993 ; Montealegre et al . , 2003 ; 
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Chaurasia et al . , 2005 ; Trivedi et al . , 2006 ) . L'incubation est faite à 28 ° C pendant 5 

jours. Les composés volatiles sont ensuite identifiés par comparaison des spectres de masse et 

des indices de rétention linéaire (LTPRI) avec les références de la base de données et les 

indices de rétention linéaire publiés dans la littérature Après extraction et analyse de ces   par 

chromatographie gazeuse couplée à la spectrophotométrie de masse 

 

Figure 34 : le montage expérimental qui est effectuée pour détecter les composée volatiles 

 Effet des fractions extra et intracellulaire bactériennes sur la 

croissance mycélienne des espèces fongique 

Les mycéliums des espèces fongiques ont été récupérés et dispatchés dans des tubes 

ependorfs. Puis, la concentration des tubes a été ajustée par le tris-HCl afin d’homogénéiser 

les concentrations. Ensuite, 800 μl de mycélium additionné à 100 μl de fraction intra ou extra 

cellulaire ont été mis dans un tube eppendorf et incubés pendant 14h à 37°C. Enfin, l’effet des 

bactéries antagonistes sur la croissance mycélienne a été évalué par la mesure de la densité 
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optique à une longueur d’onde de l’ordre de 540 nm par un spectromètre. Sachant que les 

fractions extra et intracellulaires sont obtenues comme suit : 

 -Pour l’obtention de la fraction extracellulaire, la culture bactérienne est centrifugée pendant 

15 min à 8000 tours par minute. Le surnagent est dispatché sur des tubes coniques et 

concentré avec 3 volumes d’acétone puis incubé pendant 4h à -20°C. Par la suite la solution 

est centrifugé pendant 45 min à 12000 tours, le culot est récupéré et additionné à 200μl de 

tris-HCl, (0,1M, pH8).   

-Pour avoir la fraction intracellulaire, le culot est lavé avec une solution de NaCl (M=1%) 

puis le culot est mélangé avec 800μl de TEP pH7.5, 25 mM. Par la suite, le culot a subi une 

sonication, suivie d’une centrifugation pendant 30 min à 12000 rpm, ce qui aboutit à un 

surnageant qui constitue la fraction intracellulaire.    

 Test d’antagonisme in vivo sur des épis de Maïs :  

Les études précédentes a permis de montrer les capacités antagonistes in vitro de quelques 

souches bactériennes « bacillus subtilus » contre des champignons phytopathogénes 

« F .culmorum, F .pseodograminearum » 

Cependant, les résultats des expériences réalisées in vitro ne représentent pas toujours les 

réalités naturelles. En effet, plusieurs auteurs ont montré que des microorganismes ayant 

montré un fort pouvoir antagoniste in vitro, ne présentent plus d’intérêt une fois retournés 

dans L’in vivo. Ce fait, peut s’expliquer par plusieurs raisons dont le manque d’adaptation au 

milieu dans lequel ils sont introduits, l’inefficacité des antibiotiques secrétés ; ces derniers 

sont métabolisés et par conséquent n’atteignant pas leurs cibles.  

Il apparait donc nécessaire de vérifier l’action antagoniste des microorganismes que nous 

avons sélectionnés « bacillus subtilus » sur le « F .culmorum et F .pseudograminearum » in 

vivo.  

 Condition d’expérimentation :  

Une désinfection de la semence a été réalisée selon la technique de Messiaen et al.,(1991), les 

épis du Maïs sont désinfectées au préalable par un trempage dans l’alcool à 70% pendant 1 

min puis rincées abondamment à l’eau distillée stérile (Benhamou et al., 1997), puis dans une 

solution de l’hypochlorite de sodium à 2%  pendent  10 min , puis  rincées  quatre fois à l’eau 

distillée stérile et séchées par un papier filtre.  
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Puis des sites d’inoculation ont été créés à l’aide d’un emporte-pièce stérile. Les sites 

d’inoculation ont été créés de telle façon qu’ils ont la même surface sachant que le même 

nombre de site a été créé pour chaque épi. 

 Production de la suspension sporale du champignon :  

Les spores des deux champignons phytopathogène sont obtenues en inondant une culture de 

14 jours sur milieu PDA (incubée à 28 ° C) avec 10 ml d'eau distillée stérile, les conidies sont 

délogées en grattant la surface du milieu avec le bout d'une pipette Pasteur stérile. Le liquide 

résultant est filtré à travers 4 couches de mousseline autoclavée (toile de coton) pour éliminer 

les débris du mycélium et du milieu. Le filtrat obtenu contenant les spores est lavé 2 fois avec 

de l'eau distillée stérile et la suspension sporale est centrifugée à 1000 g pendant 5 minutes. 

La concentration des conidies est estimée à l'aide une cellule de Malassez et ajustée à la 

concentration voulue (5.10³ spores / ml) en y rajoutant de l'eau distillée stérile (Omar et al ., 

2006 ) . 

 Production de la suspension bactérienne : 

Des boîtes de Pétri contenant le milieu nutritif gélosé sont ensemencées en stries et incubées 

pendant 24 h à 30 ° C. Les boîtes sont ensuite inondées avec 10ml d'eau distillée stérile puis 

grattées avec une pipette Pasteur stérile, la suspension récupérée est homogénéisée par 

agitation à l'aide d'un vortex. Des flacons contenant 50 ml d'YPG (Annexe 1) sont inoculés 

avec 100 μl de l'inoculum bactérien et incubés à 30 ° C pendant 48 h (Omar et al. 2006) . 

 Inoculation : 

                        -Inoculation bactérienne :  

A partir de culture conservées sur milieu King B, les souches bactériennes ont été purifiées 

avec plusieurs repiquages à 37°C pendant 24 h.A l'aide d'une anse de platine stérile, la crème 

bactérienne âgée de 48 h est raclée délicatement et mise en suspension dans 600 ml de l'eau 

physiologique stérile, une bonne homogénéisation est pratiquée.  

                        -Inoculation fongique :  

Afin de préparer l'inoculum nécessaire à l'infestation artificielle, F .culmorum et F 

.pseudograminearum été cultivé sur le milieu PDA gélosé. Les cultures obtenues sont raclées 

et mises en agitation dans l'eau physiologique stérile pendant 2 jours (Tello-marquina et 

Alabouvette, 1984).  
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Cette suspension a été ajusté par l'eau physiologique stérile à une concentration de 0.15 à 0.17 

conidies/ml, une quantité de 20 ml de cette suspension a été appliqué dans chaque lésion (Liu 

et al. 2008).   

L’inoculum fongique est appliqué après quatre jours de l’application de l’inoculum bactérien 

Les traitements effectués :  

 (A) épis inoculés par le champignon C1.  

 (B) épis inoculés par C1 et la bactérie J9.  

 (C) épis inoculés par C1 et la bactérie SR146. 

 (D) épis inoculés par le champignon G2. 

 (E) épis inoculés par G2 et la bactérie J9. 

 (F) épis inoculés par G2 et la bactérie SR146. 

Le taux d’infestation des épis de Maïs a été déterminé par le comptage des grains de maïs 

infectés par rapport à la totalité des grains par épi. De plus, le pourcentage de la réduction de 

la fusariose des épis de Maïs a été calculé en utilisant la formule suivante :  

                                           𝑹(%) =  (𝑨 − 𝑩/𝑨) ∗ 𝟏𝟎𝟎  

Avec :  

 A est le diamètre de la lésion enregistré dans les épis non traités inoculés uniquement 

par le pathogène 

  B le diamètre de la lésion dans les épis traités par l’antagoniste. 

 Dosage des mycotoxines dans des grains infestés : 

 Ce test a porté particulièrement sur le dosage du déoxynivalenol (DON). Il s’agit de la 

trichothécène la plus fréquemment associée à la fusariose de l’épi en Tunisie. La production 

du DON par ces espèces dans des échantillons de grains de maïs infestés a été estimée au 

moyen d’un kit ELISA (enzymelinked immunoassay). Généralement, cette méthode permet 

de visualiser une réaction antigène anticorps grâce à une réaction colorée produite sur un 

substrat, d’une enzyme préalablement fixée à l’anticorps. Avant l’analyse, des échantillons de 

200 g de grains ont été broyés et divisés en sous-échantillon de 5 g. Ensuite, 25 ml d’eau 

distillé stérile ont été ajoutés pour chaque sous-échantillon. Le mélange a été d’abord agité 

vigoureusement pendant 3 minutes, ensuite filtré sur papier filtre Whatman. Cinq microlitres 

de chaque filtrat ont été utilisés pour le test ELISA. Les standards et les échantillons ont été 
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analysés suivant les instructions du fournisseur RIDASCREEN® DON Kit (R- Biopharm 

AG, Darmstadt, Germany). Sachant que ce kit détermine les concentrations de DON, 

3AcDON, et 15-AcDON combinées. Ce test a été réalisé en plusieurs étapes. Au début, 50 μL 

de chaque solution étalon ou échantillon ont été ajoutés dans les puits correspondants. Puis, 

50 μL du conjugué enzymatique et 50 μL de solution d’anticorps anti-deoxynivalenol ont été 

ajoutés. Le mélange a été ensuite agité doucement, en effectuant un mouvement circulaire de 

la plaque, et incubé pendant 30 mn à la température ambiante (20-25 °C). Pour retirer tout le 

liquide des puits, ces derniers ont été vidés en renversant la plaque de microtitration, sur du 

papier absorbant. Par la suite, les puits ont été remplis avec 250 μL de tampon, puis vidés de 

nouveau, et l’opération a été répétée deux fois. Les puits ont été remplis de nouveau par 

l’ajout de 100 μL d’une solution substrat/chromogène. Le mélange a été agité doucement et 

incubé à l’obscurité et à la température ambiante (20-25 °C) pendant 15 mn. Le test a été 

terminé par l’ajout de 100 μL de solution stop dans chaque puits, en agitant doucement et en 

effectuant un mouvement circulaire sur la paillasse. Enfin, dans les 10 mn suivantes, 

l’absorbance a été mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre Multiskan Ascent® software 

(Labsystems, Helsinki, Finland) à une densité optique λ=450 nm. 

 Article 02 : 

L'expérience a été réalisée par la méthode d'appariement des colonies.  Pour cela, le 

pathogène colletotrichum graminicola a été cultivé en milieu PDA pendant sept jours et les 

rhizobactéries Bacillus et Pseudomonas ont été réactivé en milieu de culture NA (Nutrient-

Agar) pendant 48 heures.  Puis des disques de mycélium de la pathogène (Figure 35) (ø = 9 

mm) prélevé à l'extrémité des colonies ont été placés individuellement dans le centre de boîtes 

de Pétri contenant du milieu PDA (Figure 36), où un cercle de croissance bactérienne a été 

préalablement tracé le long du bord de celui-ci, à l'aide d'une tige de verre.  Et des plaques 

contenant un seul disque de mycélium pathogène ont été utilisées comme témoins, en 

l'absence des rhizobactéries.  Les plaques ont été conservées dans un incubateur de type BOD 

à une température de 28 ± 2 ºC et photopériode lumière/obscurité de 12 h pendant sept jours.  

La conception expérimentale était entièrement avec cinq traitements, constitués de cinq 

rhizobactéries (B23, B14, P22, P23 et P41) et témoin et cinq répétitions.  Les évaluations ont 

été faites quotidiennement, commençant 24 heures après la configuration du test, mesurant la 

croissance radiale (mm) des colonies de pathogènes, jusqu'à ce terminer sa croissance dans le 

traitement témoin.   
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Figure 35 : prélèvement des disques mycéliens 

 

             Figure 36 : Méthodes d'ensemencement des souches 

  Analyse statistique : 

 Article 1 : 

L’analyse statistique a été réalisée à l’aide du logiciel GraphPad Prism (2009) pour l’analyse 

de la variance en appliquant le test Annova traitement Dunnet (bilatéral). Toutes les analyses 

statistiques ont été faites pour un intervalle de confiance de 5 %. 
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 Résultats d'isolement des microorganismes pathogènes :  
 

 Article 1 :  

 Répartition du FHB en Tunisie : 

Parmi les 98 champs prospectés, 45 ont montré des symptômes de la FHB(fusarium head 

blight ) .  Ces cultures de blé infectées étaient limité au subhumide et au semi-aride supérieur 

régions où un pourcentage élevé de champs malades était enregistré (Figure 32, Tableau 8).  

Dans ces domaines respectifs, 78 et 80 % des champs échantillonnés présentaient des 

symptômes de FHB avec une incidence allant de 2 à 68% des noyaux échantillonnés.  Les 

symptômes visuels ont ensuite été confirmés par l'isolement fongique et leur identification. 

Tableau 8 : Répartition de la fusariose de l'épi dans les régions climatiques prospectées 

Type de climat  Nombre des champs 

prospectés 

pourcentage des champs 

infestés  

Climat subhumide 37 champs 75,7 

Climat semi-aride supérieur 21 champs 80,9 

Climat semi-aride moyen 20 champs 0 

Climat inférieur semi-aride 20 champs 0 

Total 98 64,4 

 

Cette enquête a montré que la fusariose n'était pas répandue en Tunisie en 2004 et était limitée 

à deux régions climatiques, les zones subhumides et semi-arides supérieures où 78% des 

champs prospectés présentaient des symptômes de fusariose. Or, ces régions représentent plus 

de 60% de la superficie céréalière en Tunisie. L'irrégularité des précipitations et la 

prédominance du système de culture pluviale en Tunisie sont généralement des conditions 

favorables à la pourriture du collet (Gargouri et al., 2001). L'apparition de la FHB en 2004 a 

pu être favorisée par des conditions climatiques exceptionnelles, notamment une humidité 

relative élevée lors de la floraison fin mars. 
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 Identification des espèces pathogènes isolés : 

Cette étude a révélé que 41 % des grains analysés prélevés sur les 45 épis de blés malades 

cultures ont été infectées par les éspeces de  genre  Fusarium .  D'après la morphologie des 

colonies, ces souches peuvent être regroupées en quatres  espèces : F. culmorum, F. 

graminearum et F. avenaceum.F.pseoudograminearum   Souvent les trois différentes espèces 

pourraient être récupérées à partir du même champ.  

Les caractéristiques microscopiques des souches monoconidiales cultivées sur CLA confirme 

ces observations.  Cependant, les souches de F.graminearum pourraient produire des 

périthèces sur CLA. 

Ainsi, toutes ces souches ont été classées dans le groupe 1 de F. graminearum comme décrit 

par Burgess et al.  (1994) ou F. pseudograminearum comme récemment nommé par Aoki et 

ODonnell (1999).  

Les F. pseudograminearum sont caractérisées par un mycélium pigmenté ou non, aérien ou 

ras. L’observation de la pigmentation est réalisée au niveau du mycélium aérien et sur le 

mycélium situé au contact direct de la gélose (cette dernière observation s’effectue en 

retournant la boîte)(Figure 37). 

De plus, les spores parfois groupées en sporodochies (fructifications dans laquelle la masse 

conidienne est supportée par un stroma couvert de courts conidiophores), peuvent donner à la 

colonie un aspect « gras ». 

 

Figure 37 : la forme des conidies du Fusarium pseudograminearum 

Différentes forme des conidies du 

Fusarium pseudograminearum      
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Pour les F.culmorum, la morphologie de ces colonies ne permet pas à elle seule de l’identifier 

: le mycélium aérien est lâche, la pigmentation varie du rouge carmin au brun.Ce champignon 

possède des macroconidies souvent abondantes réparties sur le mycélium en 

microsporodochies, ainsi que quelques chlamydospores volumineuses, sans rigidité apparente, 

réparties sur les hyphes. 

Pour ce champignon, aucune caractérisation ne peut être réalisée par simple observation de la 

morphologie des colonies qui présentent des caractéristiques identiques. On note souvent, la 

présence d’un mycélium aérien compact de couleur rosée.La vitesse de croissance des 

souches varie à 25 °C, entre 10,6 et 11 mm par jour.Les macroconidies se développent surtout 

au contact du milieu gélosé, sous le mycélium aérien et sont peu nombreuses. Elles sont très 

caractéristiques : de courbure parfaite, une extrémité terminale pointue et sont constituées de 

5 à 6 cellules. De taille assez imposante (27-40 gm), leur plus grande largeur (4-6 gm) se situe 

dans leur partie médiane. Il arrive que l’on observe sur les macroconidies, des 

chlamydospores en forme de ballonnets intercalaires d’apparence très rigide (Messiaen et al, 

1976) (Figure 38). 

 

Figure 38 : la forme des conidies du Fusarium culmorum 

 Identification moléculaire :  

Par ailleurs, le couple d'amorces FC 01F ⁄ FC 01R a amplifié la taille de fragment attendue  de 

570 pb décrit par Nicholson et al.  (1998) en tout isolats sélectionnés de F. culmorum. 

 De plus, les amorces FP1-1 et FP1-2 amplifiaient un fragment spécifique de 520 pb tel que 

décrit par Aoki et ODonnell (1999) dans toutes les souches de F. pseudograminearm (Figure 

39). 

Différentes formes des conidies 

du Fusaruim culmorum 
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Figure 39 : Amplification de l'ADN de quatre isolats de Fusarium pseudograminearum .piste m : 

marqueur de taille de 100 pb (invitrogen, carls-bad, États-Unis) : pistes 1-4 amplifiée avec l'ensemble 

d'amorces FP1-1/FP1-2 Fusarium pseudo spécifique, 523 pb de paire 

L'analyse de ces résultats a montré que  F. culmorum était l’espèces le plus abandant . il a été 

isolé à une fréquence de 26 %.  Les fréquences des espèces et les pourcentages de 

récupération des espèces dans les différents champs ont été résumés dans Tableau 9. 

Tableau 9 : Espèces contaminants exprimées en pourcentage du nombre total d'espèces isolées et en 

pourcentage des champs contenant l'isolat 

Espèces  Pourcentage total des 

espèces  

Pourcentage du champ 

contenant l'isolat 

Fusarium culmorun 

 

26 55,5 

 

Fusarium pseudograminearum 

 

9 44,4 

Fusarium avenacem 1 ,5 17 ,7 
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une diminution de la fréquence de F. culmorum a également été observée dans d'autres 

régions du monde comme les Pays-Bas (Waalwijk et al., 2003), la France (Ioos et al., 2004) 

et le Royaume-Uni (Jennings et al., 2004) . De nombreux facteurs pourraient contribuer à ces 

résultats, tels que les conditions environnementales, les pratiques de culture et le traitement 

fongicide (Burgess et al., 1975). 

Dans les pays du nord de la Méditerranée, F. graminearum, F. culmorum et F. avenaceum 

sont généralement les espèces les plus communes. Cependant, dans cette étude, les critères 

morphologiques et moléculaires n'ont pas permis de classer toute souche récupérée des grains 

comme F. graminearum.  

F. pseudograminearum a également été isolé à partir de grains de blé au cours de l'enquête. Il 

a été récupéré sur plus de 40 % du champ prospecté. Cette espèce est principalement associée 

à la pourriture du collet du blé et de l'orge (Burgess et al., 1975). Il a également été isolé à 

partir de bases de tiges de blé en Tunisie (Gargouri et al., 2001). Néanmoins, il a été signalé 

comme la cause de la fusariose dans de nombreuses régions d'Australie (Burgess et al., 

1987 ; Manning et al., 2000 ; Akinsammi et al., 2004 ; Tan et al., 2004). 

 Article 2 : 

En culture pure, le mycélium présente des aspects variables. Généralement caractérisé par des 

thalles présentant un mycélium aérien ras, très peu développé, presque adhérent à la surface 

du milieu de culture. Certains isolats de l'espèce C. graminicola ont la particularité de 

produire un pigment diffusant dans le milieu de culture dont le thalle est fortement coloré 

violet. Les conidies de cette espèce sont typiquement allongées régulièrement arquées aux 

extrémités arrondies mais effilées, hyalins et unicellulaires. Von ARX et MULLER (1954) 

donnent 22-38 um x 4-7um comme dimensions moyennes . 
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Figure 40 : la forme des conidies de colletotrichum graminicola 

 Résultats d’antagonisme in vitro : 
 

 Article 01 : Les résultats du test d’antagonisme in vitro ont montré une inhibition de 

la croissance fongique. Cette inhibition est variable selon la souche bactérienne et 

l’isolat de Fusarium testé (Figure41) : 

 

Figure 41 : Test d’antagonisme direct in vitro 

Différentes forme des conidies de 

colletotrichum graminicola 
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Les résultats de ce test ont montré globalement que parmi les sept bactéries testées, quatre 

souches bactériennes ont révélé un pouvoir d’inhibition de croissance à savoir : J9, SR-146, 

M1-20 et K1-11 avec des taux d’inhibition allant de 11.66 % à 58.33 % (Figure 42). Sur le 

milieu TSA, les meilleurs taux d’inhibition des isolats F. culmorum et F. pseudograminearum 

ont été marqués par la souche M1-20 avec des taux de l’ordre de 55% et 58% respectivement. 

Alors que sur le milieu PDA, les taux d’inhibions de la croissance fongique les plus élevés ont 

été marqué par la bactérie J9. 

 

Figure 42 : Effets des bactéries antagonistes sur la croissance mycéliennes des deux espèces de 

Fusarium sur les milieux de culture PDA et TSA. Avec C1 : F.culmorum, G2 : F.pseudograminearum. 

Ce test a montré que le pouvoir d’inhibition ne dépend pas uniquement de la bactérie ou du 

pathogène mais également du milieu de culture. Sur le milieu de culture PDA bacillus subtilis 

est sans effet sur la croissance mycélienne de F. culmorum mais elle a montré une faible 

inhibition de croissance vis-à-vis de F. pseudograminearum. Alors que sur le milieu TSA 

bacillus a manifesté un fort antagonisme envers F. culmorum et un pouvoir d’inhibition de 

croissance de F. pseudograminearum plus élevé que celui enregistré sur le milieu PDA.Ces 

résultats peuvent être expliqués du fait que les composants nutritionnels du milieu jouent un 

rôle important dans la production des métabolites antifongiques par les Bacillus spp (Hebbar 

et al, 1992).  La différence dans l’effet inhibiteur de croissance du mycélium peut être due au 
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milieu de croissance des deux antagonistes, ainsi le milieu du test peut influencer le degré de 

l’antibiose manifesté par les antagonistes (Cavalglieri et al, 2005). 

 Les résultats des autres expériences qui sont fait par les 

auteurs de l’article 1 :  

 Effet de l’antagoniste sur le nombre et la germination des spores : 

Les résultats de ce test ont montré que parmi les bactéries testées, les souches J9 et SR146 ont 

réduit considérablement le nombre de spores. D’ailleurs la souche SR146 a inhibé 

complètement la sporulation de F. culmorum. Les autres souches sont dotées aussi d’une 

activité antifongique variable à l’exception de la souche J24 qui a réduit légèrement le nombre 

de spores. La réduction de nombre de spores peut être en relation avec la quantité de 

substances antifongiques sécrétées par les bactéries antagonistes qui inhibent la division des 

spores et leur germination. 

Les observations microscopiques ont montré aussi l’efficacité des bactéries antagonistes sur la 

germination des spores des deux isolats de Fusarium. Au bout de 24 h et sans traitement 

bactérien les spores ont germé pour donner naissance aux hyphes mycéliens qui s’allongent et 

s’enchevêtrent (Figure 43, A). 
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Figure 43 : Observation microscopique montrant l’effet des bactéries antagonistes sur la germination 

des spores des deux espèces de Fusarium après 24h d’incubation 

 (A) Témoin C1   

 (B) Spores de C1 additionnées d’une suspension bactérienne de J9   

 (C) Spores de C1 additionnées d’une suspension bactérienne de SR-146  

 (D) Témoin G2   

 (E) Spores de G2 additionnées d’une suspension bactérienne de J9   

 (F) Spores de G2 additionnées d’une suspension bactérienne de SR-146. 

Cependant, les bactéries antagonistes notamment J9 et SR146 ont entravé la germination des 

spores de C1 et G2 (Figure 43, B, C, E, F).L’observation microscopique a montré aussi q 

inhibitions de la croissance mycélienne supérieure à 45 % par antagonisme entre l'isolat de B. 

subtilis contre plusieurs champignons phytopathogènes du sol, tels que Fusarium spp. 

Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Rhizopus sp. Par la production de métabolites du type 

lipopeptidique(Desjardin et al., 2004).et après 24h d’incubation dans l’eau glucosé à 5%, les 

spores de F.culmorum ont fortement germé alors que celles de F.pseudograminearum ont 

moyennement germé (Figure 43, A, D). Les spores jouent un rôle primordial dans l’incidence 

et la dissémination de la fusariose de l’épi de maïs (Desjardin et al., 2004). En effet, Réduire 

le nombre de spores et/ou leurs germinations, c’est réduire la propagation de la maladie.     
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 Effet des composés volatils secrétés par les bactéries antagonistes :  

L’essai de la culture des espèces de Fusarium en présence des agents antagonistes montre 

l’aptitude de ces agents à diminuer le développement des champignons.D’ailleurs, les 

résultats de ce test ont montré que la souche SR146 a réduit la croissance de F.culmorum de 

45 % et F.pseudograminearum de 51 % (Figure 44).  

 

Figure 44 : Effet des antagonistes bactériennes sur la croissance mycélienne des isolats F.culmorum 

(C1) et F.pseudograminearum (G2) (des souches : M1-20, K1-11). 

 

La souche J9 a réduit la croissance de F.culmorum de 55 % et F.pseudograminearum de 52 

%. La souche SR146 a réduit la croissance de F.culmorum de 45 % et F.pseudograminearum 

de 51 % (Figure 45). 
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Figure 45 : Effet des antagonistes bactériennes sur la croissance mycélienne des isolats F.culmorum 

(C1) et F.pseudograminearum (G2) (des souches : J9, SR46). 

Les résultats de ce test ont montré qu’à part, les substances antifongiques diffusibles, les 

Bacillus spp produisent également des substances volatiles capables d’inhiber la croissance de 

Fusarium. Ces résultats concordent avec plusieurs travaux montrant la capacité des espèces 

du genre Bacilllus à produire des composants volatiles antifongiques (des alcools, les cétones, 

les aldéhydes, les pyrazines, les esters, les pyridines et les composés benzéniques ….).  

 Les observations microscopiques ont montré que les composants volatils ont causé des 

aberrations au niveau des structures mycéliennes de Fusarium : des lyses au niveau des 

hyphes, une vacuolisation ainsi qu’une granulation des structures mycéliennes et un 

gonflement anormal des conidies. 
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 Test d’antagonisme in vivo sur des épis de maïs :  

Les bactéries qui ont manifesté une activité antifongique in vitro ont été utilisées pour des 

essais in vivo sur des épis de maïs. Les résultats de ce dernier test ont montré que les souches 

bactériennes sélectionnées ont permis la réduction de la propagation du mycélium du 

pathogène (Figure 46). En effet, la souche J9 a réduit la maladie de l’ordre de 64.22 % pour 

les épis inoculés par F. culmorum (C1) et de l’ordre de 68.57 % pour ceux inoculés par F. 

pseudograminearum (G2). 

 

Figure 46 : Effet des bactéries antagonistes sur la fusariose d’épi de maïs in vivo 

L’espèce SR-146 s’est avérée également efficace contre la maladie qui se trouve atténué de 

60% quand les épis ont été inoculés par C1 et de 50% pour les épis inoculés par G2. 

Cependant l’espèce M1-20, hautement active in vitro, a réduit de 43 % et de 40 % la maladie 

quand les épis ont été inoculés respectivement par C1 et G2. De même la souche K1-11, a 

réduit moyennement la maladie (Figure 46). L’analyse statistique des résultats obtenus 

confirme l’effet réducteur exercé par les bactéries antagonistes sur l’intensité de la fusariose 

du maïs. La réduction de la maladie a été hautement significative pour toutes les bactéries 

testées pour le cas de F. culmorum. Alors que pour la souche F. pseudograminearum, l’effet 

réducteur exercé par les bactéries antagonistes a été variable allant d’une réduction non 

significative à une réduction hautement significative. Il est généralement connu que 

l’expression d’antagonisme des micro-organismes envers un pathogène dans un milieu de 

culture ne peut pas être évidement garantie sous serre ou en plein champ. En effet, il a été 
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démontré que la corrélation entre l’antibiose in vitro et le contrôle biologique in vivo est 

fréquemment incohérente (Reddy et al, 1993).   

Bevivino et al (1998) ont obtenu une faible corrélation entre les résultats obtenus in vitro et 

ceux trouvés sous serre quand ils ont voulu évaluer la capacité des Bacillus subtilis à réduire 

F. moniliforme et F. proliferatum dans le maïs. Cependant, la présente étude plaide en faveur 

d’une importante corrélation entre l’antagonisme obtenu in vitro et la capacité de B. subtilis à 

inhiber la colonisation de Maïs par les espèces de Fusarium. L’étude menée par Cavalglieri 

et al, (2005) a montré l’efficacité de B. subtilis CE1 in vitro ainsi qu’in vivo dans la réduction 

de F. verticilloides et F. graminearum dans les grains de Maïs.  Les résultats des travaux de 

Palazzini et al (2007) concordent avec nos résultats, en effet les espèces de Bacillus 

selectionnées ont réduit la sévérité de la fusariose de Maïs de plus de 71% sous serres mais 

ces bactéries n’ont pas réduit l’incidence de la maladie. Cette remarquable réduction de 

sévérité de la maladie est similaire à celle rapportée par Da Luz (2000) en utilisant Bacillus 

megatherium et Bacillus subtilis. 

 

Figure 47 : Effet des bactéries antagonistes sur la fusariose du Maïs. 

 Dosage du déoxynivalenol (DON) dans des grains infestés : 

. Les résultats ont montré que les teneurs en trichothécènes de type DON ont varié selon la 

bactérie antagoniste de 6.2 à 11.5 ppm Des travaux ultérieurs réalisés par Khan et al (2004) 

ont montré que le contenu des grains de maïs a été rarement réduit par les traitements 

biologiques même si la sévérité de la maladie a été significativement réduite par les espèces : 

Bacillus subtilis AS433, B. subtilis AS434, B. subtilis OH131.1. Ces données s’opposent aux 
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résultats trouvés au cours de cette étude qui ont montré que la bactérie Bacillus subtilis J9 a 

considérablement réduit le taux des DON dans les grains de maïs. De plus, les résultats 

trouvés sont en concordance avec ceux de Palazzini et al (2007) qui a montré que 

l’antagonisme exercé par la présence de bactéries spécifiques (Bacillus spp) peut influencer la 

production de mycotoxines. En fait, parmi 22 isolats testés 50% étaient capables de diminuer 

le taux de DON à des niveaux indétectables dans les grains de maïs irradiés.  Plusieurs études 

s’orientent vers la nécessité de lutter contre la croissance des champignons pathogènes de 

genre Fusarium afin de réduire la contamination des aliments par les mycotoxines secrétées 

par ce genre de champignons. Cette idée est contrariée par des études plus récentes qui ont 

mis en évidence le rôle des mycotoxines comme facteur de virulence qui favorise 

l’installation et la propagation du champignon pathogène. Maier et al (2006) met en évidence 

le rôle de DON dans la colonisation des épis de maïs.  

 Résultats de l’antagonisme in vitro de l’article 2 : 

Il a été observé que tous les isolats de rhizobactéries testés présent un effet antagoniste 

Significatif sur la croissance mycélienne de C. graminicola, par rapport au témoin (Figure 48) 

 

Figure 48: Croissance mycélienne de Colletotricum graminicola en présence de rhizobactéries 

La croissance mycélienne de l'agent pathogène était de 18,98 mm, 29,65 mm, 30,43 mm, 

34,17 mm et 34,32 mm en présence des isolats P23, P41, P22, B23 et B14, respectivement, 

alors que dans le traitement témoin, sa croissance était de 41,39 mm, supérieure donc à celle 

de la présence d'antagonistes. Cela indique l'inhibition in vitro de la croissance mycélienne 
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des agents pathogènes dans la présence d'antagonistes. Cependant, isolat P23, du genre 

Pseudomonas, était la rhizobactéries qui a démontré un plus grand potentiel antagoniste 

contre l'agent pathogène, se démarquant statistiquement des autres traitements, suivis de 

P41et P22 et de B23 et B14, qui ne différaient pas statistiquement entre si dans les taux 

d’inhibition , mais différait du traitement témoin. 

 

Figure 49 : Indice de vitesse de croissance mycélienne (IVCM) de Colletotrichum graminicola en 

présence de rhizobactéries. 

Des résultats similaires à ceux rapportés dans la présente étude ont été décrits par Kumar et 

Dubey (2012), où des bactéries du genre Bacillus produisent métabolites à potentiel inhibiteur 

sur les champignons tels que Fusarium spp et Colletotrichum spp. Kuper et al. (2003) ont 

démontré que l’inhibition de la croissance des agents pathogènes se produit par les 

rhizobactéries antagonistes, comme ceux des genres Bacillus et Pseudomonas (Figure 49), en 

général, agissent significativement soit par l'antibiose, par le parasitisme ou par la compétition 

pour les nutriments, ou tous les mécanismes simultanément. 

Les rhizobactéries des genres Bacillus et Pseudomonas testées ont montré des niveaux 

différents d’inhibition de la croissance mycélienne in vitro de Colletotrichum graminicola 

spp. Rhizobacterium P23, du genre Pseudomonas, a provoqué une plus grande inhibition in 

vitro contre C.graminicola, montrant un potentiel d'utilisation dans les futurs programmes de 

lutte biologique contre l'anthracnose foliaire du Maïs. 
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Les méthodes de lutte classiques (culturales, génétiques et chimiques) vis - à - vis des 

phytopathogènes présentent des limites et un manque de durabilité. Les PGPR sont utilisés 

comme une solution alternative ou complémentaire, qui semble assurer une efficacité durable. 

Induire et renforcer les mécanismes de défense propres d'une plante par l'application de ces 

agents biologiques est une nouvelle stratégie en matière de gestion indirecte des 

bioagresseurs. Les PGPR peuvent contrôler les maladies des cultures par leurs actions 

indirectes sur les phytopathogènes, en produisant des métabolites secondaires, antimicrobiens 

et / ou d'enzymes hydrolytiques et / ou par compétition trophique. Cette intervention par ces 

actions indirectes réduit l'effet des agents phytopathogène, et ainsi ils peuvent permettre de 

diminuer l'utilisation des pesticides, ce qui devrait encourager les efforts des recherches dans 

ce domaine. 

Dans notre travail nous avons fait une synthèse à partir des travaux publiés portant sur 

l'utilisation des rhizobactéries dans le biocontrôle des maladies affectant le maïs dans deux 

régions (Brésil et Tunisie) . 

La contamination des céréales par ces champignons pose un problème majeur pour les 

agriculteurs surtout que le rendement et la qualité du produit agricole peuvent être réduits. 

L’application des bactéries de genre Bacillus a inhibé la croissance des deux espèces de 

Fusarium : Fusarium pseudograminearum et F. culmorum. Les résultats du test de la double 

culture in vitro suggèrent que les métabolites antifongiques produits par ces bactéries sont à 

l’origine de l’inhibition de la croissance et la lyse des hyphes de Fusarium. Les bactéries 

antagonistes produisent aussi des composants volatils capables de réduire la croissance de 

Fusarium. Les bactéries antagonistes, des B. subtilis ont montré également une capacité à 

inhiber la germination des spores de Fusarium qui jouent un rôle primordial dans l’incidence 

de la fusariose de l’épi de maïs. Cette aptitude à réduire la croissance de champignon in vitro 

corrèle avec la capacité des bactéries antagonistes à réduire la maladie sur les épis de maïs. Le 

taux de DON dans les grains de maïs a été également significativement réduit quand les 

bactéries antagonistes sont appliquées. Ce travail a permis aussi d’explorer la capacité des 

bactéries du genre Bacillus en particulier les souches appartenant à l’espèce B. subtilis à 

prévenir la croissance des Fusarium spp producteurs de DON. Ainsi il est intéressant de 

caractériser les biomolécules qui sont à l’origine de l’inhibition de la croissance fongique. La 

détermination des conditions optimales de production et la purification de ces métabolites 

antifongiques semble également très intéressant.  
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Les rhizobactéries des genres Bacillus et Pseudomonas testées au niveau d'article 2 ont 

montré des niveaux différents d’inhibition de la croissance mycélienne in vitro de 

Colletotricum graminicola. Rhizobacterium P23, du genre Pseudomonas, a provoqué une plus 

grande inhibition in vitro contre C.graminicola, montrant un potentiel d'utilisation dans les 

futurs programmes de lutte biologique contre anthracnose foliaire du maïs. 

En conclusion, Il est souhaitable de poursuivre les travaux concernant la compréhension et la 

détermination des différents mécanismes qui sont en jeu. Ainsi que les conditions trophiques 

et édaphiques favorables à l'établissement des rhizobactéries. L'étude des capacités de 

colonisation rhizosphérique et de résistance aux différents facteurs de l'environnement s'avère 

une étape indispensable pour la réussite de l'utilisation de ces rhizobactéries.  

Ces résultats ouvrent de nombreuses perspectives parmi lesquelles :  

 L’étude des conditions favorables à la colonisation des PGPR avec les cultures 

fourragère. 

 Tester et exploiter ces bactéries dans les traitements biologiques (in vitro et in vivo). 

 Étudier les mécanismes d'action directs et indirects des PGPR 

 Utilisée ces bactéries dans le bio contrôle des maladies phytopathogène affectant les 

cultures fourragère pour assurer la qualité de l’alimentation du bétail.   
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Annexe 1 

Les milieux de cultures 

1-Le milieu PDA : (potato dextrose Agar) (Jehnston et booth, 1983) 

Pomme de terre……………………………………………………………..………...250g 

Dextrose………………………………………………………………………………..20g 

Agar…………………………………………………………………………………….20g 

Eau distillée. 

2-Le milieu TSA : (Gélose trypticase soja) (Camille, 2014) 

Peptone de caséine……………………………………………………………………..15g 

Peptone de soja………………………………………………………………………….5g 

Chlorure de sodium……………………………………………………………………...5g 

Gélose …………………………………………………………………………………..15g 

Eau distillée. 

3-Le milieu à base de l'extrait de malt : 

La gélose à l'extrait de malt ou Malt-Agar est un milieu de culture en biologie. Elle est aussi 

appelée "GEM" (pour Gélose à l'Extrait de Malt) ou "MEA" (de l'anglais Malt Extract Agar). 

Extrait de malt désydrate……………………………………………………………....30,0 g 

Agar……………………………………………………………………..………12,0 à 15,0 g 

pH = 5,5 

Eau distillée. 

4-le milieu PDB (Potato Dextrose Broth) : 

Potato Dextrose Broth est la même formule que Potato Dextrose Agar, mais l'agar a été omis. 

5-le milieu NA (Nutrient Agar) : 

Peptone ……………………………………………………………………………… 0,5%. 



 

 

 

Agar …………………………………………………………………………………1,5%. 

Extrait de levure … ……………………………………………………………….....0,3%. 

chlorure de sodium …………………………………………………………………..0,5%. 

 Eau distillée. 

PH ajusté à neutre (6,8). 

La gélose nutritive est un milieu à usage général favorisant la croissance d'un large éventail 

d'organismes non exigeants.  

6-le milieu Carnation Leaf Agar (CLA) :  

Agar ………………………………………………………………………………...20mg/L 

CMA …………………………………………………………………………………17 g/L. 

Glycérol …………………………………………………………………………….250 ml/l. 

7- le milieu YPG ((Yeast-extract-Peptone-Glucose-Agar) :  

Glycérol……………………………………………………………………………………..3% 

Tampon citrate………………………………………………………………………….. 0,05M 

d'acide citrique………………………..………………………………………………….. 10g/L 

 PH.…………………………………………………………………………………….. ……..5  

Minéraux  

Agar-agar  

Eau 

Annexe 2 

Matériels non biologiques 

Verreries Appareillages 

Boite du Pétri Incubateur BOD 

Anse Appareils de chauffage 

Etaloir en verre  Spectrophotomètre 

les tubes à essai en verre  Microscope 

Aérosol Agitateur rotatif 

Emporte-pièce Électrophorèse 



 

 

 

 

Annexe 3 

espèce Code 

F .pseoudograminearum G2 

F.culmurum C1 

 

Annexe 4 

Appareillage  

1-Incubateur bactériologique BOD 

L'incubateur BOD est appelé incubateur à basse température et sont utilisés pour la croissance 

des levures et des moisissures car ils nécessitent de basses températures pour se développer. 

Cet incubateur s'appelle BOD (Demande biologique en oxygène) parce que des températures 

basses autour de 20-25°C sont nécessaires dans le incubateur à demande biologique en 

oxygène test, donc à ne pas confondre avec le terme, car le but d'un Incubateur DBO est 

également identique à un incubateur bactérien. Il y a à la fois un système de refroidissement et 

un système de chauffage dans un Chambre DBO, ce qui le différencie d'un incubateur 

bactérien. Les incubateurs BOD ne sont pas affectés par le milieu environnant et sont 

complètement indépendants. 

tubes Eppendorf Thermocycleur 

Fioles Erlenmeyer vortex 

tige de verre  

Emporte-pièce  

baguette de verre  

anse de platine  



 

 

 

 

 

2- La spectrophotométrie  

Est le domaine qui étudie la mesure de l'énergie transportée par les rayonnements 

électromagnétiques dans le domaine de la lumière visible. La spectrométrie, ou spectroscopie, 

est une méthode analytique quantitative et qualitative qui consiste à mesurer l'absorbance ou 

la densité optique d'une substance chimique donnée, généralement en solution. Plus 

l'échantillon est concentré, plus il absorbe la lumière dans les limites de proportionnalité 

énoncées par la loi de Beer-Lambert. 

 

Kit ELISA (enzyme-linked immunoassay). 

Incubateur bactériologique BOD 

Spectrophotomètre 



 

 

 

 

    kit RIDASCRE EN DON  

kit E LISA (enzyme-lin ked immunoassay).KI  

Kit RIDASCREEN DON  

 

 

Annexe 5 

Logiciels et formule  

1-Logiciel GraphPad Prism 

GraphPad Prism est une solution d'analyse et de représentation graphique conçue pour 

analyser des données scientifiques. Ce logiciel est l'un des meilleurs choix pour les 

Cellule Malassez  



 

 

 

chercheurs, supérieur aux tableurs, et offre une pléthore de choix d'analyse et de modèles de 

graphiques. 

 

2-Un logiciel d'ascension multiskan 

 

3-Le test Annova traitement Dunnet (bilatéral) 

L'ANOVA univariée est généralement utilisée lorsque l'on a une seule variable indépendante, 

ou facteur, et que l'objectif est de vérifier si des variations, ou des niveaux différents de ce 

facteur ont un effet mesurable sur une variable dépendante.L'analyse de variance permet 

simplement de répondre à la question de savoir si tous les échantillons suivent une même loi 

normale. Dans le cas où l'on rejette l'hypothèse nulle, cette analyse ne permet pas de savoir 

quels sont les échantillons qui s'écartent de cette loi (Winer, Michels, & Brown ,1991). 

Annexe 6 

Fiche technique du Maïs 

Description de la plante : 

Le maïs est une plante herbacée annuelle de hauteur variable et constituée d'une tige unique 

de gros diamètre, constituée d'un empilement de nœuds et d'entrenœuds. Au niveau de chaque 

nœud sont insérés une feuille et un bourgeon axillaire. 

Consommation animale du Maïs par le bétail :  
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La plante entière peut être consommée par le bétail comme fourrage frais ou sec ou comme 

ensilage. Le maïs est une plante d’élevage, elle permet donc d’engraisser plus rapidement les 

bovins et augmente ainsi la production de lait des vaches. La teneur assez faible du maïs en 

protéines et sa relative pauvreté en lysine et méthionine obligent à avoir recours à des 

compléments plus riches en azote. En cas de déficit fourrager, notamment en période de 

sécheresse, les résidus de culture du maïs-grain (tiges et feuilles, rafles) peuvent aussi être 

donnés aux ruminants d'élevage. 

Les farines de maïs et la farine de gluten de maïs sont très utilisées dans la fabrication des 

aliments concentrés pour ruminants et des aliments pour porcs et volailles. Pour les ruminants, 

l'aplatissage des grains est cependant suffisant. 

Les germes de maïs non déshuilés peuvent être utilisés dans l'alimentation des volailles ou des 

porcs. Après déshuilage, il reste un tourteau utilisable dans l'alimentation des ruminants. 

Au niveau mondial, les deux tiers du maïs produit sont utilisés pour l’alimentation animale, 

27 % pour l’alimentation humaine principalement à travers les produits de la maïserie. 

 


