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Introduction 

Le défi pressant, actuellement, est de produire plus de nourriture et assurer la sécurité 

alimentaire, afin d’améliorer la santé et le bien-être des humains. La production alimentaire 

pourrait être augmentée par plusieurs moyens, seuls ou combinés entre eux. L’augmentation 

de la superficie des terres agricoles, la gestion des sols et des ressources d'eau, l'utilisation 

de produits agrochimiques et des organismes génétiquement modifiés (OGM) résistants; 

sont les stratégies d’amélioration du rendement de cultures les plus pratiquées. La réponse 

immédiate à la nécessité d'augmenter la production était l’utilisation intensive des composés 

agrochimiques. Ces deniers comprennent deux grands groupes: les engrais et les pesticides 

chimiques (Carvalho, 2006).  

L'utilisation de pesticides chimiques, y compris les herbicides, les rodenticides, les 

insecticides et les fongicides, semble le régime le plus efficace pour protéger les cultures 

des ravageurs et des maladies (Gerhardson, 2002; Carvalho, 2006). Ils ont permis de réduire 

les pertes significativement et d’améliorer le rendement des cultures de maïs, légumes, 

pomme de terre, coton,… (Carvalho, 2006; Aktar et al., 2009). 

Cependant, Les pesticides synthétiques persistent et se dégradent lentement dans 

l’environnement, ont une faible solubilité dans l’eau et s’adsorbent aux molécules des 

sédiments et du sol (Carriger et al., 2006). Ils représentent une menace pour la santé 

publique et l'environnement, en plus de l’apparition de populations ciblées résistan tes aux 

pesticides (Gerhardson, 2002).  

Plusieurs échecs et problèmes de santé chez l’homme et autres espèces sont dus à 

l’exposition aux produits phytosanitaires de synthèse. Les pesticides chimiques sont des  

perturbateurs de la fonction endocrinienne. Ils seraient impliqués dans l’altération du 

fonctionnement normal des systèmes nerveux, immunitaire et endocrinien (Crisp et al., 

1998) ; causant des tumeurs se développant en cancers (Hurley et al., 1998). De plus, ils 

sont incriminés dans des cas d’intoxication des animaux domestiques (Caloni et al., 2016), 

et peuvent même réduire la densité bactérienne dans les sols provenant de champs de 

production conventionnelle (Bulluck III et al., 2002). 
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Au regard des inconvénients des pesticides synthétiques, il est important de trouver 

des solutions alternatives permettant de lutter contre les phytopathogènes tout en diminuant 

les risques. Ceci fait appel à la rationalisation des pratiques agricoles (fumigation-

stérilisation, désinfection des graines, rotation des cultures, contrôle des vecteurs de la 

maladie, etc.), à l´utilisation de variétés végétales résistantes (croisements sélectifs, 

insertion de gènes, etc.) ou au développement des biopesticides.  

La lutte intégrée et l'agriculture biologique peuvent réduire la dépendance aux 

apports agrochimiques tout en maintenant des rendements de cultures élevés, améliorant 

l'économie agricole et en rendant l'agriculture environementalement saine. Le but de 

l'agriculture biologique est d'augmenter les processus écologiques qui favorisent la nutrition 

des plantes tout en conservant les sols et les ressources hydriques (Pimentel et al., 2005). 

La commercialisation et l'utilisation pratique des microorganismes bénéfiques tels que les 

agents fixateurs d’azote, les suppresseurs des pathogènes des plantes et autres, dans les 

systèmes de culture n'est pas récente ; ils ont probablement été utilisés pendant très 

longtemps (Gerhardson, 2002).  

Les PGPR pour « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » peuvent persister, au fil 

du temps, dans les sols pulvérisés avec des pesticides chimiques en les utilisant comme 

substrats pour leur métabolisme (Haney et al., 2000; Araújo et al., 2003; Zhu et al., 2004; 

Mandal et al., 2013; Anzuay et al., 2015). Ainsi, ces microorganismes servent de 

bioremédiateurs des sols contaminés par les pesticides synthétiques. 

 Des PGPR appartenant à plusieurs genres bactériens sont connus pour leur 

stimulation de la croissance des plantes (Kloepper et al., 2004 ; Chen et al., 2010; Upadhyay 

et Srivastava, 2010; Carlos et al., 2016). Cette stimulation peut se produire directement via 

des molécules stimulatrices et régulatrices telles que les auxines (Glick et al., 1994, Chen 

et al., 2010, Khan et al., 2016), ou par l’augmentation de la disponibilité des nutriments 

(Raaijmakers et al., 2009) via la production d’enzymes telles que les phostphatases 

hydrolysant les composés phosphatés insolubles (Vacheron et al., 2013) ou de sidérophores 

séquestrant le fer (Rasouli Sadaghiani et al., 2008).  
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 En outre, la stimulation de la croissance peut résulter indirectement de l’effet 

protecteur des PGPRs en diminuant la sévérité des maladies (Raaijmakers et al., 2009; Chen 

et al., 2010). La phytoprotection se produit par la biosynthèse de métabolites secondaires 

antimicrobiens (Grover et al., 2010; Couillerot et al., 2011; Hua et Höfte, 2015), d’enzymes 

hydrolytiques et compétition pour les nutriments (Mezaache-Aichour et al., 2014); 

colonisation des racines des plantes (Raaijmakers et Weller, 2001; Landa et al., 2002; 

Kamilova et al., 2005); et l’induction des défenses des plantes (Kamilova et al., 2005; 

Cawoy et al., 2014). 

 L’objectif de ce travail est d’apporter un plus dans la lutte biologique par  :                        

Une première approche de biologie moléculaire consistant en : 

1. L’identification génotypique de bactéries rhizosphériques ayant la capacité d’inhiber 

in vitro des champignons phytopathogènes, 

2. Le screening des isolats sélectionnés pour des gènes codant pour des cLPs 

probablement impliqués dans l’activité antagoniste de ces isolats,  

3. L’évaluation de l’effet régulateur de l’expression des gènes de défense 

d’Arabidopsis par certains isolats. 

Ensuite les capacités de bioprotection, bioremédiation, de stimulation de la croissance 

et de la persistance ont été estimées par :    

4. L’évaluation de (i) l’activité antifongique des isolats par production de composés 

volatils, (ii) l’activité antifongique des isolats pathogènes pour l’homme vis-à-vis de 

champignons phytopathogènes résistants aux fongicides. 

5. Mise en évidence de la capacité des souches à former le biofilm et à dégrader les 

fongicides, 

6. Evaluation de la performance stimulatrice et protectrice des souches isolées sur le 

blé dur. 

 Pour cela, une synthèse bibliographique a été réalisée, et plusieurs approches 

expérimentales ont ensuite été retenues. 

 Le présent travail a été soutenu par le ministère de l'Enseignement Supérieur et de 

la Recherche Scientifique de la république algérienne, dans le cadre du projet PNR 

n°:1/u19/332 intitulé «Contribution dans la lutte contre les maladies cryptogamiques: 

Recherche de sols à caractères suppressifs». 
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Lipopeptides cycliques «Cyclic lipopeptides ou cLPs» 

 Les espèces de Bacillus et de Pseudomonas associées aux plantes sont connues 

pour jouer un rôle clé dans la stimulation de la croissance et de la santé des plantes grâce à 

différents mécanismes antagonistes. Une partie de ces activités est due à des métabolites 

secondaires non ribosomiques appelés lipopeptides cycliques (Hua et Höfte, 2015; Yang et 

al., 2017).  

 Les surfactants microbiens ou bien les «biosurfactants», sont des molécules 

tensioactives produites par un grand nombre de microorganismes. Ces composés 

tensioactifs ont la capacité de réduire la tension superficielle et interfaciale entre deux 

phases fluides non miscibles (Das et al., 2008). Les lipopeptides sont parmi les 

biosurfactants répandus les plus populaires. Ils sont composés d’un acide gras lié à une 

fraction peptidique cyclique ou linéaire (Das et al., 2008 ; Raaijmakers et al., 2010, Mnif 

et Ghribi, 2015). C’est un groupe d’isoformes qui diffèrent entre eux par : (i) la séquence 

des acides aminés du peptide, (ii) la longueur de la chaine lipidique et (iii) par la liaison 

établie entre ces deux parties (Mnif et Ghribi, 2015). Les lipopeptides cycliques sont 

produits par les champignons tels que Aspergillus, et par des bactéries telles que les espèces 

des genres Streptomyces, Pseudomonas et Bacillus (Kuiper et al., 2004; de Bruijn et al., 

2007 ; Grover et al., 2010 ; Raaijmakers et al., 2010). Plusieurs isoformes peuvent être 

produites par la même souche bactérienne (Mnif et Ghribi, 2015). 

1.1. Structure des lipopeptides cycliques 

 Les lipopeptides cycliques sont synthétisés par une voie de synthèse non-

ribosomique dite «non-ribosomal peptide synthetases ou NRPSs» impliquant plusieurs 

enzymes (Finking et Marahiel, 2004 ; Stein, 2005). La synthèse des peptides ribosomiques 

est soumise à plusieurs mécanismes de « proof-reading » qui sont absents dans le système 

non-ribosomique. Cependant, la synthèse ribosomique est limitée par l’ensemble des 20 

acides aminés essentiels comme unités formant les peptides, contrairement à la NRPS qui 

implique des résidus supplémentaires (Marahiel et al., 1997). Ainsi, la diversité structurelle 

est une caractéristique prédominante des peptides non-ribosomiques. Ils contiennent des 

acides aminés non conventionnels et d’autres molécules non-protéogéniques qui ne sont pas 

utilisées dans la synthèse ribosomique (Finking et Marahiel, 2004).  
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 Les lipopeptides produits par les bactéries sont structurellement différents, ainsi 

les cLPs produits par membres du genre Pseudomonas sont différents de ceux produits par 

les Bacillus. La diversité structurelle de ces composés est due à la différence de la longueur 

et de la composition de la fraction lipidique, ainsi qu’au type, nombre et configuration des 

acides aminés dans la chaîne peptidique (Stein, 2005; Raaijmakers et al., 2006; Ongena et 

Jacques, 2008) 

1.1.1. Lipopeptides cycliques des Pseudomonas 

 Les cLPs produits par les Pseudomonas spp. sont composés d'une chaine d'acide 

gras liée à un oligopeptide, qui se cyclise pour former un anneau lactone entre deux acides 

aminés de la chaîne peptidique. À la base des unités de structure, les cLPs des Pseudomonas 

spp. sont classés en six groupes principaux : les viscosines, les amphisines, les putisolvines, 

les syringomycines, les tolaasines (Raaijmakers et al., 2006) ; et les orfamides (Gross et al., 

2007). 

 a. Les viscosines 

 Les Pseudomonas producteurs des cLPs appartenant au groupe des viscosines 

proviennent de divers environnements ; tels que l’environnement marin, le sol et la 

rhizosphère (Gerard et al., 1997; Raaijmakers et al., 2006). Les membres de ce groupe sont 

composés d’un peptide de neuf acides aminés, lié par son extrémité N-terminale avec un 

acide 3-hydroxydécanoïque (3-HDA). Le cycle lactone se forme entre le L-Isoleucine en C-

terminal et le D-allo-Thréonine en troisième position (AA3) dans la chaîne peptidique 

(Figure1 ; Hiramoto et al., 1970; Nielsen et al., 1999; Gerard et al., 1997). La viscosinamide 

contient un résidu glutamine en position AA2 à la place du glutamate de la viscosine 

(Nielsen et al., 1999). Les massétolides A et D (Figure 2) diffèrent par un seul acide aminé, 

ils contiennent les L-Isoleucine et L-Leucine respectivement (Gerard et al., 1997). de Bruijn 

et al. (2007) ont mis en évidence un nouveau type de cLPs similaire aux viscosines. La 

différence entre ce lipopeptide et le massétolide A est située en position AA4. L’allo-

Isoleucine du massétolide A est remplacé par la valine.  

 

Figure 1. Structure de la viscosine (Hiramoto et al., 1970) 
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Figure 2. Structure de (A) massétolide A (Gerard et al., 1997 ; Mazzola et al., 2009) ; et 

de (B) le cLPs purifié par de Bruijn et al. (2007).  

Le résidu allo-isoleucine du massétolide A est remplacé par la valine en position AA4. 

 

 b. Les amphisines 

 Les membres du groupe des amphisines contiennent onze acides aminés, liés au 3-

HDA (Figure 3). De même que pour les viscosines, le cycle des amphisines se forme entre 

l’acide aminé C-terminal et le résidu thréonine en troisième position (Sørensen et al., 2001; 

Raaijmakers et al., 2006 ; Raaijmakers et al., 2010). 

A 

B 
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Figure 3. Structure de l’amphisine (Sørensen et al., 2001) 

 

 c. Les orfamides 

Cette classe comprend des cLPs produits par P. fluorescens Pf-5 intermédiaires des 

viscosines et des amphisines, nommés les orfamides (Figure 4 ; Gross et al., 2007). Les 

orfamides (A à G) contiennent une fraction peptidique de 10 acides aminés et une chaîne 

lipidique de 12 à 16 carbones. L'orfamide A et l'orfamide B diffèrent seulement par la 

substitution de la valine en position AA4 par l'isoleucine dans l'orfamide B. Ce dernier a la 

même séquence peptidique que l'orfamide G mais une chaine lipidique plus courte: 14 

carbones pour l'orfamide B et 16 carbones pour l'orfamide G (Ma et al., 2016). 

 

Figure 4. Structure de l’orfamide A (Gross et al., 2007) 
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 d. Les putisolvines  

 Cette classe a été décrite pour la première fois par Kuiper et al. (2004). Les 

lipopeptides sont formés d’une fraction peptidique de 12 acides aminés  liée par son 

extrémité N-terminale à un acide gras hexanoïque. L’acide carboxylique C-terminal du 

peptide forme un ester avec le groupement hydroxyle de la chaine latérale du résidu sérine 

en position AA9, formant un anneau. 

 Cette classe comprend deux membres : les putisolvine I et II, qui diffèrent par la 

substitution du résidu valine dans la putisolvine I, par un résidu leucine ou isoleucine dans 

la putisolvine II (Figure 5 ; Kuiper et al., 2004). 

 

Figure 5. Structures des putisolvines (Kuiper et al., 2004). 

(A) putisolvine I, (B) putisolvine II. 

 e. Les tolaasines 

 Les cLPs appartenant au groupe des tolaasines sont plus diversifiés grâce aux 

variations de la composition et de la longueur du peptide (19 à 25 acides aminés) et de la 

chaîne lipidique (acides 3-hydroxydécanoïque ou 3-hydroxyoctanoïque). La fraction 

peptidique de ces cLPs contient plusieurs acides aminés non conventionnels, tels que l’acide 

2,3-dihydro-2-aminobutyrique (Dhb) et l’homosérine (Hse). Le cycle de la chaîne 

peptidique contient 5 acides aminés, et est formé entre l’acide aminé C-terminal et le résidu 

allo-Thréonine en position AA14 (Figure 6 ; Nutkins et al., 1991; Raaijmakers et al., 2006). 
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Figure 6. Structure des tolaasines (Andolfi et al., 2008). 

(A) tolaasine I, (B) tolaasine II. 

 f. Les syringomycines 

 Les syringomycines sont des nonapeptides (Segre et al., 1989), structurellement 

similaires aux viscosines (Raaijmakers et al., 2006). Cependant, les syringomycines 

contiennent des acides aminés inhabituels tels que: l’acide 2,3-dihydro-2-aminobutyrique , 

l’acide 2,4-diaminobutyrique et le 4-chlorothréonine (Thr 4-Chl) en position C-terminale 

(Figure 7). L’anneau se forme entre le résidu sérine N-terminal et le résidu thréonine C-

terminal (Ballio et al., 1988; Segre et al., 1989; Ballio et al., 1990).  

 

Figure 7. Structures des syringomycines (Bender et al., 1999) 

A 

 

B 
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1.1.2. Lipopeptides cycliques des Bacillus 

 Les espèces du genre Bacillus sont les plus connues en tant que producteurs de 

biosurfactants (Das et al., 2008). Les lipopeptides des Bacillus appartiennent à trois 

familles : les surfactines, les iturines et les fengycines (Ongena et Jacques 2008; Grover et 

al., 2010). Chaque famille comprend des membres ayant la même longueur de peptide mais 

avec des résidus différents à des positions spécifiques. De plus, chaque membre peut avoir 

plusieurs homologues de la chaîne d'acides gras de longueur et d’isoméries différentes, 

conduisant à une hétérogénéité structurelle remarquable (Ongena et Jacques, 2008). 

a. Les iturines 

 L'iturine A et C, la bacillomycine D, F et L, et la mycosubtiline sont les six 

principales variantes de la famille des iturines. L’hydrolyse des composés ituriniques génère 

une fraction hydrosoluble renfermant des acides aminés et une fraction liposoluble β-

aminée de 14 à 17 carbones. La fraction lipidique est un mélange de deux acides gras: 

l’acide 3-amino-12-méthyltridécanoïque et l’acide 3-amino-12-méthyltetradécanoïque 

(Peypoux et al., 1976; Besson et al., 1977; Peypoux et al., 1978 et 1980).  

 L'heptapeptide de l'iturine A se compose de deux résidus D-Asparagine, L- 

Asparagine, L-Glutamine, L-Proline, L-Sérine, et D-Tyrosine (Figure 8 ; Peypoux et al., 

1978), où le cycle de l’iturine A se forme entre le résidu sérine et les acides gras β -aminés 

à travers une liaison peptidique (Peypoux et al., 1978). Tandis que la fraction 

heptapeptidique de la bacillomycine D contient les résidus L-Aspartate, D-Aspartate, L-

Glutamate, L-Proline, D-Sérine, L-Thréonine et D-Tyrosine (Figure 9 ; Peypoux et al., 

1981).  

 

Figure 8. Structure primaire de l’iturine (Bonmatin et al., 2003).  

Les résidus X sont variables selon la souche étudiée ou la voie de biosynthèse  
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Figure 9. Structure de la bacillomycine D (Peypoux et al., 1981) 

 La mycosubtiline ne présente aucune migration par électrophorèse et donne une 

réaction négative à la ninhydrine; ce qui confirme l'absence de groupements carboxyle et 

amine libres dans sa structure cyclique (Figure 10 ; Peypoux et al., 1976). 

 

Figure 10. Structure de la mycosubtiline (Peypoux et al., 1976) 
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b. Les surfactines 

 Les surfactines sont aussi composées d'un heptapeptide (Arima et al., 1968), 

attaché à une chaîne d'acide gras β-hydroxylé de 12 à 16 carbones formant un cycle lactone 

(Kakinuma et al., 1969a ; Kakinuma et al., 1969b; Das et al., 2008; Ongena et Jacques 

2008). L’heptapeptide est constitué des acides aminés: L-Glutamate, L-Leucine, D-Leucine, 

L-Valine, L-Aspartate, D-Leucine et L-Leucine; où les acides aminés hydrophobes 

occupent les positions AA2, AA3, AA4, AA6 et AA7, tandis que le résidu aspartyl se trouve 

en position AA5 (Figure 11 ; Baumgart et al., 1991; Bonmatin et al., 2003).  

 

 

Figure 11. Structure primaire de la surfactine A (Bonmatin et al., 2003).  

Les résidus X sont variables selon la souche étudiée ou la voie de biosynthèse. 

 

 Plusieurs homologues naturels ou synthétiques de ces lipopeptides ont été mis en 

évidence ; tel que la [Ala4]surfactine dans laquelle la valine en position AA4 de la 

surfactine est remplacée par l’alanine (Peypoux et al., 1994). Les surfactines B et C dérivent 

de la surfactine A par substitution de la leucine C-terminale par la valine et l'isoleucine, 

respectivement (Baumgart et al., 1991). 

c. Les fengycines 

 La troisième famille de cLPs, comprend les fengycines A et B. Ces deux membres 

diffèrent d’un seul acide aminé: où la fengycine A possède un résidu D-Alanine en position 

AA6, alors que la fengycine B possède un résidu D-Valine (Pathak et al., 2012). Dans le 

cas où le résidu L-Tyrosine en position AA9 est configuré en D-Tyrosine, les fengycines 

sont alors appelées plipastatines (Volpon et al., 2000). 
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 Les fengycines sont des lipodécapeptides liés à une chaine lipidique β-hydroxylée 

de 15 à 19 carbones saturée ou non saturée (Vanittanakom et Loeffler, 1986). Le cycle 

lactone se forme entre le groupement hydroxyle de la chaîne latérale phénolique de la 

tyrosine en position AA3 et le groupement carboxyle de l’acide aminé C-terminal en 

position AA10 (Figure 12 ; Pathak et al., 2012). Ces mêmes auteurs ont mis en évidence 

deux nouvelles variantes dans la famille des fengycines. La variante de la fengycine A 

nommée fengycine A2, avec une substitution de l’isoleucine par la valine en position AA10. 

Cependant la fengycine B2 (variante de la fengycine B) contient deux résidus valine en 

positions AA6 et AA10 (Figure 12). 

 

  

 

Figure 12. Structure des fengycines (Pathak et al., 2012). 

(A) Fengycines A et B, (B) Fengycines A2 et B2 

 

1.2. Rôle des lipopeptides cycliques 

 La diversité structurelle des cLPs produits par les Bacillus et les Pseudomonas 

confère différents rôles à ces métabolites et à leurs producteurs (Raaijmakers et al., 2010).  

A 

B 
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1.2.1. Rôle dans la nutrition 

Certains cLPs confèrent un avantage à persister et à croître dans des niches 

écologiques spécifiques aux souches B. subtilis productrices. La production de 

biosurfactants est influencée par le type et la quantité de substrats hydrophobes dans le 

milieu. Ces derniers induisent des changements de l’hydrophobicité des surfaces cellulaires, 

et par conséquent, améliorent l’utilisation de substrats spécifiques (Mukherjee et Das, 

2005).  La souche B. subtilis DM-04, produisant des taux élevés de surfactine, a montré une 

plus grande hydrophobicité de la surface ainsi que la réduction de la tension superficielle 

par rapport à B. subtilis DM-03 produisant majoritairement des iturines (Mukherjee et Das, 

2005). 

1.2.2. Rôle dans la cytoxicité/pathogénèse 

Les lipopeptides peuvent entraîner l’hémolyse des érythrocytes chez les mammifères 

comme les humains, les lapins, les moutons (Scaloni et al., 2004), et le cheval (Rainey et 

al., 1991). Ils peuvent aussi être impliqués dans la pathogénèse de la souche productrice; 

comme la tolaasine produite par P. tolaasii. Les filtrats bactériens de cette dernière causent 

des perforations et des taches brunes dans les tissus sectionnés des carpophores de 

champignons (Rainey et al., 1991).  

Cependant, la syringomycine et la syringopeptine produites par Pseudomonas 

syringae pv. atrofaciens seraient impliquées dans le pouvoir phytotoxique de la souche sur 

les plantes du tabac et du blé (Vassilev et al., 1996). Les nécroses sur les feuilles du tabac 

causées par la cormycine A purifiée sont similaires à celles causées par les filtrats de 

Pseudomonas corrugata; confirmant que ce lipopeptide est responsable de la pathogénèse 

de la bactérie (Scaloni et al., 2004). 

1.2.3. Rôle dans l’antagonisme 

 Dans les habitats naturels, les cLPs sont impliqués dans les interactions avec les 

autres microorganismes. Les cLPs de Pseudomonas et de Bacillus exercent, in vitro, un 

effet inhibiteur de la croissance de plusieurs microorganismes, y compris les virus, les 

mycoplasmes, les bactéries, les champignons et les oomycètes (Raaijmakers et al., 2010).  
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 La concentration minimale inhibitrice du massétolide A vis-à-vis de 

Mycobacterium tuberculosis est moins faible par rapport à la viscosine. Bien que les deux 

soient membres de la même famille, la différence de l’activité antibactérienne est due à la 

différence structurelle de leurs chaines aliphatiques (Gerard et al., 1997). Les cLPs des 

Pseudomonas ont un effet immobilisant et sporocide sur les zoospores de Phytophtora 

infestans, de P. ramorum Pr-102, de P. porri CBS 127099 et de Pythium ultimum (de Souza 

et al., 2003; de Bruijn et al., 2007; Gross et al., 2007; Ma et al., 2016). Cependant, le 

massétolide A est impliqué dans le biocontrôle de Pseudomonas fluorescens SS101 vis-à-

vis de P. infestans responsable du mildiou chez la tomate (Tran et al., 2007). En effet, les 

mutants de SS101 déficients en surfactants, sont incapables d’immobiliser et de lyser les 

zoospores des trois oomycètes cités (de Souza et al., 2003).  

 La viscosinamide produite par P. fuorescens DR54 augmente le taux 

d’enkystement alors qu’elle diminue le taux de production de zoospores chez Pythium 

(Thrane et al., 2000). D’autre part, les orfamides A, B, et G produites par Pseudomonas sp. 

CMR5c ont bloqué la formation des appressoria chez Magnaporthe oryzae VT5M1 (Ma et 

al., 2016). Une inhibition significative de la croissance de Botrytis cinerea et de Rhizoctonia 

solani a été observée lorsque les deux pathogènes ont été mis en culture sur milieu gélosé 

contenant des concentrations croissantes de biosurfactants produits par Pseudomonas 

putida 267 (Kruijt et al., 2009).  

 Malgré son effet inhibiteur sur la croissance des champignons et des bactéries à 

Gram-positif, la tolaasine produite par P. tolaasii PT106 n’a aucun effet sur les bactéries à 

Gram-négatif. Cependant, la souche mutante en tolaasine perd son activité (Rainey et al., 

1991). Par contre, la syringomycine et la syringopeptine produites par P. syringae pv. 

atrofaciens ont inhibé la croissance de la levure Geotrichum candidam (Vassilev et al., 

1996). 

1.2.4. Rôle dans la formation de biofilm et dans la colonisation des racines des 

plantes  

 La synthèse des cLPs est un facteur très important dans la formation de biofilms 

et dans le swarming par les Pseudomonas (Roongsawang et al., 2003; de Bruijn et al., 2007; 

de Bruijn et Raaijmakers, 2009 ; D’aes et al., 2014; Ma et al., 2016).  
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 Les mutants déficients en viscosines, en massétolides et en orfamides des souches 

P. fluorescens SBW25 et SS101 et Pseudomonas sp. CMR5c respectivement, perdent leurs 

capacités: (i) de formation de biofilms sur les surfaces artificielles et (ii) d’essaimage 

« swarming » sur surface d’agar semi-solide. Ces activités ont été restaurées après ajout des 

cLPs purifiés dans le milieu de culture (de Bruijn et al., 2007; de Bruijn et al., 2008; de 

Bruijn et Raaijmakers, 2009 ; Ma et al., 2016). 

 La production de la viscosine est plus importante chez les cellules formant les 

biofilms que chez les cellules planctoniques (Bonnichsen et al., 2015). Par contre, il a été 

démontré que les putisolvines I et II produites par P. putida PCL1445 inhibent la formation 

de biofilms des Pseudomonas et altèrent la structure de ceux déjà existants (Kuiper et al., 

2004). 

Par leur capacité à induire la formation de biofilms, les cLPs jouent un rôle crucial 

dans la colonisation des racines des plantes par le PGPR producteur. Le massétolide A est 

impliqué dans la colonisation des racines et des cotylédons de la tomate par P. fluorescens 

SS101. Cependant, la suppression de l’expression du lipopeptide chez la souche diminue sa 

capacité à coloniser les racines (Tran et al., 2007).  
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II. Résistances systémiques chez les plantes 

Les plantes possèdent en plus des barrières physiques et chimiques, des systèmes de 

reconnaissance et de réponse induites qui sont déclenchées immédiatement après le premier 

contact avec des molécules étrangères et sont renforcées par l´interaction prolongée avec 

les agents pathogènes (Göhre et Robatzek, 2008). 

Chez la plante, deux types de résistance systémique ont été rapportés : une résistance 

systémique acquise « SAR » qui résulte d’une interaction avec un microorganisme 

pathogène (Durrant et Dong, 2004); et une résistance systémique induite « ISR » qui est 

stimulée par certaines rhizobactéries non-pathogènes. Ces bactéries sont capables de 

stimuler des mécanismes de défense inductibles systémiques chez la plante et donc de 

réduire la pathologie (van Loon et al., 1998). Le traitement des racines par des PGPRs 

produit des effets protecteurs sur d´autres parties de la plante sans migration des bactéries 

stimulatrices à travers le système vasculaire ou à travers les tissus (Ramamoorthy et al., 

2001). Au cours des dernières années, plus d'attention est assignée à l'utilisation de bactéries 

rhizosphériques comme inducteurs des défenses naturelles chez les plantes (Dutta et al., 

2008; Ramarathnam et al., 2011; Tonelli et Fabra, 2014; Kim et al., 2015). 

2.1. Eliciteurs bactériens de l´ISR 

Les déterminants bactériens de l’ISR sont souvent les composants de la membrane 

externe, les antibiotiques, les sidérophores et l’acide salicylique bactérien (van Loon et al., 

1998). 

2.1.1. Composants de surface  

Certains éléments de la surface cellulaire bactérienne ont été décrits comme des 

inducteurs. Plusieurs études ont démontré l’implication des flagelles dans l’induction des 

défenses des plantes. C’est le cas des flagelles de P. putida WCS358 agissant comme 

éliciteurs de la résistance systémique chez Arabidopsis contre P. syringae (Meziane et al., 

2005); alors qu’une souche mutante d’Escherichia coli O157:H7 dépourvue de flagelles, 

n’induit pas l’expression des gènes de défense chez Arabidopsis (Seo et Matthews, 2012). 

Cependant, une activité élicitrice des lipopolysaccharides (LPS) ou, plus 

spécifiquement, de la chaîne latérale O-antigénique, a été démontrée chez différentes 

plantes (Reitz et al., 2002; Meziane et al., 2005; Desaki et al., 2006; Mohamed et al., 2015).  
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Les parois cellulaires de P. putida WCS358 contenant les LPS ont induit une résistance 

systémique contre Colletotrichum lindemuthianum et B. cinerea lorsque appliquées sur les 

racines du haricot (Meziane et al., 2005) ; alors que les mutants dépourvus d’antigène O 

n’ont pas induit la résistance contre le flétrissement fusarien chez le radis (Leeman et al., 

1995). D’autre part, les LPS obtenus de différentes bactéries phytopathogènes à Gram-

négatif tels que Xanthomonas oryzae pv. oryzae ; ou non-phytopathogènes tels que 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneuminiae et E. coli ont induit la formation des 

espèces réactives oxygénées (ROS) chez le riz (Desaki et al., 2006). Ces ROS sont connues 

pour leur rôle dans la restriction de la pénétration des agents pathogènes (Peng et Kuc, 

1992), mais aussi impliqués dans l'induction des nécroses au niveau des tissus infectés 

(Sutherland, 1991). 

2.1.2. Métabolites secondaires 

Les métabolites secondaires comme : les sidérophores (Buysens et al., 1996 ; 

Meziane et al., 2005), l’acide salicylique (De Meyer et Höfte, 1997 ; Ran et al., 2005), les 

composés volatils (Ryu et al., 2004 ; Han et al., 2006), et les antibiotiques conférant à 

l’organisme producteur son pouvoir antimicrobien, peuvent aussi être impliqués dans l’ISR 

comme stimulateurs. C’est le cas de la phénazine et de la pyrrolnitrine (Upadhyay et 

Srivastava, 2011), du DAPG (Keel et al., 1992; Velusamy et al., 2006) et des lipopeptides 

cycliques (Tran et al., 2007 ; Ma et al., 2016). 

a. Les lipopeptides 

Plusieurs travaux ont démontré l’implication des cLPs des Pseudomonas et des 

Bacillus comme éliciteurs de l’ISR. Ainsi, le massétolide A produit par P. fluorescens 

SS101 induit la résistance de la tomate contre P. infestans (Tran et al., 2007). L’application 

du cLP purifié sur les feuilles et les racines de la tomate, réduit significativement l'incidence 

de la maladie et l’extension des zones de lésion sur les feuilles (de Souza et al., 2003). A 

différentes concentrations, les orfamides A, B et G ont un effet protecteur vis-à-vis des 

spores de M. oryzae VT5M1. Les trois homologues réduiraient le nombre de lésions 

sporulantes sur les feuilles du riz (Ma et al., 2016). En outre, la fengycine produite par B. 

subtilis NCD-2 joue un rôle majeur dans la restriction de la population de R. solani dans la 

rhizosphère du coton et la suppression de la maladie de fonte du coton (Guo et al., 2014). 
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2.2. Mécanismes de signalisation  

La résistance induite n'est pas la mise en place d'une résistance là où il n'y en a pas, 

mais l'activation de mécanismes de résistance latents qui sont exprimés lors de l'inoculation 

avec un agent pathogène (van Loon, 1997). Ce mécanisme se fait par la perception des 

signaux émis lors de la rencontre avec les éliciteurs.  

2.2.1. Transduction du signal 

La perception des éliciteurs induit une cascade qui aboutit à la transduction du signal 

intracellulaire responsable de la mise en place des défenses efficaces (Nürnberger, 1999). 

La transduction du signal de l’éliciteur implique une reconnaissance moléculaire et une 

interaction physique entre les molécules élicitrices et les récepteurs spécifiques de la plante 

(Yoshikawa et al., 1993). Parmi les molécules signales de la plantes conférant un rôle 

primordial dans la régulation des voies de transduction du signal : les phytohormones telles 

que l'éthylène (ET), l'acide jasmonique (AJ) et l'acide salicylique (AS ; figure 13 ; Ramírez-

Suero, 2009). 

 

Figure 13. Structure de l´éthylène, l’acide jasmonique (jasmonate), le méthyle-jasmonate 

(MeJa) et l’acide salicylique (salicylate ; Ramírez-Suero, 2009). 

a. Signalisation par l’acide jasmonique et l’éthylène 

La voie de signalisation de l´ISR n´est généralement pas associée à l´accumulation 

de l’acide salicylique (Pieterse et al., 2000) ; mais elle est plutôt liée à la perception de 

l’acide jasmonique et de l´éthylène (Pieterse et al., 2001; Ton et al., 2001).  
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La signalisation par l’acide jasmonique peut être induite par une gamme d’élicieurs tels que: 

les stress abiotiques, y compris le stress osmotique (Kramell et al., 1995), les blessures, la 

sécheresse, les insectes ; et l’exposition aux éliciteurs des pathogènes qui comprennent des 

chitines et des oligosaccharides (Doares et al., 1995). 

Les PGPRs tels que Bacillus, Serratia et Pseudomonas induisent une résistance 

systémique indépendante de l’acide salicyliqe chez des plantes de tabac transgéniques 

déficientes en AS contre Peronospora tabacina agent de la pourriture bleue chez le tabac 

(Zhang et al., 2002). De même, l'ISR induite par P. fluorescens WCS417r vis-à-vis de P. 

syringae pv. tomato sur les feuilles d’Arabidopsis ; est indépendante de l'accumulation de 

l’AS et des PRs (Pathogenesis-related proteins ou protéines liées à la pathogénèse ; Pieterse 

et al., 1996 ; Pieterse et al., 2000). En effet, la souche WCS417r a induit l’ISR chez le 

mutant d’Arabidopsis non-accumulateur du salicylate mais non pas chez les mutants non-

sensible à l’éthylène ; confirmant que la résistance élicitée par WCS417r est indépendante 

du salicylate mais dépendante de l’éthylène (Ran et al., 2005).  

Par ailleurs, la production du jasmonate et de l'éthylène a été stimulée après 

inoculation des feuilles d’Arabidopsis avec la bactérie virulente P. syringae pv. tomato 

(Pieterse et al., 2000) ; tandis que le mutant jar1-1 non sensible à l’AJ et le mutant etr1-1 

non sensible à l’ET ont été très susceptible à l’infection par P. syringae pv. tomato DC3000 

(Pieterse et al., 2000 ; Ton et al., 2002).  

b. Signalisation par l’acide salicylique 

L´induction de l´ISR chez les plantes par des PGPRs est souvent indépendante du 

salicylate (Iavicoli et al., 2003; Ryu et al., 2004). Toutefois, certains exemples de l´ISR liée 

à l’acide salicylique ont été rapportés (Maurhofer et al., 1998; De Meyer et al., 1999). 

White (1979), a été le premier à prêter attention au salicylate en tant qu’inducteur de 

la résistance aux maladies chez les plantes. En effet, l'injection des feuilles de tabac avec 

l'aspirine a augmenté la résistance à l’infection subséquente par le virus de la mosaïque du 

tabac (TMV ; White, 1979; Antoniw et White 1980). Cependant, une augmentation de la 

concentration de l’AS endogène chez les feuilles de tabac inoculées avec l’AS et exemptes 

du virus de la mosaïque a été rapportée (Enyedi et al., 1992). 
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L'implication du salicylate dans la transduction du signal a été confirmée par les 

phénotypes de plantes transgéniques porteuses du gène NahG codant pour la salicylate 

hydroxylase de P. putida, qui convertit l’AS en catéchol (Delaney et al., 1994). La 

transformation génétique causée par Agrobacterium tumefaciens chez Arabidopsis est plus 

élevée chez le mutant NahG non-accumulateur et le mutant sid2 non-producteur, contenant 

de faibles teneurs en AS; par contre elle est réduite chez les plantes avec des défenses 

activées dépendantes du salicylate et déficientes en jasmonate tel que le mutant coi1 (Rosas-

Díaz et al., 2017).  

D’autre part, aucune protection n’a été induite par la souche P. aeruginosa 7NSK2 

contre le TMV chez les plantes de tabac transgénique (tabac-NahG) ; indiquant que la 

résistante induite par cette dernière dépendrait de l’accumulation du salicylate in planta (De 

Meyer et al., 1999). Ces mêmes auteurs ont démontré que la résistance systémique 

dépendante de l’AS induite par 7NSK2 est médiée par la voie de la SAR. Des résultats 

similaires ont été obtenus par Zhang et ses collaborateurs (2004), qui ont démontré que la 

résistance systémique acquise ne s’est pas établie chez la plante de tabac n’accumulant pas 

l’AS.  

2.3. Mécanismes de défense des plantes 

En réponse aux attaques microbiennes, les plantes activent une série complexe de 

réponses qui mènent à l'induction locale et systémique d'un large spectre de défenses 

antimicrobiennes. La résistance induite est basée sur la régulation de l'expression des gènes 

liés à la défense chez la plante. Un état défensif se produit lorsque les gènes sont induits ou 

réprimés, entraînant des changements dans les métabolites et les défenses systémiques de 

la plante ; par conséquent, la plante survit à l'infection par des agents pathogènes (Ahmad 

et al., 2014).  

2.3.1. Réponse hypersensible et mort cellulaire 

La réponse hypersensible (HR) est une réaction de défense souvent observée au 

cours des interactions plante/microbe. Elle se caractérise, en cas d’infection, par une mort 

cellulaire programmée rapide autour du site initial de la pénétration des agents pathogènes 

(Lam, 2004). Elle est associée à la restriction de la prolifération du pathogène (Lam et al., 

2001), et à l’activation de la résistance aux maladies (Lam, 2004) par génération des espèces 

réactives de l’oxygène (Ren et al., 2002). 
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Le modèle spatio-temporel de l'accumulation de l’acide salicylique durant la réponse 

hypersensible suggère qu’il contribuerait à contrôler le timing et l'ampleur de la mort 

cellulaire. L'accumulation du salicylate survient à la suite de la mort cellulaire par contre le 

développement de cette dernière n'est pas affecté par les niveaux du salicylate dans les tissus 

végétaux (Alvarez, 2000). 

Des plantes de tabac-NahG transgéniques ont présenté un développement tardif de 

la réponse hypersensible après infection par le TMV (Mur et al., 1997), ainsi que 

l'atténuation du « burst oxydatif » après inoculation avec des bactéries avirulentes (Mur et 

al., 2000). Ce dernier est liée à la production rapide des espèces réactives de l'oxygène, 

déclenchant, ainsi, une mort programmée locale des cellules infectées (Levine et al., 1994). 

Un gradient de salicylate s’établi dans les tissus de tabac infectés par le TMV, et est 

maintenu pendant la formation des lésions tissulaires. Les plus hauts niveaux de salicylate 

se trouvent au centre des lésions, diminuant vers les frontières. Tandis que, dans les tissus 

environnants sains entourant la lésion, les niveaux sont légèrement plus élevés que dans les 

plantes non infectées (Enyedi et al., 1992).  

Dans le stade final de la réponse hypersensible, les niveaux de l’AS sont très faibles 

pour induire la mort cellulaire mais suffisants pour activer les réponses antioxydantes et les 

suppresseurs de la mort cellulaire (Alvarez, 2000). 

2.3.2. Mécanismes de défense dépendants de l’acide salicylique 

Il est maintenant admis que les niveaux de l’AS augmentent dans les tissus végétaux 

à la suite d’une infection par un agent pathogène ou suite à l'application de l’AS exogène; 

entraînant ainsi une résistance accrue contre un large spectre de pathogènes. La voie de 

l’acide salicylique met en jeu différents gènes de défense et d'entretien précoces et tardifs 

inductibles par l’acide salicylique (Blanco et al., 2009; Ahmad et al., 2011; Armijo et al., 

2013, Herrera-Vásquez et al., 2015a). 

a. Interaction entre l’acide salicylique et le régulateur NPR1 

Le co-régulateur transcriptionnel protéique NPR1 (Non-expressor of Pathogenesis-

Related Gene 1) aussi connu sous le nom NIM1 (Non Immunity 1) ; joue un rôle crucial 

dans la résistance systémique. Il agit comme récepteur spécifique de la molécule signale 

« AS », et comme régulateur central positif de la cascade de signalisation qui mène à 

l'expression des gènes de défense (Blanco et al., 2009 ; Maier et al., 2011 ; Wu et al., 2012). 
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Les plantes d’Arabidopsis mutantes en npr1, ne répondent plus à l’induction de la 

résistance par l’acide salicylique, et les symptômes de l’infection par P. syringae sont plus 

sévères par rapport aux souches sauvages (Cao et al., 1994). 

L’introduction de l’ASdans le milieu de culture, ainsi que l’induction de l’ISR et de 

la SAR, ne causent aucune augmentation dans la quantité du NPR1 d’A. thaliana; signifiant 

que les gènes npr1 sont constitutivement exprimés chez Arabidopsis (van Wees et al., 

2000 ; Maier et al., 2011). Par contre, l'activité transcriptionnelle du NPR1 chez le tabac 

était en effet plus élevée en présence du salicylate (Maier et al., 2011). 

Le régulateur NPR1 agit indirectement pour induire la transcription des PRs et 

d’autres gènes dépendants du NPR1en se liant aux facteurs de transcription TGA. Lorsque 

activés, ces deniers se lient au promoteur de certains gènes pr et induisent leur transcription 

(Fan et Dong, 2002 ; Johnson et al., 2003 ; Blanco et al., 2009). Ainsi, l'interaction des 

NPR1s avec les facteurs transcriptionnels TGA est dépendante de l’acide salicylique (Fan 

et Dong, 2002 ; Johnson et al., 2003) ; et semble être améliorée en présence de ce dernier 

(Maier et al., 2011). 

b. Accumulation des protéines liées à la pathogénèse (PRs) 

Plusieurs gènes liés à la pathogénèse codant pour des PRs (Pathogenesis Related 

proteins), dont l'expression dépend du salicylate, sont couramment utilisés comme 

indicateurs des défenses dépendantes de l’AS chez la plante (Uknes et al., 1992; van Loon 

et van Strien, 1999; Fan et Dong, 2002, Johnson et al., 2003 ; Zhang et al., 2004 ; Zwicker 

et al., 2007). L’expression des pr1 est dépendante de l’accumulation dd l’AS et de 

l’activation du NPR1 par ce dernier. Glazebrook et al. (1996), ont démontré que les taux 

d’induction des pr1 ARNm étaient élevés chez les plantes de tabac cultivées en présence du 

salicylate, alors qu’ils sont significativement moins faibles chez les plantes mutantes en 

npr1 et inoculées avec P. syringae pv. maculicola ES4326 et celles non inoculées.  

2.3.3. Mécanismes de défense dépendants de l’acide jasmonique et de l’éthylène 

Bien que les mécanismes de résistance soient induits par accumulation du salicylate 

in planta (De Meyer et al., 1999 ; Zhang et al., 2004 ; Rosas-Díaz et al., 2017) ; de 

nombreuses études ont montré que ces mêmes mécanismes sont régulés par l´éthylène et le 

jasmonate (Pieterse et al., 1998 ; Ton et al., 2001 ; Ran et al., 2005). Ce denier, contribue 

aux défenses des plantes vis-à-vis des champignons nécrotrophes (Makandar et al., 2010). 
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Comme dans les défenses dépendantes de l’acide salicylique, le gène npr1 est 

impliqué dans les défenses dépendantes de l’acide jasmonique et de l’éthylène. Aucune 

protection n’a été induite par le PGPR WCS417r contre P. syringae pv. tomato chez les 

mutants d’Arabidopsis déficients en npr1 ; signifiant que l’ISR induite par WCS417r est 

médiée par le jasmonate et est dépendante du NPR1 (Pieterse et al., 1998 ; van Wees et al., 

2000). 

L’induction de l’ISR par le méthyle jasmonate (MeJA ) chez Arabidopsis est bloquée 

chez les mutants, etr1-1, jar1-1 et npr1-1. Par contre, l’induction de l’ISR par le précurseur 

de l’éthylène (ACC) est bloquée chez les mutants etr-1-1 et npr1-1, mais non pas chez les 

mutants jar1-1 (Pieterse et al., 1998). Ceci indique que les deux molécules de signalisation 

(AJ et ET) sont impliquées dans la régulation de l'expression de l’ISR contre P. syringae 

pv. tomato successivement et en amont du NPR1 ; et que la perception du jasmonate est 

nécessaire avant celle de l´éthylène (Pieterse et al., 1998). 

L’augmentation de la production de la protéine antifongique PDF1.2 (Plant Defensin 

1.2), est induite chez Arabidopsis par l’augmentation des niveaux du jasmonate et de 

l'éthylène endogènes dans les tissus infectés avec Alternaria brassicicola (Penninckx et al., 

1996 ; Penninckx et al., 1998) ; ou par l’application exogène du MeJA et de l’éthylène. 

L’expression systémique du gène de la défensine pdf1.2 au cours de la réponse de type SAR 

est indépendante de l’AS et du NPR1, et est dépendante de l’AJ et de l’ET. En effet, ce gène 

est réprimé chez les plantes non sensibles à l’AJ et à l’ET, mais non pas chez les plantes 

déficientes ou non accumulatrices de l’AS (Penninckx et al., 1996).  

Le traitement des mutants d’Arabidopsis, non-sensibles au jasmonate et ceux non-

sensibles à l’éthylène, par le MeJA et l’ET n’a entrainé aucune induction de l’expression 

du pdf1.2. Ce qui suggère, que la production de la défensine à la suite de l’infection par 

l’agent pathogène, nécessite l’activation simultanée des deux voies de signalisation  

(Penninckx et al., 1998).  

Les résultats de Pieterse et al. (1998) combinés à ceux de Penninckx et al. (1998), 

suggèreraient que la résistance systémique induite (ISR) par les PGPR nécessiterait 

l’activation successive de la voie du jasmonate puis celle de l’éthylène ; tandis que la 

résistance systémique acquise par les agents pathogènes (SAR) dépendrait de la synergie 

entre ces deux voies ou plutôt une activation simultanée (Figure 14).  
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La biosynthèse de l'éthylène se produit avant la mort cellulaire. Cette dernière a été 

retardée chez les plantes d’Arabidopsis non-productrices et non-sensibles à l’éthylène. Ceci 

suggère que la perception de la signalisation de l'éthylène est nécessaire pour accélérer la 

mort cellulaire (Liu et al., 2008).  

 

 

Figure 14. Transduction du signal dans les cas de la SAR et l’ISR chez Arabidopsis 

(Pieterse et al., 1998). 

2.4. Communication entre les voies de défense (SA-JA crosstalk) 

Le crosstalk entre les deux types de résistance ISR et SAR, conduit à l’induction soit 

de la réponse SAR ou ISR, ou les deux simultanément (van Wees et al., 2000). L’acide 

jasmonique et l’acide salicylique fonctionnent dans la signalisation et dans la défense contre 

les maladies via leurs interactions coopératives et/ou antagonistes (Doares et al., 1995; Seo 

et al., 1995 ; van Wees et al., 2000 ; Turner et al., 2002; Kunkel et Brooks, 2002).  

Il a été rapporté que le jasmonate et le salicylate induisaient l'expression de gènes pr 

par des interactions antagonistes. L’induction de l'expression des gènes pr acides par l’acide 

salicylique et celle des gènes pr basiques par l’acide jasmonique pourraient être inhibée par 

la présence du jasmonate et du salicylate, respectivement (Niki et al., 1998). 
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Les plantes de tabac blessées accumulent l’acide jasmonique  trois heures après la 

blessure. Par contre, les plantes transgéniques non-sensible à la voie de l’AJ accumuleraient 

l’AS et les PR1s ; indiquant que la suppression de la voie de jasmonate permet l'induction 

de la voie de salicylate par la plaie (Seo et al., 1995).  

Ainsi, l'inhibition de l'action du jasmonate par le salicylate (abaissement de 

l'induction des gènes sensibles au jasmonate) pourrait se manifester via l'activation du 

NPR1 (Pieterse et van Loon, 2004). Par contre, l’induction de la voie de signalisation du 

jasmonate et de l’expression du pdf1.2 par F. graminearum inhibe la voie de salicylate 

conduisant à l’augmentation de la sévérité de la fusariose chez Arabidopsis (Makandar et 

al., 2010). 

D’autre part, les deux types de résistance (ISR dépendante du jasmonate et la SAR 

dépendante du salicylate) peuvent être induits simultanément en combinant les éliciteurs. 

Chez Arabidopsis. L’induction simultanée de l’ISR par P. fluorescens WCS417r et de la 

SAR par la souche avirulente P. syringae pv. tomato DC3000 ou l’AS; entraînerait une 

réduction significative de la gravité de la maladie par rapport aux plantes traitées avec 

chaque inducteur séparément. Ceci indique une synergie entre les deux voies. Cependant, 

la perturbation de l’une des voies n’a aucun effet sur le fonctionnement de l’autre (van Wees 

et al., 2000). 

Que ce soit l’interaction entre les molécules de signalisation, ou encore leurs 

synthèse. En effet, les quantités des acides jasmonique et salicylique accumulés chez les 

mutants NahG non accumulateurs de salicylate et jar1-1 non producteurs de jasmonate 

respectivement, ne sont pas affectées (Heck et al., 2003). 
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III. Matériel et méthodes 

3.1. Matériel biologique 

Les quarante-cinq souches utilisées dans cette étude ont été isolées des sols des 

rhizosphères du blé et de la pomme de terre de la région de Sétif. Elles ont été précedemment 

testées et présélectionnées sur la base de leurs activités antifongique contre des 

champignons telluriques phyopathogènes Fusarium. oxysporum f. sp. albedinis, Fusarium 

solani var. coeruleum et Phytophtora infestans (Mezaache-Aichour et al., 2013b). Les 

souches Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus coagulase positive 

ATCC 25923 (Laboratoire de Microbiologie et de Parasitologie, CHU, Sétif, Algérie) 

formatrices de biofilm, Peudomonas protegenes sp. nov (CHA0, généreusement offerte par 

le Prof. Haas, Lausanne, Suisse) et la souche Peudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens 

(S2 ; Mezaache-Aichour et al., 2012) ont servi de contrôles positifs dans les différents tests. 

Les souches fongiques utilisées dans les expérimentations et leurs origines sont indiquées 

dans le tableau I. 

Tableau I. Différentes souches fongiques testées. 

Champignon Référence 

Fusarium. oxysporum f. sp. 

albedinis 

Fusarium solani var. coeruleum 

 

Phytophtora infestans 

Fusarium graminearum 

 

Sporonema sp. 

Sclerotopsis sp. 

Sclerotinia sp. 

Ascochyta sp. 

Stiebum sp. 

Fusarium sp. 29 

Fusarium sp. 2 

Institut National de la Recherche 

Agronomique (Alger, Algérie) 

Institut Pasteur (Paris, France) 

 

Laboratoire de Microbiologie 

Appliquée (Sétif, Algérie) 

 

 

 

 

Mezaache-Aichour et al., 2018 
 

 

 

Les souches bactériennes utilisées ont été conservées sur gélose nutritive (GN, 

Himedia) et sont revivifiées sur bouillon nutritif (BN, Himedia). Tandis que les souches 

fongiques sont cultivées sur milieu gélosé à base de dextrose et  de pomme de terre (PDA 

pour Potato dextrose agar ; Annexe I). 
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3.2. Méthodologie 

3.2.1. Extraction du matériel génétique 

Les souches à identifier ont été cultivées sur BN pendant une nuit à 30°C. L'ADN 

chromosomique est extrait à partir de cultures bactériennes en utilisant les kits d’extraction 

QIAamp DNA Mini Kits (QIAGEN). Les cultures bactériennes ont été centrifugées à 

4000rpm/10min et les culots resuspendus dans 180µl de la solution enzymatique (lysozyme 

à 20mg/ml; 20 mM Tris·HCl, pH 8.0; 2mM EDTA; 1.2% Triton). Les volumes ont été 

transférés dans des tubes eppendorf de 1.5 ml et incubés à 37°C/30min. 20µl de protéinase 

K et 200µl du tampon AL (fournis dans le kit) ont été ajoutés dans chaque tube. Ces derniers 

ont été vortexés, incubés à 56°C/30min puis centrifugés rapidement. 4µl de RNase 

(100µg/ml) ont été ajoutés. Les tubes vortexés pendant 15min, laissés 2min à température 

ambiante et centrifugés pour quelques secondes avant l’ajout de 200µl du tampon AL. Le 

mélange à été vortexé pendant 15s, incubé 10min/70°C et centrifugé pour éliminer les 

gouttes condensées au niveau du couvercle. Ensuite, 200µl d’éthanol ont été ajoutés et les 

tubes vortexés pendant 15s puis centrifugés pendant 1min. 

A la fin de cette dernière étape, le volume a été transféré aux colonnes de purification 

de l’ADN extrait «QIAamp Mini spin columns» (fournies dans le kit) ; puis centrifugé 

pendant 1min/14000rpm. Le premier tube est remplacé par un nouveau, et 500µl du tampon 

AW1 (fourni dans le kit) sont rajoutés. Les colonnes ont été centrifugées pendant 

1min/14000rpm, placées dans de nouveaux tubes, et 500µl du tampon AW2 (fourni dans le 

kit) ont été ajoutés aux colonnes. Après centrifugation pendant 3min/14000rpm, ces 

dernière ont été transférées dans d’autres tubes, et une autre centrifugation a été pendant 

1min afin d’éliminer l’excès d’éthanol et de tampon ; puis placées dans des tubes eppendorf 

stériles et 200µl d’eau distillée stérile sont ajoutés. Les colonnes ont été laissées à 

température ambiante pendant 1 à 8 minutes puis centrifugées. Cette dernière étape a été 

répétée en utilisant un deuxième tube stérile ; les volumes ont été rassemblés dans un seul 

tube et l’ADN purifié a été conservé à -20°C pour pour une utilisation ultérieure. L'ADN 

chromosomique extrait est utilisé pour l’identification jusqu'au niveau de l'espèce et pour 

l'amplification et le criblage des gènes de lipopeptides cycliques. 
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3.2.2. Polymerase chain reaction (PCR) 

3.2.2.1. Identification moléculaire des isolats 

Les souches bactériennes ont été identifiées en séquençant le gène codant pour l'ARNr 

16S. L'amplification a été effectuée en utilisant une PCR gigogne avec les amorces 

universelles : SD-Bact-0341-bS-17 : 5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3' (forward) et SD-

Bact-0515-aA-19 : 5'-TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3' (reverse). Les produits de la PCR 

ont été purifiés en utilisant le kit de purification « QIAquick PCR Purification Kit » 

(Qiagen ; protocole détaillé en annexe II). Les ADNr 16S amplifiés et purfiés ont été soumis 

à une deuxième PCR avant d’être séquencés. Les compositions des mélanges réactionnels 

ainsi que les conditions des réactions PCRs utilisées sont compilés dans le tableau II.  Les 

séquences d'ADNr 16S ont été analysées avec l'outil Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/); puis déposées dans la base de données 

« GenBank » pour l’obtention des numéros d’accession.  

Tableau II. Réactifs et conditions des réactions PCRs utilisées pour l’amplification des 

ADNr 16S et la préparation pour le séquençage. 

Réaction 

PCR 
Produit  

Volume 

réactionnel (µl) 
Conditions 

P
o

u
r 

a
m

p
li

fi
c
a
ti

o
n

 d
e
s 

A
D

N
r 

1
6

S
 

 X2 Dream Taq Green PCR Master Mix 

(3u/µl Dream Taq ADN Polymérase, 2X 

Dream Taq Green buffer, dNTPs 0.4mM 

chacune, et 4mM MgCl2; Thermo 

Scientific) 

 Amorce sens bS-17 (18nmol; Sigma) 

 Amorce antisens aA-19 (18nmol; Sigma) 

 ADN matrice 

 H2O double distillée 

25 

 

 

 

 

2.5 

2.5 

3 

17 

 1 cycle de dénaturation 

initiale : 95°C/1min 

 30 cycles: dénaturation 

95°C/30s, hybridation 

60°C/30s, extension 

72°C/1min. 

 1 cycle d’extension 

finale : 72°C/5min 

P
o

u
r 

sé
q

u
e
n

ç
a
g

e
 d

e
s 

A
D

N
r 

1
6

S
 

 X10 Tampon Pfu (200mM Tris-HCl, 

100mM KCl, 100mM (NH4)2SO4, 20mM 

MgSO4, 1.0% Triton et 1mg/ml BSA sans 

nuclease; Promega) 

 Pfu ADN Polymérase (3u/µl ; Promega) 

 Amorce sens bS-17 (Sigma) 

 Amorce antisens aA-19 (Sigma) 

 dNTPs (2mM chacune ; Thermo 

Scientific) 

 ADN matrice 

 H2O double distillée 

5 

 

 

 

0.41 

2.5 

2.5 

5 

 

3 

31.6 

 

 1 cycle de dénaturation 

initiale : 95°C/1-3 min  

 30 cycles: dénaturation 

95°C/45s, hybridation 

60°C/30s, extension 

72°C/2min. 

 1 cycle d’extension 

finale : 72°C/5min 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.2.2.2. Criblage des souches pour les gènes de biosynthèses des cLPs 

Les gènes srfAA, myc, bmyB et fenD, codant respectivement pour la surfactine 

synthétase, la mycosubtiline synthétase, la bacillomycine synthétase et la fengycine 

synthétase ; ont été amplifiés en utlisant les amorces en tableau III. Ces dernière on été 

conçues par Dr. Engl (Queen Mary University of London, Royaume uni), sur la base des 

informations de séquence des gènes obtenus à partir de la base de données NCBI et sont 

fournis par Sigma. Les amplifications d'ADN ont été effectuées dans un volume total de 

25µl en utlisant le thermocycleur BIOER thechnology (Tableau IV).  

Tableau III. Amorces utilisées pour l'amplification des gènes de biosynthèses des cLPs. 

Gène Amorces Séquences 

Surfactine A srfAA* 
F 5’-ACGAATGCGAAAGAAAAGCAGATGC-3’ 

R 5’-CGGTATCCGCGGACTTTGACCT-3’ 

Bacillomycine bmyB* 
F 5’-GTGAATGAGCTGTTCAAAATGTCC-3’ 

R 5’-GGCAAAGAAATCTCTGATTATATCAAG-3’ 

Fengycine D fenD* 
F 5’-TCCATCTGGCAATTGTTTTGGTGG-3’ 

R 5’-GCTCTCCTTCAAGCCGCTTCAGC-3’ 

Mycosubtiline myc* 
F 5’-ACAGGCTCTGGCGAAGGCGTGGCAGC-3’ 

R 5’-AAACGTTCCATCGGGATATCCAC-3’ 

* Amorces conçus par Dr Christoph ENGL de séquences adaptées au NCBI. 

Tableau IV. Réactifs et conditions de PCR pour amplification des gènes de biosynthèses 

des cLPs. 

Réaction 

PCR 
Produit  

Volume 

réactionnel (µl) 
Conditions 

P
o

u
r 

a
m

p
li

fi
c
a
ti

o
n

 d
e
s 

g
è
n

e
s 

d
e
 c

L
P

s 

 X10 tampon Dream Taq (20mM MgCl2; 

KCl, (NH4)2SO4, Thermo Scientific) 

 Dream Taq ADN Polymérase (5u/µl; 

Thermo Scientific). 

 dNTPs (2mM chacune ; Thermo 

Scientific) 

 Amorce sens (Sigma) 

 Amorce antisens (Sigma) 

 ADN matrice 

 H2O double distillée 

2.5 

 

0.125 

 

2.5 

 

1.25 

1.25 

2 

15.375 

 1 cyclede dénaturation 

initiale : 95°C/1min 

 30 cycles : 

dénaturation 95°C/30s, 

hybridation 60°C/30s, 

extension 72°C/1min. 

 1 cycle d’extension 

finale : 72°C/5min  

Les concentrations des amorces utilisées et d’autres caractéristiques sont compilées dans l’annexe  III.  
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a. Electrophorèse sur gel d’agarose et visualisation 

10µl de chaque aliquote d’ADN amplifiés et purifiéss ont été colorés avec 2µl du 

colorant GelPilot DNA Loading Dye (X5 ; Qiagen) ; spotés dans les puits d’un gel d'agarose 

à 1% coloré avec 6µl de colorant Sybr DNA Gel Stain (Invitrogen) ; puis, séparés à 70V 

pendant 40 minutes. Les gels ont été ensuite photographiés sous lumière UV. Le marqueur 

de la taille moléculaire était de 1kb d'ADN (O'GeneRuler, Thermo Scientific). 

3.2.2.3. Induction de l’expression des gènes inductibles par l’acide salicylique chez 

Arabidopsis thaliana 

3.2.2.3.1. Culture des plantes  

Les graines d’Arabidopsis thaliana var. columbia (Arabidopsis Col-0) ont été 

désinfectées en surface : (i) avec de l'éthanol à 70% pendant 10 minutes, (ii) de 

l'hypochlorite de sodium dilué à 10% pendant 10 minutes, (iii) rincées deux fois avec de 

l'eau distillée stérile et re-suspendues dans de l'eau distillée stérile (tel que recommandé par 

Dr. LIU Fuquan, Queen’s University, Belfast, Irlande du nord, Royaume uni) . Des boîtes 

de Pétri stériles contenant 25ml de la gélose semi-solide de Murashige et Skoog (½ MS ; 

Murashige et Skoog, 1962), ont été recouvertes de disques de papier filtre stériles et 

imprégnés de 1ml d'eau stérile pour fournir un environnement humide. 200μl de suspension 

de graines (trop petites pour être dénombrées) ; ont été étalés sur chaque boite. L'excès d'eau 

a été éliminé et les boites ont été scellées avec un film poreux et incubées à 4°C pendant 24 

heures pour stimuler la germination des graines. Les semis ont été ensuite cultivés pendant 

10 jours dans une chambre de croissance (MLR-352H-PE Climatic test chamber, Panasonic) 

à 25°C, 37% d'humidité relative et une intensité lumineuse de 16h/jour à raison de 4000 

Lux au niveau de la plante. 

Les boites contenant les plantules agées de 10 jours ont été traitées avec :(i) 5ml de 

bouillon ½ MS (contrôle négatif ; CK), (ii) 2ml d'acide salicylique à 250µM (SA; contrôle 

positif), et (iii) 5ml de suspensions bactériennes : B. amyloliquefaciens A16, B. 

oryzaecorticis XI44, B. pumilus B10 et P. plecoglossicida XI39 respectivement dans un 

bouillon ½ MS à une concentration finale de 108 UFC/ml. Les boites ont été ensuite incubées 

pendant 24h dans les conditions de croissance sus mentionnées 
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3.2.2.3.2. Réaction PCR en temps réel (qRT-PCR) 

Le pouvoir régulateur des défenses d’Arabidopsis par les quatre souches, ainsi que par 

l’acide salicylique a été mis en évidence en évaluant les niveaux de l’expression relative 

des ARNm des gènes pr1, grxc9, nimin1, ank, ugt76b1 et llp1 ;codant respectivement pour 

les protéines : pathogenesis-related protein I, glutaredoxine, NPR1/NIM1-interacting I, 

ankyrine, UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase et legume lectine I. L’expression de 

ces gènes est déclenchée pendant la réponse dépendante de l’acide salicylique chez 

Arabidopsis, de ce fait ce sont des marqueurs de la voie de l’acide salicylique.  

a. Extraction des ARNs totaux 

L'ARN total d'Arabidopsis a été extrait selon la procédure d'extraction de l'ARN « Mini 

Hot Phenol Arabidopsis RNA extraction » (Mylne et al., 2010). Le contenu en palantules 

d’Arabidopsis de chaque boite Petri a été divisé sur trois tubes de 1.5ml contenant des billes 

métaliques (approximativemnt 0.4ml de tissus des plantes). Les tubes ont été plongés dans 

un contenaire d’azote liquide ; puis agités avec le TissuLyser LT (Qiagen) pendant 1min à 

5000rpm afin de broyer les tissus végétaux. Les tubes ont été laissés à température ambiante 

pour l’évaporation complète de l’azote liquide. La poudre obtenue a subi une extraction 

suivant le protocole du « phénol chaud » détaillé en annexe IV. Les extraits ont été ensuite 

traités avec une DNAse (Ambion, Life Technologies) afin d’éliminer l'ADN génomique 

contaminant. La concentration de L'ARN total a été déterminée par spectrophotométrie 

(NanoDrop 1000, Thermo Scientific) à 260nm, et la qualité du produit a été vérifiée pour la 

présence des ADN contaminants par électrophorèse sur gel d’agarose à 1%.  

b. Transcription inverse 

La transcription inverse a été réalisée en triplicata pour chaque traitement. Des 

transcriptions inverses en ADNc ont été effectuées dans un volume total de 10µl en 

utilisant : la transcriptase inverse RevertAid (Thermo Scientific), et un mélange d'amorces 

et de dNTPs. Les volumes et les concentrations des constituants du mélange, anisi que les 

conditions de la réaction RT-PCR sont compilés dans le tableau V. 
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Tableau V. Mélange réactionnel et conditions de la transcription inverse.  

Réaction 

PCR 
Produit  

Volume 

réactionnel (µl) 
Conditions 

T
ra

n
sc

ri
p

ti
o

n
 i

n
v

e
rs

e
 e

t 
a
m

p
li

fi
c
a
ti

o
n

 d
e
 

A
D

N
c
 

 ARN 

 H2O  

 Oligo(dT)20 (50µM ; Invitrogen) 

 Hexomères aléatoires (50ng/µl ; 

Invitrogen) 

 

 Tampon de réaction (250mM Tris-

HCl, 250mM KCl, 20mM MgCl2, 

50mM DTT ; Thermo Scientific). 

 dNTPs (25mM) 

 RevertAid Transcriptase inverse 

(200u/µl; Thermo Scientific) 

 

 H2O à chaque tube d'ADNc. 

2.5µg 

Jusqu’à 4.6µl 

0.5 

2 

 

 

2 

 

 

0.4 

0.5 

 

 

90 

1. Mélanger, vortexer et 

incuber à 65°C/5min, 

refroidir sur la glace 

pendant 1min. 

 

 

2. Incuber 25°C/10min, 

45°C/60min, et 

70°C/10min 

 

c. Dosages de la q-PCR 

Les séquences de pr1 ARNm, nimin1 ARNm, ank ARNm, grxc9 ARNm, llp1 ARNm et 

ugt76b1 ARNm, ont été amplifiées en utilisant des paires d'amorces spécifiques (Tableau 

VI). Le gène de l’ubiquitine (UBC) a été utilisé comme gène d'entretien (house keeping 

gene). 

Tableau VI. Amorces utilisées pour l'amplification et des gènes de défense d'Arabidopsis. 

Gène Annotation AGI Séquences* 

pr1  
Pathogenesis-related 

protein I 
At2g14610 

F 5’-GGTTAGCGAGAAGGCTAACTAC-3’ 

R 5’-CATCCGAGTCTCACTGACTTTC-3’ 

nimin1 NPR1/NIM1-interacting I At1g02450 
F 5’-CGTCGTGAGGAGGAAATCTAAC-3’ 

R5’-CCGTACGACACTGAGAGAAATC-3’ 

ank Ankyrine At1g54610 
F 5’-CGTCATCTGCTGGGAAGTTAG-3’ 

R 5’-GCAACGGACTTAACCCATACT-3’ 

grxc9 Glutaredoxine At1g28480 
F 5’-GATTGATGAGGAGAGGGAAGATG-3’ 

R 5’-CTACATAAACCGCCGGTAACT-3’ 

llp1 Legume lectine At5g03350 
F 5’-GTTGCTGAGAAAGCTGGTTATT -3’ 

R 5’-GCCTTGTACCTCTCTCCATTAC-3’ 

ugt76b1 UDP-glucosyltransferase At3g11340 
F 5’-ACCGTTAACCTCTCAGCTTTC-3’ 

R 5’-GTGAGTCTGCCTTAGTCTCTTG-3’ 

* Amorces conçus par Dr Fuquan LIU; AGI Arabidopsis Genome Initiative gene index. 
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Les dosages ont été réalisés dans le système de qPCR en temps réel Light Cycler 480 

Instrument II, en utilisant le Light Cycler 480 SYBR Green I Master (Roche Life Science) ; 

suivant les protocoles standards compilés dans le tableau VII.  

Tableau VII. Mélange réactionnels et conditions de la réaction q-PCR. 

Réaction 

PCR 
Produit Volume 

réactionnel (µl) 
Conditions 

P
C

R
 q

u
a
n

ti
ta

ti
v

e
 

 2X LightCycler®480 SYBR Green I 

Master (FastStart Taq ADN Polymérase, 

tampon de réaction, dNTP avec dUTP à la 

place de dTTP, colorant SYBR Green et 

MgCl2 ; Roche Life Science) 

 Amorces sens (Sigma) 

 Amorces antisens (Sigma) 

 ARN matrice 

 H2O 

6 

 

 

 

 

0.03 

0.03 

3 

2.94 

 Initiation : 95°C/5min 

 40 cycles : 

amplification et 

quantification : 

95°C/10s, 60°C /20s, et 

72°C/45s. 

 Courbe de fusion : 

72°C 

 Finition : 72°C/30s 

Les concentrations des amorces utilisées et d’autres caractéristiques sont compilées dans l’annexe III.  

3.2.3. Production de l’acide salicylique  

La production de l'acide salicylique par les quatre précédement testées pour leur 

capacité à induire les défenses d’Arabidopsis ; a été évaluée in vitro sur milieu ½ CAA (1/2 

casamino acids ; Annexe I) selon la méthode décrite par Serino et al. (1995) avec quelques 

modifications. Cinquante microlitres de chaque culture bactérienne cultivée pendant la nuit 

dans un bouillon nutritif (108 UFC/ml), ont été utilisées pour inoculer 1.4ml de milieu ½ 

CAA, en triplicatas et un tube contenant le milieu ½ CAA uniquement a été utilisé comme 

contrôle négatif. Les tubes ont été incubés à température ambiante sous agitation constante 

(150 tour/min) pendant 40 heures, puis centrifugés à 4000 tour/min pendant 10 minutes  ; et 

les surnageant ont été récupérés pour mesurer les densités optiques (DO) à 540nm. Les 

concentrations de l’AS produit ont été estimées par extrapolation sur une courbe 

d'étalonnage obtenu avec le 3-5-dinitro salicylate (Annexe V). 

3.2.4. Formation de biofilms 

L'adhésion des isolats bactériens aux surfaces a été examinée pour tous les isolats 

par la méthode au crystal violet (CV), décrite par Elhariry (2011) avec quelques 

modifications. Les puits à fonds plats des plaques de microtitrage stériles ont été remplis 

avec 230µl de bouillon tryptone soja (TSB, Merck).  
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Ensuite, les puits ont été inoculés avec 20µl de la suspension de chaque isolat (108 UFC/ml), 

précédemment cultivé pendant 18 heures dans un bouillon nutritif (une colonne entière a 

été réservée pour les répétitions de chaque souches). Les plaques ont été incubées dans des 

conditions statiques à température ambiante pendant 48 heures. Les puits du témoin négatif 

contenaient uniquement du TSB, alors que les témoins positifs consistaient en souches 

formant le biofilm : S. aureus ATCC 25923 coagulase positive, P. aeruginosa ATCC 27853 

et la souche PGPR référencée CHA0. 

Après 48 heures, le contenu des plaques a été versé, et les puits ont été lavés trois 

fois avec 300µl du milieu utilisé pour la culture. Les bactéries adhérantes aux parois des 

puits ont été fixées avec 250µl de méthanol à 99.8% (Sigma-Aldrich) pendant 15 minutes, 

puis les puits sont vidés et laissés sécher à l'air ambiant. Les cellules fixées ont été ensuite 

colorées avec 250µl de cristal violet à 0.5% pendant 5 minutes. L'excès de colorant a été 

éliminé par rinçage à l'eau courante. Le colorant lié aux cellules adhérentes a alors été extrait 

avec 250µl de diméthyl sulfoxyde à 99.9% (DMSO, Sigma-Aldrich) ; et les DO du colorant 

dissou ont été mesurées à 630nm en utilisant un lecteur ELISA (ELx800 Absorbance Reader 

BioTek Instruments). 

3.2.5. Production de composés organiques volatiles antifongiques 

Les 24 souches, précédemment criblés pour la présence des gènes de lipopeptides 

cycliques, ont également été testés pour la capacité à produire des composés organiques 

volatiles (COV) inhibant la croissance mycélienne des champignons pathogènes : P. 

infestans, F. oxysporum f. sp. albedinis, F. solani var. coeruleum et F. graminearum. Cette 

production à été mise en évidence par la méthode de confrontation à distance ou indirecte 

selon Jamalizadeh et al. (2008).  

D’abord, les souches fongiques ont été cultivées à l’obscurité et à température 

ambiante sur milieu PDA jusqu’à ce que les boites soient complètement recouvertes du 

mycélium. Les isolats bactériens ont été ensemencés sur gélose nutritive en boites de Pétri, 

et incubées à température ambiante pendant 48 heures (jusqu'à la fin de la phase 

exponentielle). C’est alors que les couvercles de ces boites sont remplacés par autres fonds 

de boites contenant un disque fongique de 5mm sur PDA. Les deux fonds sont scellés par 

du parafilm, en raison de 3 répétitions pour chaque duo (Figure 15). Le témoin est préparé 

de la même manière, sauf absence de bactéries.  
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Les boites sont incubées à température ambiante, et les observations sont notées lorsque le 

champignon dans la boite témoin atteint un maximum de croissance. 

 

 

Figure 15. Confrontations à distance bactérie/champignon. 

Les taux d’inhibition de la croissance fongique ont été calculés selon la formule  :  

INH%= [(Dc-Dt)/Dc] ×100 

INH% : taux d’inhibition 

Dc : diamètre de la croissance fongique dans la boite du témoin 

Dt : diamètre de la croissance fongique en présente de souches testées 

 

3.2.6. Tests in planta 

Le matériel végétal utilisé dans les tests de stimulation et de protection in planta est le 

blé dur : Triticum durum Desf de la variété GTA. Les graines de blé ont été désinfectées en 

surface selon le protocole de Jetiyanon et al. (2008) avec quelques modifications. Les 

graines ont été immergées dans une solution d’hypochlorite de sodium dilué à 10% pendant 

20 min, puis rincées trois fois consécutives avec de l’eau distillée stérile.  

Les souches bactériennes utilisées pour l’inoculation ont été cultivées dans du bouillon 

nutritif et la concentration utilisée estimée à 108 UFC/ml. Le champignon pathogène F. 

graminearum utilisé pour l’inoculation des plantules du blé a été cultivé sur milieu PDA à 

température ambiante et à l’obscurité pendant 8 jours. 

 

 

 



37 
 

a. Stimulation de la croissance du blé 

Les graines de blé désinfectées ont été stérilement trempées dans 1ml de chaque 

suspension bactérienne pendant 30min, transférées dans des pots contenant du sol 

préalablement stérilisé (trois autoclavages successifs pendant 1h à 121°C et à 1.5bar), à 

raison de quatre graines par répétition et quatre répétitions par traitement. Les pots ont été 

mis en culture sous serre dans des conditions contrôlées. Le témoin négatif consistait en 

graines traitées avec de l’eau distillée stérile, alors que le témoin positif consistait en deux 

souches de référence : P. protegens sp. nov. (CHA0) et P. chlororaphis subsp. aureofaciens 

(S2). Les plantes ont été arrosées un jour sur deux, et la croissance suivie pendant 6 

semaines. Le premier prélèvement a été effectué durant la phase de la levée (3 semaines 

après le semis), et le deuxième après 45 jours (durant la phase de tallage). A chaque 

prélèvement, les racines ont été retirées du sol, et les longueurs des parties aérienne et 

souterraine ont été mesurées (cm).  

b. Protection du blé contre F. graminearum 

La préparation des graines de blé pour le semis se fait suivant les mêmes étapes que 

pour le test de stimulation de la croissance à l’exception de la présence de deux témoins 

non traités. Après sept jours d’incubation, le contenu de chaque boite de Pétri (9mm) en 

colonie du champignon pathogène F. graminearum a été mélangé avec 50 grammes de sol 

stérile ; et chaque pot a reçu 1 gramme de sol contaminé. L’un des témoins (T inf) a été 

inoculé avec le sol contaminé, alors que l’autre témoin sain (Ts) n’a reçu que de l’eau. Les 

plantes ont été arrosées avec de l’eau de robinet et le test a été suivi jusqu’au déclin du 

témoin infecté. L’apparition des symptômes a été notée et le pourcentage de mortalité est 

calculé selon la formule : 

TM% = (Pm/Pt) ×100 

TM : pourcentage de mortalité 

Pm : nombre de plantules mortes par répétition  

Pt : nombre total de plantules par répétition  
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Alors que, le pourcentage d’infection a été calculé chez les plantules restantes après 

élimination des plantules flétries, selon la formule : 

TI% = (Finf/Ft) ×100 

TI : pourcentage d’infection 

Finf : nombre de feuilles infectées par répétition  

Ft : nombre total de feuilles par répétition  

Enfin, le pourcentage de feuilles saines, étant le nombre de feuilles qui n’ont montré aucun 

symptôme de la maladie, a été calculé selon : 

TS% = (Fs/Ft) ×100 

Ts : pourcentage de feuilles saines 

Fs : nombre de feuilles non infectées par répétition  

Ft : nombre total de feuilles par répétition  

 

3.2.7. Métabolisme des fongicides 

Ce test s’est déroulé en deux phases : (i) un test de survie et (ii) un test de dégradation. 

Les caractéristiques des fongicides utilisés dans ce test sont détaillées dans le tableau VIII.  

a. Test de survie 

La capacité des isolats à survivre en présence des fongicides a été évaluée en utilisant 

le bouillon nutritif ajouté de fongicides. Les solutions mères ont été préparées à partir de 

poudre de fongicides dissout dans de l’eau distillée stérile. Des dilutions successives ont été 

réalisées afin d’atteindre la concentration finale souhaitée  : une première dilution dans de 

l’eau distillée réalisée à partir de la solution mère ; et une seconde dilution dans du bouillon 

nutritif (Tableau IX). Le test a été effectué sur des microplaques de 96 puits contenant 230µl 

de milieu de culture (BN + fongicides) ; et inoculés avec 20µl de suspensions bactériennes 

en phase exponentielle (108 UFC/ml ; 3 puits par souche). Les plaques ont été incubées 

pendant 72 heures à température ambiante, et les densités optiques des cultures ont été 

mesurées à 630nm.  
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Tableau VIII. Familles chimiques et matières actives des fongicides utilisés. 

Nom 

commercial 
Firme Nom de groupe Famille chimique Matières actives 

Propicone 

Vapco, 

Jordanie 

MBC fongicides 

(Methyl 

Benzimidazole 

Carbamate) 

 

Benzimidazole 

Bénomyl 

Carbendazime 

Fubéridazole 

Thiabendazole 

Vapcotop Thiophanate 
Thiophanate 

Thiophanate-methyl 

Kazir  Dithio-carbamates Dithio-carbamates 

Mancozèbe 

Ferbame 

Cufranèbe 

Manèbe 

Zinèbe 

Métirame 

Curatine V  

Dithio-carbamates 

+ 

Acétamides 

Dithio-carbamates 

+ 

Acétamides 

Mancozèbe 

+ 

Cymoxanil 

Références FRAC (2013) 

 

Tableau IX. Concentrations des solutions de fongicides utilisées. 

Fongicide Solution mère Concentration finale 

Propicone 10g/l  100mg/l 

CuratineV 20g/l  100mg/l 

Vapcotop 10g/l 100mg/l  

Kazir 1g/l  5mg/l 

b. Test de dégradation  

Les souches ayant donné des densités optiques inférieures à 0.4 ont été écartées, tandis 

que les autres ont été testées pour leur capacité à utiliser les fongicides comme seul substrat 

nutritif dans le milieu. 
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Le test a été réalisé suivant la même méthode pour le test précédant sauf que le BN a été 

remplacé par un milieu minéral minimal M9 (Annexe I), auquel les fongicides ont été 

ajoutés comme seul substrat nutritif. Les densités optiques des cultures ont été mesurées à 

630nm ; et les souches ayant des DO supérieures à 0.4 sont considérés comme capables de 

dégrader le fongicide.  

3.2.8. Evaluation du potentiel PGP des pathogènes humains à Gram-négatif 

3.2.8.1. Activités antifongiques 

Les trois souches Acintobacter calcoaceticus XI22, Hafnia alvei XI47 et 

Stenotrophomonas maltophiliia P29 ont été testées pour leurs capacités à inhiber la 

croissance des souches fongiques locales démontrées résistantes aux fongicides,  à savoir : 

Sporonema sp., Sclerotopsis sp., Sclerotinia sp., Ascochyta sp., Stiebum sp., Fusarium sp. 

29 et Fusarium sp. 2. Le pouvoir inhibiteur a été évalué selon deux méthodes : la 

confrontation directe bactérie/champignon et la confrontation indirecte via la production de 

substances volatiles antifongiques. 

a. Confrontation directe 

Cette méthode consiste en une co-culture de la bactérie antagoniste avec le champignon 

pathogène sur la même boite de Pétri contenant du milieu PDA. Les boites sont divisées en 

deux compartiments : dont le premier est inoculé avec des stries bactériennes (108 UFC/ml), 

alors que le deuxième est inoculé avec un disque fongique (5mm) provenant de cultures des 

champignons (Figure 16). Chaque co-culture a été réalisée en triplicata, et les boites sont 

incubées à température ambiante et à l’obscurité jusqu’à ce que la boite du témoin (ne 

contenant qu’un disque fongique) soit complètement recouverte du mycélium.  

 

Figure 16. Confrontation directe bactérie/champignon 
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L’inhibition de la croissance résulte en l’arrêt de l’avancement du mycélium vers les 

colonies bactériennes. Les taux d’inhibition ont été calculés selon la formule  :  

INH%= [(Dc-Dt)/Dc] ×100 

INH% : taux d’inhibition 

Dc : diamètre de la croissance fongique dans la boite du contrôle 

Dt : diamètre de la croissance fongique en présente de souches testées 

 

b. Confrontation à distance. 

L’évaluation de l’inhibition de la croissance par les trois souches pathogènes via la 

production de substances volatiles, se fait selon la méthode de confrontation indirecte 

précédemment décrite pour les bacilles à Gram positif.  

3.2.8.2. Production d’enzymes lytiques par les souches  

a. Production de protéases 

La capacité des isolats à hydrolyser la caséine du lait a été mise en évidence sur 

milieu gélosé à base de lait. Cinquante millilitres de lait écrémé stérile ont été rajoutés à 

150ml de gélose nutritive en fusion préalablement préparée (Annexe I). Le milieu solidifié 

conditionné en boite de Pétri, a été ensemencé par dépôt de gouttelettes (2µl) issue d’une 

suspension bactérienne en phase exponentielle (108 UFC/ml). La production de protéases se 

traduit par un halo transparent autour de la colonie bactérienne après 48 heures d’incubation 

à température ambiante.  

b. Production de chitinases  

La production des chitinases dégradant la chitine a été mise en évidence sur milieu 

minimal gélosé (M9 + agar agar) additionné de la poudre de chitine comme seule source de 

carbone (Annexe I). L’encemensement du milieu et les conditions sont similaires à ceux 

pour le test de production de protéinases. La capacité des isolats à sectérer les chitinases se 

traduit par l’apparition de colonies bactériennes à la surface de la gélose.  
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c. Production de lipases 

La production de lipases hydrolysant les esters d’acides gras a été mise en évidence 

sur gélose nutritive additionnée de Tween 80 (monoléate de sorbitol ; Annexe I). Les boites 

ont été ensemencées et incubées comme il a été précédemment décrit. Après incubation, les 

colonies de souches lipase (+) sont entourées d’un halo opaque formé suite à la précipitation 

d’acides gras issus de la lipolyse.  

3.2.8.3. Stimulation de la croissance du blé et synergie avec d’autres PGPR  

La capacité des trois isolats à stimuler la croissance du blé dur, seuls ou en synergie 

avec d’autres espèces bactériennes, a été évaluée in vivo suivant le même protocole 

expérimental précédemment décrit. Dans le cas de la synergie des souches XI22, XI47 et 

P29 avec les souches (A16, XI44, B10, A1, XI49, XI49, XI39 et S2), les graines de blé ont 

été trempées dans un mélange de deux volumes équivalents de chaque suspension 

bactérienne (108 UFC/ml). Les traitements (souches seules ou combinées) et le témoin (ne 

contenant que des graines désinfectées), ont été répétés trois fois. 

Le premier prélèvement a été effectué durant la phase de la levée (mesure des longueurs 

des feuilles et des racines après 3 semaines) ; alors que durant le deuxième prélèvement 

(phase de tallage après 6 semaines du semis), le poids des plantules a été mesuré en plus 

des longueurs foliaires et racinaires. 

3.3. Analyse statistique 

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel Microsoft Excel 2013. 

L’analyse de la variance ANOVA à un seul facteur pour la comparaison multiple des 

moyennes, a été effectuée pour tester les différentes activités des bactéries (taux de 

signification à p<0.05).  
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Chapitre IV : Résultats et discussion 

4.1. Identification des isolats 

Les 45 souches présélectionnées pour leur potentiel inhibiteur de la croissance 

mycélienne des champignons pathogènes telluriques (Mezaache-Aichour et al., 2013b), ont 

été soumises à un typage moléculaire. Les séquences des gènes d'ADN codant pour l'ARNr 

16S ont permis l'affiliation phylogénétique de 41 souches. Les séquences ont été déposées 

dans la base de données GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sous les numéros 

d'accession figurant dans le tableau X. Parmi les 45 souches, 33 étaient Gram-positives et 

12 Gram-négatives. Le BLAST a permis l'identification de plusieurs espèces appartenant 

principalement aux groupes Bacillus et Pseudomonas ; les souches du genre Bacillus étant 

plus abondantes que celles du genre Pseudomonas comme il a été obtenu par Bouaoud et 

al. (2018).  

Parmi les Gram-positives, 26 souches appartiennent au genre Bacillus, deux souches 

au genre Virgibacillus et une seule souche au genre Paenibacillus. B. amyloliquefaciens est 

l'espèce à Gram-positif la plus fréquente (30.30%) suivie par B. subtilis (24.24%). 

Pseudomonas sp. sont les plus abondants parmi les espèces Gram-négatives (33.33%). Trois 

espèces pathogènes humaines potentielles ont été identifiées, il s’agit de:  Acinetobacter 

calcoaceticus, Hafnia alvei et Stenotrophomonas maltophilia (8.33% chacune) ; alors que 

quatre isolats (B14, XI16, XI17 et AgN41) n'ont pas pu être identifiés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tableau X. Identification moléculaire des souches Gram-positives et Gram-négatives 

isolées de la région de Sétif. 

Gram 
Code 

bactérien* 
Souche 

Pourcentage de 

similitude % 

Numéro 

d’accession 

Positif 

30INH Bacillus amyloliquefaciens 94 MH393531 

XI45 Bacillus subtilis 98 MH393547 

XI52 Bacillus subtilisa   

XI54 Bacillus subtilis 97 MH393553 

XI29 Bacillus subtilis 96 MH393546 

XI13 Bacillus amyloliquefaciens 97 MH393541 

XI30 Bacillus subtilis 94 MH393526 

XI9 Bacillus subtilis 98 MH393555 

XI44 Bacillus oryzaecorticis 91 MH393530 

B21 Bacillus amyloliquefaciens 96 MH393533 

B5 Bacillus subtilis 97 MH393534 

XI15 Bacillus subtilis 97 MH393543 

XI17 Nd   

A16 Bacillus amyloliquefaciens 97 MH393532 

P35 Bacillus amyloliquefaciens 96 MH393522 

XI48 Bacillus amyloliquefaciens 100 MH393550 

XI12 Bacillus amyloliquefaciens 97 MH393540 

XI46 Bacillus amyloliquefaciens 99 MH393548 

XI2 Bacillus amyloliquefaciens 95 MH393524 

30C Bacillus pumilus 95 MH393528 

B10 Bacillus pumilus 93 MH393525 

37INH Bacillus pumilus 99 MH393523 

P38 Bacillus pumilus 97 MH393527 

X6 Bacillus velezensis 95 MH393536 

B14 Nd   

A1 Bacillus sp.a   

XI10 Bacillus sp.  MH393538 

XI16 Nd   

XI23 Bacillus amyloliquefaciens 97 MH393545 

XI49 Virgibacillus proomii 90 MH393551 

AgN41 Nd   

XI1 Virgibacillus halodenitrificans 95 MH393537 

XI5 Paenibacillus sp.  MH393552 

Négatif 

XI14 Pseudomonas protegens 97 MH393542 

XI11 Pseudomonas protegens 98 MH393539 

XI6 Pseudomonas sp.  MH393554 

P37 Pseudomonas sp.  MH393535 

XI42 Pseudomonas sp.a   

XI3 Pseudomonas sp.a   

XI20 Pseudomonas sp.b   

XI39 Pseudomonas plecoglossicidaa   

29INH Pseudomonas plecoglossicida 96 MH393529 

XI22 Acinetobacter calcoaceticus 96 MH393544 

XI47 Hafnia alvei 94 MH393549 

P29 Stenotrophomonas maltophiliaa   

* Les codes se réfèrent aux numéros attribués aux souches dans la collection. 

Nd non déterminée. L’affiliation des souches XI17, B14, XI16 et AgN41 n’a pas pu être déterminé par l’outil 

de BLAST. 
a numéro d'accession non attribué, en raison de faible similitude <90%. 
b numéro d'accession non attribué, en raison de séquences nucléotidiques courtes.  
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4.2. Screening pour les gènes de biosynthèse des cLPs 

Les 24 isolats à Gram-positifs les plus antagonistes, ont été criblés pour la présence 

de gènes codants pour les synthétases des cLPs par moyen de la PCR. Le gène le plus 

répandu est fenD d’une taille comprise entre 1500 et 2000kb, retrouvé chez 17 souches 

(70.33%). Suivi par les gènes srfAA et bmyB ayant des tailles comprises entre 1500 et 

2000kb et codant respectivement pour la surfactine et la bacillomycine ; qui ont été détectés 

chez 66.66% et 58.33% des isolats criblés. Cependant, le gène myc d’une longueur 

approximative de 500kb; est retrouvé que chez six isolats (25% ; Figure 17A). 

Les gènes srfAA et fenD sont les plus fréquents chez les souches de l’espèce B. 

subtilis, tandis que les gènes bmyB et fenD sont les plus fréquents chez les souches B. 

amyloliquefaciens. Les souches B14, B. subtilis XI30 et V. proomii XI49 abritent les quatre 

gènes ciblés (Figure 17B) ; tandis que B. subtilis XI29 et B. pumilus (30C, B10 et P38) ne 

possèdent aucun des gènes des cLPs recherchés.  

La fengycine, le plus abondant des lipopeptides, est produite par B. 

amyloliquefaciens (Koumoutsi et al., 2004; Arguelles-Arias et al., 2009; Xu et al., 2013), 

et B. subtilis (Ongena et al., 2005; Dunlap et al., 2011; Pathak et al., 2012). Cependant, la 

surfactine a été détectée chez B. subtilis (Grover et al., 2010; Dunlap et al., 2011; Velho et 

al., 2011; Luo et al., 2015) et chez B. amyloliquefaciens (Koumoutsi et al., 2004 ; 

Arguelles-Arias et al., 2009; Romano et al., 2013). La bacillomycine est synthétisée par 

différentes souches de Bacillus telles que B. subtilis (Moyne et al., 2004; Luo et al., 2015), 

B. amyloliquefaciens (Koumoutsi et al., 2004, Xu et al., 2013) et Bacillus spp. 

(Ramarathnam et al., 2007); alors que, la mycosubtiline est la moins abondante et est 

détectée chez B. subtilis seulement (Duitman et al., 1999; Leclère et al., 2006; Sajitha et 

Dev, 2016). Toutefois, il faut souligner le fait que la production de ce dernier cLP n’est pas 

assez recherchée chez les Bacillus sp. et les Virgibacillus sp. 

La mycosubtiline, la bacillomycine, la surfactine et la fengycine s'avèrent 

responsables de l'activité antagoniste des souches productrices (Leclère et al., 2005; Xu et 

al., 2013; Liu et al., 2014). La mycosubtiline est impliquée dans l’activité antifongique de 

B. subtilis ATCC 6633 et de son mutant surproducteur de mycosubtiline contre un large 

spectre de pathogènes fongiques (Leclère et al., 2005).  
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La bacillomycine, un autre membre de la famille des iturines, est responsable de l’activité 

antifongique de B. subtilis AU195 vis-à-vis de Aspergillus flavus (Moyne et al., 2004) ;et 

de B. amyloliquefaciens FZB42 vis-à-vis de F. graminearum (Gu et al., 2017). 

 

 

Figure 17. (A) Profil électrophorétiques des produits de PCR chez 24 souches 

antagonistes, criblés pour les quatre gènes de biosynthèses des cLPs : fengycine 

synthétase, bacillomycine synthétase, mycosubtiline synthétase et surfactine synthétase. 

(B) diagramme deVenn montrant la prévalence des gènes de biosynthèse de cLPs chez les 

20 bacilles à Gram positif. 

M : marqueur de taille  

B 
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Aussi, la surfactine produite par B. subtilis 6051 a un effet antibactérien contre P. 

syringae en culture duelle; par conséquent, elle est impliquée dans l'antagonisme de la 

souche productrice contre les pathogènes bactériens (Bais et al., 2004). La fengycine est 

connue pour son pouvoir fongicide. Elle est impliquée dans l’activité antifongique de B. 

amyloliquefaciens FZB42 vis-à-vis de F. graminearum (Gu et al., 2017) et de B. 

vallismortis vis-à-vis d’Alternaria alternata (Kaur et al., 2017). L’iturine et la fengycine 

confèrent un pouvoir antifongique à B. subtilis in vitro contre F. oxysporum. Aussi, la 

production in situ de la fengycine par la même souche a été stimulée par la présence du 

pathogène (Ongena et al., 2005). L’iturine et la fengycine produites par B. subtilis ont 

également un effet inhibiteur contre Gibberella zeae, le téléomorphe de F. graminearum 

(Dunlap et al., 2011) 

Il est désormais admis que les familles de lipopeptides agissent de manière 

synergique, comme le suggèrent plusieurs études sur la surfactine et l'iturine (Maget-Dana 

et al., 1992), la surfactine et la fengycine (Ongena et al., 2007 ; Gu et al., 2017), ainsi que 

l’iturine et la fengycine (Koumoutsi et al., 2004, Romero et al., 2007). Il a été démontré 

que B. subtilis, B. vallismortis R2 et B. amyloliquefaciens JCK-12 produisent trois 

lipopeptides: l’iturine A, la surfactine et la fengycine (Liu et al., 2014 ; Kaur et al., 2017 ; 

Kim et al., 2017) ; tandis que B. amyloliquefaciens FZB42 produit la bacillomycine, la 

fengycine et la surfactine (Koumoutsi et al., 2004). Ainsi, la coexistence de deux ou 

plusieurs gènes de cLPs a été observée chez de nombreuses souches dans la présente étude.  

Les souches XI49, A1, XI30 et B14 abritent les quatre gènes de biosynthèses des 

cLPs; tandis que, les souches B. amyloliquefaciens (A16, XI13, B21 et 30INH) et B. subtilis 

(XI45 et XI52) abritent les trois gènes: srfAA, bmyB et fenD. La combinaison de la fengycine 

et de la surfactine de B. subtilis résulte en une inhibition significative de la germination des 

spores, indiquant une synergie potentielle (Liu et al., 2014).  

Dans des études précédentes, les souches V. proomii XI49 et B. amyloliquefaciens 

B21 ont montré une inhibition totale de la germination des spores de F. oxysporum f. sp. 

albedinis (Benslim et al., 2016), et des taux d'inhibition mycélienne de 60% et 67% contre 

deux isolats de Fusarium sp. résistants aux fongicides (Challal et Attar, 2016). Ces deux 

souches hébergent à la fois le gène codant pour la surfactine et celui codant pour la 

fengycine. 
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B. amyloliquefaciens P35 (fenD+, bmyB+) a précédemment montré des inhibitions 

significatives de la croissance du mycélium (Lahrache et Boulekfouf, 2014) et de la 

germination des spores de F. solani var. coeruleum (Benslim et al., 2016). Tandis que, B. 

amyloliquefaciens XI12 (bmyB+, fenD+) et V. halodenitrificans XI1 (srfAA+, myc+) ont 

inhibé la croissance mycélienne de F. solani var. coeruleum avec 59% et 61% 

respectivement (Lahrache et Boulekfouf, 2014); suggérant de nouvelles combinaisons 

antifongiques possibles entre les cLPs. 

Bien que les souches B. pumilus (B10, 30C) et B. subtilis XI29 ne possèdent aucun 

des gènes des cLPs criblés, elles ont eu une activité antifongique très considérable. L’isolat 

B10 a inhibé la croissance des champignons Didymabotrium sp. et Dothichiza sp. par 46% 

et 50% respectivement (Bekai et Aggoun, 2016). Alors que, l’isolat 30C a inhibé la 

croissance de Fusarium sp. 2 et une autre souche fongique non identifiée AgF14 par 60% 

et 81% respectivement (Challal et Attar, 2016). La souche B. subtilis XI29 a également 

montré une inhibition de la croissance mycélienne par 49% (Lahrche et Boulekfouf, 2014) 

et de la germination des spores par 81% (Benslim et al., 2016) contre F. solani var. 

coeruleum. Ceci suggère qu'un mécanisme autre que la synthèse des cLPs pourrait être 

impliqué dans la capacité antifongique de ces souches. Les protéases et les cellulases 

seraient impliquées dans l’activité antagoniste de B. pumilus JK-SX00 (Ren et al., 2013). 

Les souches B10 et 30C ont montré leurs capacités à produire des protéases (données non 

incluses). 

Cette hypothèse est soutenue par la corrélation linéaire présentée dans la figure 18 

qui montre qu’il n’y a pas de corrélation positive entre le taux d’inhibition de P. infestans 

et les gènes de cLPs retrouvés chez les souches antagonistes. Cela signifie l’implication de 

métabolites secondaires autres que les cLPs dans l’antagonisme contre cet oomycète.  

D’autre part, DeFilippi et ses collaborateurs (2018) ont constaté que les variations 

dans la production de cLPs pourraient s'expliquer, en partie, par les sensibilités globales des 

champignons phytopathogènes aux lipopeptides bactériens et/ou les taux de croissance 

relatifs entre le pathogène et les souches productrices. Ainsi la production des cLPs varie 

considérablement dans le temps en fonction du champignon ciblé. 
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Figure 18. Corrélation linéaire entre le taux d’inhibition de P. infestans et le 

nombre de cLPs. 

r : coefficient de correlation 

4.3. Production de l'acide salicylique 

Le salicylate a été produit par les quatre souches testées B. amyloliquefaciens A16, 

B. oryzaecorticis XI44, B. pumilus B10 et P. plecoglossicida XI39 à des concentrations 

comprises entre 0.31 et 0.4 mg/ml (Figure 19). 

 

Figure 19. Concentrations de l’acide salicylique produit par les souches  B. 

amyloliquefaciens A16, B. oryzaecorticis XI44, B. pumilus B10 et P. plecoglossicida XI39. 

Les milieux déficients en fer sont utilisés pour induire la production de métabolites 

secondaires ayant la capacité de séquestrer le fer. Lorsque cultivé dans un milieu riche en 

fer, P. aeruginosa 7NSK2 n'a pas induit la résistance chez le haricot contre B. cinerea ; 

comparé à la souche cultivée sur le milieu KB limité en fer, qui a induit la résistance chez 

la plante. Ceci suggère que la résistance contre B. cinerea est induite par des métabolites 

régulés par le fer chez P. aeruginosa 7NSK2 (De Meyer et Höfte, 1997).  
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Ici, les souches testées ont produit le salicylate à des niveaux détectables sur le 

milieu CAA déficient en fer. La production de l’AS par la souche Serratia marcescens 90-

166 a diminué avec l'augmentation des concentrations du fer ferrique dans le milieu de 

culture, alors que, la protection du concombre par la même souche contre l'anthracnose 

causée par Colletotrichum orbiculare a diminué à mesure que la concentration du Fe3+ 

augmentait dans le sol (Press et al., 1997). Aussi, ceci suggère que les mécanismes de 

défense des plantes dépendants de l’acide salicylique pourraient être induits par l’AS 

bactérien produit dans des conditions limitées en fer. 

L’acide salicylique semble être le seul sidérophore impliqué dans la résistance 

induite par P. aeruginosa 7NSK2. Les mutants de la souche déficients en AS, n’ont pas 

induit la résistance contre B. cinerea chez le haricot (De Meyer et Höfte, 1997) ; tandis que, 

P. aeruginosa KMPCH (SA+, pyocheline– et pyoverdine–) a induit une résistance chez la 

tomate. Confirmant l’implication de l’AS dans l’antagonisme contre B. cinerea sur les 

feuilles de la tomate (Audenaert et al., 2002). L’insertion du gène de biosynthèse du AS 

dans le génome de la souche déficiente P. fluorescens P3 a amélioré son pouvoir à induire 

l’ISR contre le TMV (Maurhofer et al., 1998).  

L’ISR a également été stimulée, et la sévérité de la fusariose a été réduite chez le 

pois chiche après application de l’AS exogène (Saikia et al., 2003). Les concentrations du 

SA peuvent être augmentées dans les feuilles de tabac en cultivant les plantes avec des 

bactéries colonisatrices de racines. L'accumulation de l’AS endogène dans les tissus 

végétaux n'est pas encore confirmée, serait-elle due à l’induction par l’AS bactérien ? Ou à 

l’assimilation de ce dernier par la plante puis l’accumulation dans les feuilles ? Ceci reste à 

être révélé. 

4.4. Induction de l’expression des gènes inductibles par l’acide salicylique 

chez Arabidopsis 

Les protéines PR1, GRXC9, NIMIN1, ANK, UGT76B1 et LLP1 sont des marqueurs 

de la voie de défense dépendante du salicylate chez A. thaliana (Figure 20). Les gènes 

nimin1, pr1, grxc9 et ank sont significativement induits en réponse à l’application exogène 

du salicylate, tandis que les gènes ugt76b1 et llp1 ont été fortement réprimés par ce dernier 

(Figures 21A-21F).  
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Figure 20. Régulation des gènes induits par l'acide salicylique chez Arabidopsis, adapté des travaux de Weigel et al. (2005); Ndamukong et 

al. (2007); Blanco et al. (2009); von Saint Paul et al. (2011); Yang et al. (2012); Armijo et al. (2013) et Herrera-Vasquez et al. (2015a). 

Les six gènes utilisés dans cette étude appartiennent à la voie de défense inductible par l’acide salicylique. L'expression du pr1 et nimin1 est 

dépendante du NPR1 et du facteur transcriptionnel TGA. La liaison de NIMIN1 au complexe NPR1/TGA lié au promoteur du pr1 réprime l'expression 

de ce dernier. Les gènes ugt76b1, ank et llp1 sont également dépendants du NPR1 tandis que grxc9 est indépendant de NPR1 et donc indépendant du 

complexe TGA/NPR1. Les couleurs et les formes indiquent les différents mécanismes de régulation. En vert : induction ; rouge : répression; bleu : 

régulation positive/négative; orange : activation de la molécule; flèches à tête ronde : fixation; flèche à tête carrée : accumulation . SA : acide 

salicylique ; HR: réponse hypersensible; ROS: espèces réactives de l'oxygène. 
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L’application de l’AS exogène sur le pois chiche a stimulé la résistance systémique 

contre le flétrissement fusarien et a réduit significativement la sévérité de la maladie (Saikia 

et al., 2003). Ce résultat correspond bien aux résultats obtenus dans le présent travail 

puisque les gènes nimin1, pr1, ank et grxc9 d’Arabidopsis ont été fortement induits par l’AS 

exogène. 

En ce qui concerne les quatre souches testées, l’induction de l’expression des gènes 

la plus élevée a été obtenue avec la souche B. amyloliquefaciens A16 suivie par P. 

plecoglossicida XI39, B. oryzaecorticis XI44 et B. pumilus B10. Les isolats B. 

amyloliquefaciens A16 et P. plecoglossicida XI39 ont induit l’expression des gènes grxc9, 

ank et pr1. Les isolats B. pumilus B10 et B. oryzaecorticis XI44 ont montré le plus bas 

niveau d’induction des gènes ank et nimin1, tandis qu’elles n’ont eu aucun effet régulateur 

(ni induction ni répression) sur l’expression des gènes grxc9 et pr1. Par contre, l’expression 

du gène llp1 a été significativement réprimée par les quatre bactéries. La souche B. pumilus 

B10 n’a pas d’effet régulateur sur le gène ugt76b1, par contre les autres (A16, XI39 et XI44) 

l’ont fortement réprimé (Figures 21A-21F). 

La contribution des cLPs dans l’induction de l’ISR a été intensivement étudiée. Les 

souches de B. subtilis et B. amyloliquefaciens productrices de surfactine, ainsi que la 

surfactine purifiée ont déclenché les défenses chez les plantes de tabac inoculées avec la 

suspension de spores de B. cinerea (Cawoy et al., 2014). Alors que, le mutant Bs2504 

produisant seulement la fengycine (dérivé de B. subtilis 168 producteur de surfactine et de 

fengycine), a conservé une certaine capacité à induire la résistance chez le haricot (Ongena 

et al., 2007). 

Bien que B. amyloliquefaciens A16 produisait la plus faible concentration en AS 

(0.31 mg/m), elle a fortement induit l’expression des gènes nimin1, pr1, ank et grxc9. Cette 

induction pourrait être due à la présence des gènes de la surfactine et de la fengycine. 

D’autre part, B. oryzaecorticis XI44 (srfAA-, fenD+) et B. pumilus B10 (srfAA-, fenD-) ont 

montré des niveaux d'induction très faible pour certains gènes , mais ont réprimé d’autres ; 

même s'ils ont produit des concentrations élevées de AS. Cette supposition pourrait être 

compensée par le fait que les plantules d'Arabidopsis et les inocula bactériens ont été co-

cultivés sur milieu MS (non déficient en fer), ainsi l’ASbactérien peut être exclu comme 

inducteur de gènes.  
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Figure 21. Réponse des gènes de défense dépendents du salicylate chez Arabidopsis aux 

quatre isolats bactériens. (A) pr1 (B) nimin1 (C) ank (D) grxc9 (E) ugt76b1 et (F) llp1. 

En abscisses : traitements avec B. amyloliquefaciens A16, B. oryzaecorticis XI44, B. pumilus B10 

et P. plecoglossicida XI39. Le contrôle positif (SA) consiste en 250µM d’AS et le contrôle négatif 

(CK) consiste en 5ml du milieu ½ MS; En ordonnées: taux de l’expression relative des ARNm des 

six gènes de défense chez Arabidopsis. 

*** Induction/répression significatives (p<0.05) 
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P. plecoglossicida XI39 produit une concentration importante en AS, mais a été 

moins efficace que l’A16 dans la régulation des gènes. En effet, les souches de 

Pseudomonas impliquent différents mécanismes d’induction tels que les lipopeptides (Tran 

et al., 2007), les lipopolysaccharides (Mohamed et al., 2015) et les flagelles (Meziane et 

al., 2005).  

La protéine PR1 appartenant à la famille des PRs est un indicateur de la résistance 

systémique induite par les agents pathogènes, mais aussi par l'application de l’AS exogène 

sur les tissus végétaux (Uknes et al., 1992; van Loon et van Strien 1999; Zwicker et al., 

2007). Une accumulation différentielle du PR1 a été détectée dans des feuilles des plantes 

de tabac infectées par le TMV et non-traitées par le SA, et chez des plantes poussant en 

présence de l’AS. Dans le présent cas, le gène pr1 d’Arabidopsis a été induit à la fois par le 

SA et les quatre souches testées, correspondant bien aux résultats de Cao et al. (1997).  

D’autre part, le gène nimin1 a été induit à un niveau très élevé par le SA exogène, 

comme l'ont démontré Blanco et al. (2009), mais a été très faiblement induit par les souches 

testées. L’expression dépendande de l’AS du gène pr1 est régulée par la protéine NIMIN1 

(Maier et al., 2011). Cette dernière peut être un régulateur négatif du pr1 chez Arabidopsis. 

L’accumulation des ARNm pr1 était plus considérable chez le mutant d’Arabidopsis 

nimin1-1 (NIMIN1 knockout) que chez la plante sauvage (Weigel et al., 2005), par contre 

la surexpression du gène nimin1 a entrainé une réduction significative de l’induction du 

gène pr1 (Zwicker et al., 2007). 

La protéine ANK est impliquée dans la transduction du signal chez Arabidopsis 

(Blanco et al., 2005), et pourrait être impliquée dans la régulation de la différenciation des 

chloroplastes (Zhang et al., 1992). Dans le présent travail, le gène ank a été exprimé à un 

niveau très élevé chez les plantules d'Arabidopsis traitées avec l’AS (Blanco et al., 2005). 

Suivi par B. amyloliquefaciens A16 et légèrement induit par les trois autres souches. Des 

nécroses sont observées chez les plantes d’Arabidopsis contenant de faibles niveaux de la 

protéine endogène ANK2. Par ailleurs, la répression du gène ank2 résulte en une 

accumulation des espèces d’oxygène réactives (ROS) dans le tissu foliaire, suggérant son 

implication dans le burst oxydatif (Yan et al., 2002). 
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L’expression du gène grxc9 est activée par l’AS exogène et/ou suite à l’infection par 

un agent avirulent (Blanco et al., 2009). Le grxc9 a été considérablement induit par B. 

amyloliquefaciens A16 suivi par l’AS exogène. Les protéines de la famille des 

glutarédoxines jouent un rôle dans la détoxification et dans les réponses de défense des 

plantes vis-à-vis des pathogènes (Ndamukong et al., 2007). GRXC9 est une défense 

inductible par le stress chez Arabidopsis, elle est induite en réponse aux rayonnements UVB 

(Blanco et al., 2009; Herrera-Vasquez et al., 2015b), et est associée au burst oxydatif 

cellulaire (Blanco et al., 2009). Le gène grxc9 s’autorégule via son produit GRXC9 qui 

réprime sa propre expression en se liant aux facteurs transcriptionnels TGA alors qu'ils sont 

liés à l'ADN (Herrera-Vasquez et al., 2015b). 

Le gène ugt76b1 est lui aussi inductible par l’acide salicylique (Blanco et al., 2009), 

dont l’expression est aussi induite en réponse au stress. C’est une glucosyl transférase, 

hautement sensible au stress biotique ainsi qu'aux pathogènes biotrophes et nécrotrophes. 

Le mutant d’Arabidopsis déficient en ugt76b1 a montré une chlorose des feuilles et une 

sénescence plus précoces que celles observées chez la plante sauvage ; indiquant 

l’implication de l’UGT76B1 dans la sénescence chez Arabidopsis. Le gène pr1 a été 

exprimé dans les feuilles d’Arabidopsis déficientes en UGT76B1 ; en revanche le gène 

pdf1.2 induit par le jasmonate a été réprimé (von Saint Paul et al., 2011). De ce fait, la perte 

de l’UGT76B1 a entrainé l’induction des voies de défenses dépendantes de l’acide 

salicylique et la répression de celles dépendantes de l’acide jasmonique; ce qui suggère que 

l’UGT76B1 est impliquée dans le crosstalk SA-JA. 

La LLP1, une autre protéine dépendante de l’acide salicylique (Blanco et al., 2009), 

est responsable de la réduction de la prolifération bactérienne et de l’augmentation de la 

mort cellulaire dans les tissus infectés (Armijo et al., 2013). Le gène llp1 a été induit 5h 

après infection de l’Arabidopsis par P. syringae pv. tomato AvrRpm1, indiquant 

l’implication de la LLP1 dans les défenses antibactériennes (Blanco et al., 2009).  

Les gènes ugt76b1 et llp1 ont été réprimés suite au traitement par nos souches. Il est 

connu que l’UGT76B1 est produite en cas de stress biotique, et que LLP est impliquée dans 

les défenses antibactériennes. De ce fait, les souches testées ne sont pas considérées 

pathogènes par la plante, puisque les gènes de stress n’ont pas été exprimés. 
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4.5. Production de substances volatiles 

Les champignons utilisés dans ce test sont connus pour provoquer des maladies 

destructrices telles que : le mildiou et la pourriture sèche de la pomme de terre causées 

respectivement par P. infestans (Haverkort et al., 2008) et F. solani var. coeruleum (Adams 

et Lapwood, 1983); le flétrissement fusarien du palmier dattier causé par F. oxysporum f. 

sp. albedinis (Fernandez et al., 1995); et la pourriture des racines et la fonte des semis de 

blé causé par F. graminearum (Wang et al., 2006) 

Une inhibition significative de la croissance fongique via la production de substances 

volatiles a été obtenue vis-à-vis de P. infestans (Figure 22 et 23A) par les isolats B. subtilis 

(XI52, B5), B. amyloliquefaciens (30INH, XI46, XI13 et XI48), Bacillus sp. XI1 et AgN41. 

Seules les souches B. amyloliquefaciens (B21 et 30INH) et Bacillus sp. XI10 ont faiblement 

inhibé le développement de F. solani var. coeruleum (Figure 23B) et de F. oxysporum f. sp. 

albedinis (Figure 23C) respectivement. Tandis que F. graminearum n’a été inhibé par 

aucune des souches (Figure 23D).  

En effet, l’oomycète P. infestans a été hautement sensible aux substances volatiles 

bactériennes où sa croissance a été complètement arrêtée ; contrairement au F. oxysporum 

qui était extrêmement résistant, avec pratiquement aucune inhibition de croissance 

significative. Les souches cyanogènes de Pseudomonas étaient les plus actives, entraînant 

une inhibition totale de la croissance, mais les souches non-cyanogènes produiraient 

également des substances volatiles anti-oomycètes (Hunziker et al., 2015).  

 

 

Figure 22. Confrontation à distance des souches vis-à-vis de P. infestans. 

(A) B. subtilis XI52, (B) B. subtilis B5, (C) B. amyloliquefaciens 30INH et (D) B. 

oryzaecorticis XI44 

 

A D C B XI52/P. infestans B5/P. infestans 30INH/P. infestans XI44/P. infestans 
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Dans la présente étude, les taux d’inhibition obtenus avec la souche cyanogène P. 

protegens CHA0 sont significativement plus bas que ceux obtenus avec les souches 

utilisées. Parmi ces dernières, la souche XI48 est la seule à produire l’HCN (Boukhalfa et 

Madaci, 2013) ; ce qui suggère l’implication d’autres composés volatils anti-oomycètes. 

Dans l’étude de Hunziker et al. (2015), l'analyse des composés organiques volatils 

(COV) émis a révélé que le 1-undécène produit par des isolats rhizosphériques était le 

composé majeur impliqué dans l’inhibition de la croissance de P. infestans. Son application 

a significativement réduit la croissance mycélienne, la formation des sporanges, la 

germination et la libération des zoospores d'une manière dose dépendante. Aussi, une 

souche B. subtilis antagoniste a inhibé la croissance d’un autre oomycète Pythium afertile 

par 84%, étant plus importante que le taux d’inhibition de F. oxysporum par des substances 

diffusibles dans le milieu, bien que les deux types de composés ont causé les mêmes 

changement de structures chez le champignon (Chaurasia et al., 2005).  
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Figure 23. Inhibition de la croissance des champignons par production de substances 

volatiles. 

(A) P. infestans, (B) F. solani var. coeruleum, (C) F. oxysporum f. sp. albedinis et (D) F. 

graminearum. 

*** Inhibition significative (p<0.05) 
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Les composés volatils de la souche B. velezensis G341 ont réduit la croissance de P. 

infestans par 30%, alors qu’ils n’avaient aucun effet sur F. oxysporum f. sp. lycopersici 

responsable du flétrissement fusarien de la tomate (Lim et al., 2017). Vespermann et ses 

collaborateurs (2007) avaient également démontré que les souches de Fusarium ont été 

résistantes aux composés volatils produits par les Bacillus testés. Ceci concorde bien avec 

notre résultat, puisque les isolats sont considérablement actifs contre le Phytophthora mais 

très peu ou non actifs contre les trois ascomycètes du genre Fusarium testés. 

Par contre, les composés volatils produits par B. amyloliquefaciens NJN-6 ont été 

efficaces contre F. oxysporum ; ils ont inhibé la croissance mycélienne et la germination 

des spores du pathogène. L’analyse des composés volatils a détecté la prédominance des 

benzènes prouvés être responsable de l’activité antifongique (Yuan et al., 2012). Ici, les 

souches Bacillus sp. XI10 et B. amyloliquefaciens B21 étaient les seules ayant inhibé la 

croissance de F. oxysporum f. sp. albedinis. Il est à démontrer s’il s’agit des mêmes 

molécules ou d’autres dans le cas de ces deux isolats. 

Des études ont rapporté des souches de B. subtilis productrices de substances 

volatiles inhibitrices de F. graminearum (Nourozian et al., 2006 ; Abdulkareem et al., 

2014), contrairement à ce qu’il a été obtenu dans le présent travail. Ces différences peuvent 

être dues à la différence de susceptibilité des souches de F. graminearum testées aux COV 

des Gram-positives. 

Plus haut, il a été démontré qu’il n y a aucune corrélation positive entre le nombre 

de cLPs et l’inhibition de la croissance de P. infestans. Cependant, les taux d’inhibition très 

considérables de l’oomycète par certains isolats à Gram-positif via la production de COV ; 

suggère que le pouvoir inhibiteur lors de la présélection serait accordé aux composés 

volatils.  

4.6. Formation de biofilms 

Les souches diffèrent dans leur capacité à former le biofilm. Tous les isolats testés 

ont formé un biofilm assez important par comparaison au témoin négatif. En général, les 

isolats à Gram-positif avaient une capacité supérieure à former le biofilm que ceux à Gram-

négatif. 
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Aussi, certains isolats Gram-positif ont montré une capacité à former le biofilm 

significativement plus importante que les souches de référence P. aeruginosa ATCC 

27853 ; à savoir : l’isolat B14, Bacillus sp. A1, B. subtilis XI9, XI16, B. amyloliquefaciens 

A16, B. subtilis XI45 et B. amyloliquefaciens XI23 (Figure 24). 

 

 

 

Figure 24. Capacité de formation des biofilms sur milieu TSB par les souches testées. 

(A) Gram positifs et (B) Gram négatifs. 

*** Capacité significative (p<0.05) 
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Peeters et al. (2008) ont réalisé le test de quantification des biofilm en utilisant 

différentes concentrations du CV. Ils ont conclu que l’absorbance optimale obtenu avec S. 

aureus a été enregistrée en utilisant le CV à 0.1%. Ils ont également conclu que la méthode 

du CV semblait être moins appropriée pour la quantification de la biomasse du biofilm 

formé par P. aeruginosa. Cela peut s'expliquer par une fixation insuffisante de ces biofilms, 

en raison des grandes quantités de l'eau présente dans la matrice visqueuse des biofilms de 

P. aeruginosa. Ces résultats peuvent expliquer ceux obtenu dans le présent travail, puisque 

l’absorbance par S. aureus état très faible avec le CV à 0.5% et celle de P. aeruginosa était 

similaire à l’absorbance obtenue par Peeters et ses collaborateurs.  

Il est connu que B. subtilis ne forme généralement pas de biofilms sur les surfaces 

inerte même dans un milieu induisant leur formation ; cette capacité nécessite plutôt une 

activité métabolique active de la plante afin de coloniser les racines (Chen et al., 2012). Par 

ailleurs, la formation de biofilm par B. cereus a été remarquablement améliorée dans les 

conditions limitantes en nutriments. Les biofilms formés dans le TSB dilué (1: 20 v/v) ont 

été plus denses que ceux formés sur le TSB, signifiant l’influence de la disponibilité des 

nutriments sur la formation des biofilms (Elhariry, 2011). 

Plusieurs études ont démonté l’implication des cLPs dans la capacité des bactéries à 

produire le biofilm sur les racines des plantes/et ou sur les surfaces artificielles. Le mutant 

de B. amyloliquefaciens SQRM9 déficient en bacillomycine, a formé une très mince couche 

de biofilm in vitro, et a été incapable de coloniser les racines du concombre et de les protéger 

contre F. oxysporum; indiquant le rôle de la bacillomycine dans la formation de biofilm et 

la colonisation des racines par la souche productrice (Xu et al., 2013). La surfactine est 

également impliquée dans ces capacités, vu que le mutant B. subtilis 6051 déficient en 

surfactine a lui aussi perdu son pouvoir à former le biofilm et à coloniser les racines, et 

donc de protéger Arabidopsis contre P. syringae pv. tomato DC3000 (Bais et al., 2004). 

Dans la présente, parmi les souches qui ont formé le meilleur biofilm certaines ont été 

testées pour la présence de gènes de biosynthèses des cLPs. Les isolats, B14, A1, A16 et 

XI45 abritent les gènes de la surfactine et de la bacillomycine, suggérant l’implication de 

ces dernières dans leur pouvoir à former le biofilm. 
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4.7. Test in planta 

4.7.1. Stimulation de la croissance du blé 

Les longueurs des feuilles et des racines enregistrées durant les phases de la levée et du 

tallage sont illustrées dans les figures 25 (A et B) et 26 (A et B). Les résultats obtenus ont 

montré un potentiel stimulateur considérable de la croissance des plantes de blé. La majorité 

des souches ont donné des résultats plus importants que ceux obtenus avec les deux souches 

de référence : CHA0 et la souche 2. 

Certaines souches ont donné des résultats plus significatifs que ceux obtenus avec la 

souche référentielle CHA0 dans la phase de la levée. Les longueurs les plus significatives 

des feuilles ont été enregistrées chez les plantules traitées par V. halodenitrificans XI1, P. 

plecoglossicida 29INH, B. subtilis XI9, P. protegens XI14 et B. amyloliquefaciens 30INH 

par 87, 69, 61 et 56% respectivement. Par contre aucune différence n’a été enregistrée avec 

le reste des souches. Alors que pour les racines, les souches XI14, 30INH et 29INH ont été 

les seules qui ont significativement stimulé l’élongation par les taux respectifs de 98, 68 et 

57%. Cependant, il n’y avait aucune augmentation significative des longueurs des feuilles 

et des racines entre les souches testées et le témoin non traité durant la phase de tallage.  Il 

est également à noter que, durant cette phase, certaines souches (XI17, XI15, A1, etc.) étant 

moins actives durant la phase de levée sont devenues plus actives et ont considérablement 

augmenté la croissance du blé. Abd El-Azeem et ses collaborateurs (2008), ont démontré 

que le traitement des graines de blé de la variété Triticum aestivum L. avec des souches 

PGPR a engendré une augmentation par 70,6% pour le rendement en paille et par 57,3% 

pour le rendement en grains.  

Les rhizobactéries sont connues pour leur effet stimulateur de la croissance de 

différentes cultures, par la production d’une large gamme de métabolites stimulateurs tels 

que les auxines y compris l’acide indole acétique (Ahmad et al., 2008 ; Cardinale et al., 

2015), et l’ACC désaminase (Cardinale et al., 2015 ; Magnucka et Pietr, 2015). 

L’augmentation de la disponibilité des éléments nutritifs assimilables par la plante (Ahmad 

et al., 2008 ; Cardinale et al., 2015), et l’amélioration de la résistance de la plante aux stress 

(Cardinale et al., 2015 ; Vurukonda et al., 2016) ; sont aussi parmi les mécanismes de 

stimulation de la croissance excercés par les PGPRs. Il a été précédemment démontré que 

les souches utilisées dans ce travail sont toutes productrices de phosphatases mais aussi de 

l’AIA (Boukhalfa et Madaci, 2013). 
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Figure 25. Longueurs des parties aérienne et racinaire durant la phase de la levée après traitement avec les Gram-positifs (A).  

ABS : absence totale de croissance 

*** Stimulation significative (p<0.05) 

 

87,65%

***

56,30%

***

ABS

69,13%

***

68,11%

***

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

Lo
n

gu
e

u
r 

(c
m

)

Souches bactériennes

Stimulation par les Gram-positifs 

Feuilles Racines

A 



64 
 

 

Figure 25. Longueurs des parties aérienne et racinaire durant la phase de la levée après 

traitement avec les Gram-négatifs (B).  

ABS : absence totale de croissance 

*** Stimulation significative (p<0.05) 
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Figure 26. Longueurs des parties aérienne et racinaire durant la phase de tallage après traitement avec les Gram-positifs (A). 

ABS : absence totale de croissance 

*** Stimulation significative (p<0.05) 
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Figure 26. Longueurs des parties aérienne et racinaire durant la phase de tallage après 

traitement avec les Gram-négatifs (B). 

ABS : absence totale de croissance 

*** Stimulation significative (p<0.05) 

La souche P. aeruginosa 7NSK2 productrice de sidéophores, appliquée comme 

traitement aux graines de blé T. aestivum L. cv. Alborz, stimule l’élongation des feuilles et 

des racines et la synthèse des chlorophylles a et b ; contrairement au traitement par le 

mutant de la souche déficient en sidérophores (Rasouli Sadaghiani et al., 2008). Ces mêmes 

auteurs ont également démontré que l'absorption du fer (introduit comme Fe2O3) par les 

racines et sa translocation vers les feuilles étaient plus importantes chez les plantes traitées 

avec le 7NSK2 (sid+) par rapport aux plantes traitées avec le mutant MPFM1 (sid-). Ceci 

indique que les sidérophores du Pseudomonas ont augmenté le taux d'assimilation du fer 

par le blé. La synthèse de sidérophores par les souches stimulatrices XI14 et 29INH a été 

déjà mise en évidence par Boukhalfa et Madaci (2013) ; et s’est révélée sur milieu gélosé 

au lait par production de pigments fluorescents (données non incluses). 

En outre, les traitements des graines de blé (T. aestivum spp. vulgare var. Kirik) avec 

deux souches PGPR fixant l’azote et solubilisant le phosphate ; a significativement 

augmenté le rendement en graines, la biomasse, l’assimilation et  l’accumulation de macro- 

et de micro-nutriments dans les différentes parties de la plante (Turan et al., 2010). Deux 

souches Bacillus WS29 et WS31 ont significativement stimulé le développement des 

racines latérales du blé T. aestivum var. Wan33 par 34.9% et 27.6%, mais elles ont aussi 

augmenté le poids sec des plantes par 25 et 25.6% respectivement (Zhang et al., 2012).  
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Aussi, l’inoculation des plantules de blé T. aestivum avec K. pneumoniae (Sachdev et 

al., 2009) et la variété Inqalab-91 avec des souches bactériennes PGP (Khalid et al., 2004 ; 

Ali et al., 2009) productrices d’AIA, a montré un effet positif sur le poids frais et la longueur 

des tiges et des pousses (Ali et al., 2009), la longueur des racines et la hauteur des pousses 

(Sachdev et al., 2009). Les inoculations bactériennes ont également augmenté le nombre de 

talles, la longueur des épis et le poids des graines obtenus à la récolte (Khalid et al., 2004 ; 

Ali et al., 2009). 

Les composés organiques volatils bactériens, jouent également un rôle dans la 

promotion de la croissance des plantes. La co-culture des plantules d’Arabidopsis avec les 

souches B. subtilis GB03 et B. amyloliquefaciens IN937a, a entraîné une augmentation très 

significative de la surface totale des feuilles. Cette augmentation est due à l’émission du 

2,3-butanediol et de l’acétoïne (Ryu et al., 2003).  

Une étude comparative des méthodes de traitement des graines a montré que l’enrobage 

des graines du poivre et du concombre avec les spores de B. cereus RS87 ; et leur trempage 

dans une suspension de cellules végétatives ont favorisé la levée des graines, la longueur 

des racines et la hauteur des plantes à des taux presque égaux (Jetiyanon et al., 2008). La 

méthode utilisée dans la présente étude et celle du trempage, il est donc à prouver si de 

meilleurs résultats peuvent être obtenus en utilisant un type différent de traitement.  

La colonisation des racines par les PGPR pourrait être impliquée dans leur pouvoir 

de stimulation de la croissance. Un traitement combinant des cyanobactéries avec des PGPR 

fixatrices d’azote (Azotobacter) et solubilisant le phosphate (Pseudomonas), ayant la 

capacité à former des biofilm ; a considérablement augmenté la biomasse des plantes de blé 

(Swarnalakshmi et al., 2013). La croissance de la tomate traitée avec l’isolat B. pumilus 

WP8, colonisateur des racines, s’est significativement améliorée même en présence 

d’agents pathogènes. L’introduction d’une souche inhibitrice de la formation de biofilm par 

B. pumilus WP8 a entrainé une diminution significative de l’effet promoteur de cette 

dernière (Kang et al., 2014). 

Dans le présent travail, la formation de biofilm n’est pas impliquée exclusivement 

comme mécanisme de stimulation de la croissance. Les souches ayant la meilleure activité 

stimulatrice de la croissance du blé, ont en effet, la plus faible capacité de formation de 

biofilm. Parmi les souches formant le meilleur biofilm, seule la souche B. subtilis XI9 avait 

une capacité significative de formation de biofilm et de promotion de la croissance du blé. 
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Bien que les souches PGPR aient un potentiel stimulateur de la croissance des  plantes, 

plusieurs travaux ont démontré un effet opposé sur la croissance du blé. Magnucka et Pietr 

(2015), ont rapporté un effet négatif de deux Pseudomonas fluorescents RZ310 et PO366 

sur le développement des racines du blé. Cet effetétait lié à la densité cellulaire utilisée pour 

l'inoculation des grains. La souche RZ310 appliquée à des concentrations de 108 et 106 

cellules dans 1ml, ont réduit l'allongement des racines par 7.4 et 8%, respectivement. Ce 

qui correspond aux résultats obtenus avec quelques souches dans cette étude telles que B. 

pumilus 37INH et B. amyloliquefaciens P35 qui ont diminué la longueur par 75.65 et 65% 

respectivement par rapport au témoin non traité ; signifiant que la stimulation de la 

croissance peut dépendre de la densité de la population bactérienne initiale utilisée.  

Les composés volatils produits produits par les bactéries rhizosphériques peuvent 

exercer des effets contrastés sur la croissance des plantes ; allant de la promotion de la 

croissance à la destruction des plantes. L'impact de ces substances est bien documenté, 

cependant, très peu d’informations sur les mécanismes impliqués dans l’altération de la 

croissance des plantes est disponible (Bailly et Weisskopf, 2012). C’est le cas du blé T. 

aestivum L., cv. Drabant, pour lequel la longueur des feuilles et des racines ainsi que le 

nombre de racines ont été significativement réduits suite à l’exposition des graines aux COV 

émis par P. fluorescens A112 et Pseudomonas sp. A313 (Aström et Gerhardson, 1989). 

Plusieurs études ont démontré que la phytotoxicité des substances volatiles 

bactériennes sur Arabidopsis est liée à la production du cyanide d’hydrogène (HCN). La 

souche P. aeruginosa PUPa3 isolée de la rhizosphère du riz était moins cyanogène et donc, 

moins inhibitrice de la croissance d’Arabidopsis que la souche clinique P. aeruginosa PAO1 

(Blom et al., 2011). Alström et Burns (1989), ont également confirmé la contribution de 

l’HCN produit par P. fluorescens S241 dans la diminution de la longueur racinaire et du 

poids sec de la laitue et du haricot. P. fluorescens CHA0 (nommé actuellement P. protegens 

CHA0) provoquerait une diminution significative de la longueur des racines primaires chez 

A. thaliana. Une réduction moins drastique de la longueur a été observée avec le mutant 

CHA077 déficient en HCN (Rudrappa et al., 2008). Dans le cas de Serratia odorifera, 

l’inhibition de la croissance d’Arabidopsis était principalement due à l’émission du 

diméthyldisulfure et de l’ammoniac mais non pas à l’HCN (Kai et al., 2010). Ces résultats 

ensembles, suggèrent que l’inhibition de la croissance du blé par certaines souches dans ce 

travail pourrait être due à la production d’une ou de plusieurs substances  volatiles 

inhibitrices. 
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4.7.2. Protection du blé contre F. graminearum 

a. Déclin 

La croissance des plantules du blé et le développement des symptômes de la maladie 

causée par F. graminearum, ont été suivis jusqu’à ce que le témoin infecté soit 

complètement flétri.  

Les symptômes de la maladie se sont typiquement manifestés au bout de la période 

de suivi. Les plantules sont apparues flétries. La partie aérienne a montré des changements 

de coloration : les feuilles ont montré une chlorose tandis que les tiges sont devenues 

brunâtres. Les parties souterraines ont été complètement pourries avec une mauvaise odeur 

caractéristique de la pourriture racinaire. Les racines généralement peu développées, ont été 

très fragiles et difficiles à extraire ; et les semences infectées sorties du sol, ont perdu leur 

consistances et sont devenues molles et pouvant s’écraser facilement (symptômes 

caractéristiques de la fonte des semis, figure 27). Cependant, une protection totale 

significative des plantules vis-à-vis du pathogène a été obtenue avec les souches à Gram 

négatives P. protegens XI11 et Pseudomonas sp. (P37 et XI3) ; étant plus protectrices que 

la souche de référence CHA0, qui a montré 72% de plantules saines (Figures 28A et 28B). 
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Figure 27. Symptômes causés par F. graminearum sur les plantules de blé. 

(A) et (B) plantules flétries, (1) feuilles flétries, (2) fonte des semis, (3) racines 

pourries (purriture racinaire) ;(C) plantule non développée ennvahie par le 

mycélium fongique. 
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Figure 28. Taux de déclin enregistré après inoculation par F. graminearum chez les plantules de blé traitées avec les Gram-positifs (A). 

ABS : absence totale de croissance 

*** Protection significative (p<0.05) 
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Figure 28. Taux de déclin enregistré après inoculation par F. graminearum chez les 

plantules de blé traitées avec les Gram-négatifs (B). 

ABS : absence totale de croissance 

*** Protection significative (p<0.05) 

 

b. Infection 

Le pourcentage des feuilles infectées et saines, a été calculé chez les plantules 

survivantes après élimination des plantules fanées. Les feuilles infectées ont présenté des 

chloroses caractéristiques de la brûlure des semis du blé ou « seedling blight », dans la 

plupart des cas, à l’extrémité de la feuille (Figure 29). 

Certaines souches ont diminué l’incidence de la maladie à des taux significativement 

plus élevés que ceuxi enregistrés avec la souche de référence P. protegens sp. nov. CHA0. 

Parmi les plantules traitées avec XI5 et qui ont survécu, toutes les feuilles sont apparues 

saines. Les isolats Gram-positifs XI46, XI49, XI45, XI44, XI1, XI48, XI17, P35, A16, 

30INH, X6, XI13, XI10, XI23, B5 et XI30 et le Gram-négatif XI42 ont significativement 

atténué les symptômes de l’infection chez les plantules de blé, avec les taux de diminution 

de l’incidence compris entre 95.45 et 60 % (Figures 30A et 30B).  
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Figure 29. (A) Symptômes de la brûlure des semis sur le feuilles infectées, (B) 

comparaison entre une plantule saine (traitée avec P. protegens XI11) et des 

plantules atteintes (traitées avec B. amyloliquefaciens A16 et P. plecoglossicida 

29INH). 

 

Le F. graminearum est cosmopolite. Bien qu'il est principalement retrouvé sur le 

blé, le maïs et l'orge, il peut également se produire sur d'autres hôtes annuels et pérennes 

(Wegulo et al., 2008). Le champignon, en plus la brûlure des semis et des épis (seedlings 

and head blight) du blé, provoque différentes autres maladies des semences et des semis 

(Obanor et al., 2013). L'incidence et la gravité de la maladie de la pourriture des racines 

ainsi que l’état final du semis (final seedlings stand), augmentent avec l’augmentation de la 

concentration de l'inoculum du F. graminearum (Wang et al., 2006). 
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Figure 30. Pourcentage des feuilles infectées et non-infectées issues des plantes infectées après inoculation avec des rhizobactéries Gram-

positives (A). 

ABS : absence totale de croissance 

*** Protection significative (p<0.05)
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Figure 30. Pourcentage des feuilles infectées et non-infectées issues des plantes infectées 

après inoculation avec des rhizobactéries Gram-négatives (B). 

ABS : absence totale de croissance 

*** Protection significative (p<0.05) 

Actuellement, les traitements des semences de blé avec des souches bactériennes se 

sont révélés efficaces pour lutter contre la brûlure des semis. Les bactéries antagonistes 

peuvent diminuer la toxicité de F. graminearum. Les surnageants de cultures bactériennes 

de B. amyloliquefaciens ont diminué la production de mycotoxines par F. graminearum sur 

les graines de blé (Shi et al., 2014). 

Dans un sol contaminé avec F graminearum, le taux de germination des semences 

et l’émergence de semis très sensible de T. aestivum cv. Norm ont augmenté par 20 et 62% 

respectivement après enrobage des graines dans une suspension bactérienne de B. 

mojavensis. Cette dernière a causé des zones mycéliennes nécrotiques aux points de contact 

des bactéries avec la colonie fongique du pathogène, qui s’étendaient en prolongeant la 

durée du contact (Bacon et Hinton, 2007).  

Par ailleurs, la souche PGPR P. fluorescens MAA10 est plus efficace que B. subtilis 

MAA3 dans le contrôle de la pourriture des racines chez T. aestivum cv. Tabuki causée par 

F. graminearum (Moussa et al., 2013). Ces mêmes résultats ont été obtenus dans l’étude 

conduite sur la brûlure des semis causée par F. graminearum sur les épillets du blé ; les 

souches de Pseudomonas étaient plus actives que les Bacillus (Hu et al., 2014).  
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En outre, la performance des souches de biocontrôle in vitro peut différer 

complètement des essais in vivo (Jetiyanon et Kloepper, 2002). Ceci concorde bien avec les 

résultats de la présente étude. Les souches à Gram-positif ont été moins efficaces contre le 

champignon in vivo, en comparaison avec leur activité antifongique in vitro. En revanche, 

les souches Gram-négatives ayant une activité inhibitrice restreinte in vitro, ont 

efficacement protégé les plantules du blé et ont diminué l’incidence de la fusariose causée 

par F. graminearum. 

P. fluorescens MAA10 et B. subtilis MAA3 ont, d’une part, significativement 

augmenté les pourcentages quotidien et final de la germination des graines de blé en 

présence du pathogène ; et elles ont, d’autre part, diminué les pourcentages de l’infection 

(Moussa et al., 2013). Ces mêmes auteurs, ont conclu que l’enrobage de la graine avec la 

suspension des bactéries antagonistes était le meilleur mode de traitement, puisque le 

pourcentage final et le temps moyen d’infection ont été nuls après traitement avec MAA10  ; 

suivi du traitement par trempage des graines et enfin l’arrosage du sol par la suspension.  

Le trempage des épillets détachés de T. aestivum cv. Celtic dans les suspensions de 

cinq Paenibacillus polymyxa, a réduit l’incidence de la brûlure de l'épi (head blight) causée 

par F. graminearum avec ≥70% (He et al., 2009). Vu que la méthode utilisée dans le présent 

travail est celle du trempage, des essais ultérieurs pourraient être réalisés par enrobage des 

graines afin de comparer les résultats et déterminer le meilleur type de traitement  et l’isolat 

le plus performant.  

Le potentiel antifongique de la souche P. chlororaphis subsp. aurantiaca Pcho10 

vis-à-vis de F. graminearum a été mis en évidence in vitro. La phénazine a été identifiée 

comme étant responsable de l’activité antifongique de la souche (Hu et al., 2014). Ici, la 

souche 2 (P. chlororaphis subsp. aureofaciens) a réduit l’incidence de la pourriture 

racinaire causée par 38%. Cette souche a été précédemment démontré comme productrice 

de phénazines (Mezaache-Aichour et al., 2012 et 2013a). 
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Les cLPs des Gram-positifs jouent un rôle dans le biocontôle de F. graminearum. 

L’iturine A produite par B. amyloliquefaciens JCK-12 a entrainé l’inhibition de la 

croissance mycélienne et de la germination des spores du pathogène. La surfactine et la 

fengycine produites par la même souche n’avaient aucun effet sur les spores, par  contre le 

mélange des deux cLPs avec l’iturine A a augmenté le pouvoir inhibiteur de cette dernière. 

L’examen microscopique du mycélium après application de l’extrait bactérien contenant les 

cLPs, a révélé un gonflement des hyphes, des cellules ballonnées, des altérations de la paroi 

et de la membrane plasmique des hyphes. Les cLPs ont augmenté la perméabilité de la 

membrane, rendant F. graminearum plus susceptibles aux autres agents antifongiques (Kim 

et al., 2017).  

Une autre étude a démontré l’implication de la bacillomycine D et la fengycine de 

B. amyloliquefaciens FZB42 dans la suppression du F. graminearum (Gu et al., 2017). La 

bacillomycine D a également inhibé la germination des spores et a causé des déformations 

morphologiques des hyphes et des conidies similaires à ceux notés par Kim et al. (2017). 

Dans le présent travail, de faible taux de mortalité et d’infection ont été enregistrés avec des 

souches Gram-positives hébergeant les gènes de la bacillomycine D, de la surfactine et la 

fengycine ensembles ou hébergeant la bacillomycine D et la fengycine. Ceci pourrait être 

dû aux effets exercés sur l’agent pathogène par ces lipopeptides.  

La formation de biofilm est un paramètre impliqué dans le biocontôle exercé par B. 

subtilis contre l’infection des racines d’Arabidopsis par P. syringae pv. tomato DC3000 

(Bais et al., 2004). Ici, des taux de déclin et d’infection considérablement faibles, ont été 

obtenus avec des souches ayant des capacités significatives de formation de biofilm ; à 

savoir : A1, B14, A16 et XI45. Ces souches, également abritent les gènes de la surfactine, 

fengycine et la bacillomycine ; indiquant la possibilité d’une synergie entre les deux 

mécanismes (la colonisation des racines par formation de biofilm et la production de 

lipopeptides) dans le biocontrôle de F. graminearum par ces souches. En outre, ces 

dernières ont précédemment montré des taux d’inhibition allant de 38  à 54% et de 42 à 63% 

vis-à-vis de Fusarium sp. 2 et Fusarium sp. 29, respectivement (Challal et Attar, 2016). 
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Les PGPR ont également montré leur efficacité contre F. graminearum in situ. 

L’inoculation des épillets de blé cultivar Baguette 9 avec les antagonistes B. megaterium 

BM1 et B. subtilis BSM2 et BSM0, a réduit l’incidence de la brûlure des épis. Aussi, les 

filtrats bactériens traités à la chaleur ont eu le même effet protecteur. Ceci suggère 

l’implication de métabolites secondaires thermostables dans l’induction de la résistance 

chez Baguette 9 par les souches antagonistes (Pan et al., 2015). La souche Streptomyces sp. 

3 avait un double effet sur le blé. En plus de l’induction de  la résistance et la protection 

contre F. graminearum ; elle a même amélioré la croissance des plantes en présence du 

pathogène (Nourozian et al., 2006). 

L’activation de la SAR par l’intermédiaire de P. syringae pv. tomato avirulent a 

protégé Arabidopsis contre F. graminearum. L’inoculation des feuilles de la plante avec le 

pathogène a entrainé l’accumulation du SA endogène et l’expression du pr1, signifiant 

l’activation de la voie de signalisation dépendante du SA par F. graminearum. L’incidence 

de la maladie était réduite chez les mutants d’Arabidopsis exprimant constitutivement le 

pr1, mais elle a été sévère chez les mutants : npr1-1 déficient en NPR1, sid2 non producteur 

et NahG non accumulateur de l’acide salicylique (Makandar et al., 2010).  

L’application de l’AS exogène a également diminué la sévérité de la brûlure des épis 

chez T. aestivum cv. Roblin, et a induit l’expression des gènes de défense pr1, pr4 et npr1 

dépendants de l’AS (Qi et al., 2012). La sévérité de la maladie a été également réduite chez 

les plantes de blé traitées avec l’AS et chez le blé exprimant le At-NPR1 (NPR1 issu d’A. 

thaliana) mais elle était plus élevée chez le blé exprimant la salicylate hydroxylase (codée 

par NahG ; Makandar et al., 2012). Ensemble, ces résultats confirment l’implication de la 

voie de l’acide salicylique dans le contrôle de F. graminearum chez Arabidopsis et le blé.  

Ici, Les souches qui ont été précédemment testées pour l’induction des gènes impliqués 

dans la voie du salicylate, et plus particulièrement la souche B. pumilus B10, a 

considérablement réduit le taux de déclin dû au F. graminearum par 70%. 
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4.8. Dégradation des fongicides 

a. Survie  

Une variabilité significative de la croissance des souches testées a été observée selon 

le fongicide considéré. Toutes les souches testées ont été capables à croître dans le bouillon 

nutritif ajouté de vapcotop (Thiophanate), tandis que 32, 29 et 23 souches ont pu croître en 

présence du kazir (Dithio-carbamates), de la curatine V (Dithio-carbamates+Acétamides) 

et du propicone (Benzimidazole) respectivement.  

Les isolats Gram-positifs ont été plus sensibles que les Gram-négatifs. Ces derniers 

ont pu atteindre des taux de croissance considérables en présence des quatre fongicides, 

plus précisément la souche Pseudomonas sp. XI20. En plus de cette dernière, les isolats 

Gram-positifs B amyloliquefaciens 30INH, B. subtilis XI9, B. pumilus (B10 et 37INH) et 

AgN41 ont également pu résister aux quatre fongicides (Annexe VI) 

b. Dégradation  

Contrairement aux résultats précédents, la croissance de la majorité des isolats a été 

inhibée dans le milieu minimal contenant les fongicides comme seules sources de carbone. 

Parmi les Gram-positives, les souches B amyloliquefaciens XI46 et B. pumilus B10 ont pu 

dégrader le vapcotop (Thiophanate). B. pumilus 37INH est la seule pouvant dégrader le 

propicone et B. subtilis XI52 est la seule dégradant le kazir (Dithio-carbamates). Aucun des 

Gram-positifs n’a pu dégrader la curatine V (Dithio-carbamates+Acétamides). Par ailleurs, 

uniquement deux souches à Gram-négatif ont pu résister et ont poussé à des taux 

détectables. Il s’agit de : S. maltophilia P29 pouvant dégrader la curatine V et le kazir, et P. 

protegens XI14 qui a dégradé les trois fongicides : propicone (Benzimidazole), curatine V 

et kazir (Annexe VI; figures 31A-D).  

La dégradation microbienne accélérée est le nom couramment donné au phénomène 

associé à une augmentation significative du taux de la dégradation d'un pesticide dans le sol 

après une application antérieure du même pesticide. Ce phénomène est apparemment causé 

par une adaptation d'une ou plusieurs espèces de microorganismes présents dans le sol pour 

métaboliser le pesticide. De plus, l’augmentation du taux d'application peut augmenter la 

population de dégradeurs de pesticides, ce qui entraînerait un taux de dégradation encore 

plus élevé (Arbeli et Fuentes, 2007). 
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Figure 31. Croissances bactériennes sur milieu minimum (M9) additionné des fongicides : (A) Vapcotop.
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Figure 31. Croissances bactériennes sur milieu minimum (M9) additionné des fongicides : 

(B) Curatine V, (C) Kazir et (D) Propicone. 
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Le bénomyl (matière active du propicone) est connu pour être l’un des fongicides 

les plus influencé par la dégradation microbienne accélérée. L’application du composé 

même à de faibles doses est suffisante pour conditionner le sol à la dégradation accélérée 

(Yarden et al., 1987).  

Le carbendazime, une autre molécule active du propicone (Benzimidazole), est un 

fongicide à large spectre utilisé contre les pathogènes fongiques des céréales et des fruits  

(Pattanasupong et al., 2004). Le processus de dégradation bactérienne de ce fongicide est 

très lent (Helweg, 1977). Ce même auteur a rapporté que seulement 5% du carbendazime 

ont été récupérés du sol non stérile comparant à 50% récupérés du sol stérile. Durant ce 

processus, le fongicide est converti en 2-aminobenzimidazole par les bactéries du sol 

(Helweg, 1977 ; Cycoń et al., 2011). Des souches appartenant aux différents genres 

bactériens sont capable de dégrader le carbendazime telles que B. subtilis (Salunkhe et al., 

2014), B. licheniformis (Panda et al., 2017), Stenotrophomonas sp. et Ochrobactrum sp. 

(Conceição dos Santos et al., 2017). 

D’autre part, Enterobacter sp. TDS-1 et Bacillus sp. TDS-2 ont efficacement 

dégradé le méthyl thiophanate (molécule active du vapcotop). L’incubation des deux 

souches dans un milieu minimal salin supplémenté du fongicide a engendré la diminution 

de la dose jusqu’à 77% par Bacillus sp. TDS-2 et jusqu’à 60% par Enterobacter sp. TDS-1 

(Cycoń et al., 2011). Ici, les souches à Gram-positif (B. pumilus B10 et 37INH) ont 

efficacement dégradé le vapcotop (Thiophanate) et le propicone (Benzimidazole) 

respectivement. 

L’application du mancozèbe (matière active de la curatine V et du kazir) réduit la 

population des bactéries, des champignons et des actinomycètes. Le mancozèbe influence 

les processus de la fixation aérobie et de la minéralisation de l'azote, et donc altère le cycle 

d'azote et inhibe la population qui y est impliquée (Doneche et al., 1983 ; Pozo et al., 1994).  

Par contre, la présence du manèbe (matière active du kazir) dans le sol améliore la 

microflore fongique, et les populations des bactéries diazotrophes et nitrifiantes (Pozo et 

al., 1994). Dans le présent travail, deux souches à Gram-négatif : XI14 et P29 ont pu 

dégrader les deux fongicides kazir (Dithio-carbamates) et curatine V (Dithio-

carbamates+Acétamides) ; cela peut être expliqué par le fait que les deux composés 

contiennent une matière active commune (mancozèbe).  
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Une dégradation complète du mancozèbe a été observée 90 jours après traitement du 

sol contaminé avec des souches du genre Bacillus. Les résidus du mancozèbe ont été 

éliminés du sol et les populations indigènes ont repris leur croissance (Doneche et al., 1983). 

Ici, une seule souche à Gram-positif (B. subtilis XI52) était capable de le dégrader.  

4.9. Pathogènes humains en tant que PGPR 

Trois isolats de la collection des trois bactéries ont été identifiés comme des espèces 

pathogènes de l’homme. Les environnements associés aux plantes peuvent servir de niche 

pour les bactéries pathogènes opportunistes de l’homme et de l’animal, telles que Hafnia, 

Stenotrophomonas (Ouzari et al., 2008) et Acinetobacter (Sarode Prashant et al., 2009).  

4.9.1. Activité hydrolytique 

Aucune des souches n’a pu croître en présence de la chitine comme seule source de 

carbone ; signifiant l’absence d’enzymes hydrolysant la chitine. La souche P29 est la seule 

productrice de protéases sur milieu au lait, par contre les lipases hydrolysant le tween 80 

ont été produites par P29 et XI47 (Tableau XI, figure 32). 

Tableau XI. Activité enzymatiques des trois souches pathogènes. 

Souches 
Enzymes 

Protéases Chitinases Lipases 

A. calcoaceticus XI22 - - - 

H. alvei XI47 - - + 

S. maltophilia P29 + - + 

 

 

Figure 32. Production d’enzymes lytiques par les souches pathogènes sur milieux 

spécifiques. 

(A) Protéases par P29, (B) halo transparent autour de la colonie, (C) et (D) lipases par P29 et 

XI47.  

XI47 P29 P29 A C 

B 

D 
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4.9.2. Activités antifongiques 

a. Par confrontation directe 

La souche H. alvei XI47 est la plus active contre les champignons résistants aux 

fongicides. Elle a pu inhiber la croissance de 5 souches à des taux significatifs  ; suivie de 

S. maltophilia P29 qui a inhibé quatre champignons et finalement l’A. calcoaceticus XI22 

ayant inhibé deux souches fongiques.  

Aucune des souches n’a un effet significatif sur le Fusarium sp. 2, contrairement au 

Sclerotopsis sp. qui a été inhibé par les trois isolats, où le taux d’inhibition le plus 

significatif est celui enregistré avec XI22 (51.10%). La XI47 est la seule ayant une activité 

inhibitrice significative contre Stiebum sp. et Fusarium sp. 29 (28.51 et 32 % 

respectivement) ; mais n’ayant pas d’effet significatif contre Sporonema sp. L’inhibition la 

plus significative contre Sclerotinia sp. et Ascochyta sp. ont été obtenue avec XI47 (40.22 

et 30% respectivement) et par P29 (34 et 33% respectivement ; Figures 33 et 34). Aussi, 

l’apparition des sclérotes a été observée au niveau des zones de contact des souches P29 et 

XI47 (ou leurs métabolites) avec le mycélium de Sclerotinia sp. (Figure 33). 

Une souche d’Acinetobacter sp. a montré une activité antifongique vis-à-vis de deux 

espèces de Sclerotinia, mais elle était inactive vis-à-vis de F. solani (Oedjijono et al., 1993). 

D’autre part, il a été démontré que le pouvoir inhibiteur d’A. calcoaceticus sur F. oxysporum 

dans un milieu limité en fer, est due à la production de sidérophores (Sarode Prashant et al., 

2009 ; Rokhbakhsh-Zamin et al., 2011). Ceci correspond aux résultats obtenus sur milieu 

PDA, où les souches de Fusarium étaient résistantes alors que Sclerotinia était partiellement 

inhibé par la souche XI22. 

Kamal et al. (2015) ont démontré que l’inhibition de la croissance mycélienne et de 

la germination des sclérotes de Sclerotinia sclerotiorum par B. cereus (SC-1 et P-1) et B. 

subtilis W-67 est due à la production des substances diffusibles ainsi qu’aux composés 

volatils.  
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Figure 33. Activité antifongique par confrontation directe des souches pathogènes contre 

des champignons résistants aux fongicides. 

(A) A. calcoaceticus XI22 contre Sclerotopsis sp., (B) H. alvei XI47 contre Sclerotinia sp. et (C, 

D) S. maltophilia P29 contre Ascochyta sp. et Sclerotinia sp., respectivement. Cercles rouge : 

sclérotes. 

De nombreuses rhizobactéries synthétisent des enzymes hydrolytiques 

extracellulaires impliquées dans l'hydrolyse des composants de la paroi fongique tels que 

les chitinases hydrolysant la chitine, les protéinases hydrolysant les protéines et les 

cellulases qui dégradent la cellulose. Ces enzymes ont donc un potentiel pour inhiber les 

phytopathogènes (Pal et McSpadden Gardener, 2006). 

Le pouvoir inhibiteur des souches d’Acinetobacter sur F. oxysporum est dû à la 

production de la lipase et de l’amylase dégradant la paroi fongique, mais non pas aux 

protéases (Singh et Varma, 2015). L’absence d’inhibition par l’isolat XI22  contre les 

souches de Fusairum sp. 2 et 29 pourrait être expliquée par l’absence d’enzymes lytiques.  

A B 

C D 

XI22/Sclerotopsis 

sp. 

P29/Ascochyta sp. 

XI47/Sclerotinia sp. 

P29/Sclerotinia sp. 
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Figure 34. Inhibition de la croissance des souches fongiques résistantes aux fongicides 

par les isolats pathogènes. 

(A) A. calcoaceticus XI22, (B) H. alvei XI47 et (C) S. maltophilia P29. 

*** Inhibition significative (p<0.05) 
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Les souches XI47 et P29 productrices de lipases sont actives contre Fusairum sp. 2 

et 29, et ont précédemment montré des taux d’inhibition respectifs de 71% et 50% contre 

F. solani var. coeruleum et de 71% et 61% contre F. oxysporum f. sp. albedinis (Lahrache 

et Boulekfouf, 2014). Ces deux isolats ont également montré une inhibition complète de la 

germination des spores de ces derniers pathogènes (Benslim et al., 2016). 

Cependant, l’activité antifongique de S maltophilia W81 vis-à-vis de P. ultimum 

semble être strictement liée à la production de protéases. L’incubation du oomycète avec 

les filtrats bactériens de la souche sauvage ou de son mutant non producteur de chitinase, a 

entraîné la lyse des hyphes et l’arrêt de la croissance fongique sur boite (Dunne et al., 1997). 

Il a été précédemment démontré que la souche S maltophilia P29 productrice de protéases 

a inhibé la croissance mycélienne de P. infestans par 39% (Lahrache et Boulekfouf, 2014). 

b. Par production de substances volatiles 

Les trois souches pathogènes n’ont pas inhibé la croissance de F. oxysporum f. sp. 

albedinis et de F. graminearum, par contre, elles ont inhibé la croissance de P. infestans à 

des taux considérables. La souche XI22 a inhibé la croissance de l’oomycète par 27.44%, 

suivie de P29 par 26.07% et XI47 par 25.58% ; ceux obtenus avec XI22 et P29 étant 

statistiquement les plus significatifs. Cependant, l’effet des souches vis-à-vis de F. solani 

var. coeruleum était très faible (entre 3 et 7% ; Figures 35 et 36) 

 

Figure 35. Activité antifongique par confrontation indirecte des souches pathogènes 

contre P. infestans.  

(A) A. calcoaceticus XI22, (B) H. alvei XI47 et (C) S. maltophilia P29 

 

XI22/P. infestans XI47/P. infestans P29/P. infestans 
A B C 
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Figure 36. Inhibition de la croissance des champignons phytopathogènes par production 

de substances volatiles. 

(A) A. calcoaceticus XI22, (B) H. alvei XI47 et (C) S. maltophilia P29 

*** inhibition significative (p<0.05) 
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Des études ont démontré que les espèces F. solani et F. culmorum étaient résistantes 

aux composés volatils émis par les espèces de Stenotrophomonas (Vespermann et al., 2007 ; 

Kai et al., 2008). Aussi, F. oxysporum était moins sensible aux COV émis par des souches 

de Pseudomonas par rapport au P. infestans qui était complètement inhibé (Hunziker et al., 

2015). Ces résultats correspondent à ceux obtenus dans la présente étude, puisque la souche 

P29 n’a pas inhibé ou a faiblement inhibé la croissance des Fusarium testés.  

L’activité antagoniste de S. maltophilia CR71 contre B. cinerea n’est pas due à des 

composés diffusibles dans le milieu, mais plutôt à l’émission de composés antifongiques 

volatils tels que l’acétoïne, l’isobutyl isothiocyanate et le diméthyldisulfure (Rojas-Solís et 

al., 2018). 

Très peu d’études ont été menées sur l’inhibition des champignons phytopathogènes 

par des pathogènes humains via la production de substances organiques volatiles. 

Cependant, la présente étude est la première à évaluer la capacité antifongique des COV 

produits par A. calcoaceticus et H. alvei contre F. oxysporum f. sp. albedinis, F solani var. 

coeruleum, F. graminearum et P. infestans. Il est à noter que l’activité antifongique des 

trois souches XI22, XI47 et P29 est plus importante par production de substances diffusibles 

dans le milieu de culture en confrontation directe, que par production de substances volatiles 

en confrontation indirecte. 

4.9.3. Stimulation de la croissance  

Les souches XI22, XI47 et P29 et leurs combinaisons ont été testées pour leur 

pouvoir à stimuler la croissance du blé dur. Les résultats ont révélé des effets  contrastés. 

Certains traitements avec les souches seules ou combinées ont stimulé la croissance par 

rapport au contrôle ; tandis que d’autres l’avaient inhibé. Une inhibition très considérable a 

été observée durant la phase de levée, par contre elle est moins sévère durant la phase de 

tallage. L’élongation des racines et le poids frais semblent être plus influencés durant cette 

phase (Tableau XII, figures 37-39). 

Les souches XI22 et P29 appliquées seules ont inhibé l’élongation des feuilles et des 

racines durant les deux phases et ont réduit le poids frais des plantules. Cependant, la souche 

XI47 seule avait un effet inhibiteur sur les racines mais promoteur sur les feuilles, durant 

les deux phases. Le poids frais a également augmenté suite au traitement par cet isolat.  
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Tableau XII. Effets de A. calcoaceticus (XI22), H. alvei (XI47) et S. maltophilia (P29) 

seules ou en combinaison sur la croissance du blé. 

Traitement 

Levée Tallage 

Longueur des 

racines (cm) 

Longueur des 

feuilles (cm) 

Longueur des 

racines (cm) 

Longueur des 

feuilles (cm) 

Poids 

(gr) 

T 5,4 13 8,17 25,3 0,43 

XI22 

XI22-S2 

XI22-XI44 

XI22-A16 

XI22-B10I 

XI22-A1 

XI22-XI49 

XI22-XI39 

XI22-XI47 

XI22-P29I 

3,67 

7,8 

4,5 

5,67 

3,8 

7,23 

10,17 

8,33 

4,83 

2,67 

10,4 

11,57 

12,17 

12,83 

5 

8,17 

10,57 

9,33 

12,1 

1,83 

7 

8,17 

6,77 

7,4 

5,23 

5,77 

6,6 

7,57 

6,5 

3,23 

24,33 

24,17 

26 

23,77 

18,83 

24,33 

26,57 

26,8 

23,33 

15,5 

0,39 

0,24 

0,41 

0,4 

0,23 

0,3 

0,29 

0,31 

0,39 

0,23 

XI47 

XI47-S2 

XI47-XI44S 

XI47-A16S 

XI47-B10 

XI47-A1S 

XI47-XI49I 

XI47-XI39 

XI47-XI22 

XI47-P29 

4,6 

7,57 

5,17 

6,67S 

8,17 

8 

4,83 

7,77 

4,83 

5,17 

16,17 

11,93 

15,6S 

16,17S 

9,17 

11,5 

4,17 

9 

12,1 

10,27 

6,83 

5,97 

6,5 

7,57I 

5,83 

6,7 

5,37 

6,37 

6,5 

5,77 

27,4 

27,6 

25,5 

30,03S 

26,7 

30,67S 

22,93 

27,33 

23,33 

19,17 

0,45 

0,29 

0,39 

0,51S 

0,27 

0,35 

0,27 

0,31 

0,39 

0,27 

P29 

P29-S2 

P29-44 

P29-A16S 

P29-B10 

P29-A1 

P29-XI49S 

P29-XI39 

P29-XI22 

P29-XI47 

3,33 

7,83 

4,57 

3,63 

6,37 

6,5 

9,5S 

6,4 

2,67 

5,17 

8,5 

8,5 

13,93 

10,33 

6,37 

8,17 

9,3 

8,67 

1,83 

10,27 

5,6 

5,93 

7,57 

9,6S 

8,4 

6,67 

6,77 

6,17 

3,23 

5,77 

22,83 

25,33 

27,17 

22,6 

26 

23,43 

29,1 

27 

15,5 

19,17 

0,32 

0,28 

0,46 

0,35 

0,35 

0,26 

0,35 

0,29 

0,23 

0,27 

I : effet inhibiteur de la croissance, S : effet stimulateur. 

Bien que plusieurs études ont rapporté le potentiel biofertilisant et stimulateur de la 

croissance des planes par des souches d’Acinetobacter (Sarode Prashant et al., 2009 ; 

Bhawsar et Patil, 2015), Hafnia (Fayetörbay et al., 2010 ; Gunes et al., 2015) et 

Stenotrophomonas (Majeed et al., 2015 ; Rojas-Solís et al., 2018). Ces bactéries peuvent 

avoir un effet inhibiteur sur la croissance. L’incubation des plantules d’Arabidopsis avec 

les deux souches rhizosphériques S. rhizophila, et S. maltophilia a abouti à une inhibition 

drastique de leur croissance (par 80%). La chlorose puis la mort des plantes sont dues à 

l’émission de substances volatiles par les deux souches bactériennes (Vespermann et al., 

2007 ; Kai et al., 2008 ; Wenke et al., 2012).  
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En plus de l’inhibition de la croissance, les COV produits par S. maltophilia ont induit la 

production de l’H2O2 chez Arabidopsis en co-culture. Le COV 2-phenyléthanol produit par 

S. maltophilia semble être lié aux effets notés chez Arabidopsis (Wenke et al., 2012 ; Wenke 

et al., 2018). 

L’effet des combinaisons (l’utilisation concomitante de plusieurs souches 

bactériennes), diffère selon la compatibilité des bactéries utilisées. Les combinaisons 

compatibles (souches combinées n’ayant pas un effet inhibiteur l’une sur l’autre), 

influencent positivement la croissance de la plante ; alors que celles non compatibles 

l’influencent négativement. Dans le présent travail, et pendant la levée, les inhibitions les 

plus significatives sont celles enregistrées avec les combinaisons XI22-P29, XI22-B10 et 

XI47-XI49; les autres étant moins inhibitrices. Cependant, certaines combinaisons ont 

amélioré la croissance des semis mais à des taux statistiquement non significatifs.  

Plusieurs études ont rapporté la double efficacité des mélanges bactériens 

(combinaisons de deux ou trois souches bactériennes) dans la protection des plantes contre 

différents agents pathogènes et dans la stimulation de leur croissance (Raupach et  Kloepper, 

1998; Siddiqui et Shaukat, 2002; Jetiyanon et al., 2003; Szczech et Dyśko, 2008; Liu et al., 

2018). Le traitement des graines de la vesce commune (Vicia sativa) avec le mélange des 

souches H. alvei TV33A et B. megaterium TV11C solubilisant le phosphate ; a causé une 

augmentation du rendement en herbes fraîches, du poids des racines et de la hauteur des 

plantes (Fayetörbay et al., 2010). Aussi, la co-inoculation avec les souches de Pseudomonas 

stutzeri E25 et S. maltophilia CR71 avait amélioré la croissance de la tomate en augmentant 

la longueur des racines, le poids frais total et la concentration en chlorophylle chez les plants 

(Rojas-Solís et al, 2018). 

Bien qu’elle ait légèrement réduit la croissance des racines durant le tallage, la 

combinaison XI47-A16, semble la plus compatible. Les autres n’étaient actives que sur un 

des paramètres, et durant l’une des deux phases. XI47-XI44 et P29-XI49 sont les plus 

stimulatrices des racines et des feuilles respectivement durant la levée ; tandis que XI47-

A1 et P29-A16 sont les plus stimulatrices des racines et des feuilles respectivement durant 

le tallage. 
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Les combinaisons de souches à Gram-négatif (CHA0, P. aeruginosa et 

Bradyrhizobium japonicum), ont stimulé la croissance de la tomate et ont diminué 

l’incidence de pathogènes spécifiques (Raupach et Kloepper, 1998). D’autres combinaisons 

entre des Gram-positifs (B. pumilus et B. amyloliquefaciens) ont également montré une 

grande efficacité de promotion de la croissance et le rendement de la tomate et du 

concombre ; et le biocontrôle d’un autre rang de pathogènes (Jetiyanon et al., 2003). Latha 

et al. (2009), ont démontré la compatibilité et l’effet synergétique des souches P. 

fluorescens et B. subtilis en stimulant la croissance et en réduisant l'alternariose de la 

tomate. Les combinaisons bactériennes sont plus efficaces en cas de coïnfection avec 

plusieurs agents pathogènes (Raupach et Kloepper, 1998) ; et peuvent agir simultanément 

en stimulant et protégeant les plantes en présence du pathogène (Kang et al., 2014 ; Liu et 

al., 2018). 

Par ailleurs, l’utilisation de mélanges bactériens pour la promotion de la croissance, 

et le nombre de combinaisons compatibles et efficaces sont très limités. Ceci est dû à 

plusieurs facteurs : La majorité des mélanges ne présentent aucun avantage ; ou encore, un 

mélange qui améliore l'activité dans un ensemble de conditions ou sur un hôte peut être 

antagoniste dans d’autres conditions ou sur un hôte différent (Raupach et Kloepper, 1998).  

Szczech et Dyśko (2008), ont rapporté des mélanges bactériens qui ont eu un pouvoir de 

biocontôle très important en 2006 vis-à-vis de F. oxysporum f. sp. lycopersici, mais qui 

l’ont perdu en 2007. Les mêmes combinaisons n’avaient aucun effet sur l’amélioration du 

rendement de la tomate en 2006, par contre cet effet était significativement plus élevé en 

2007; suggérant l’instabilité des synergies appliquées. Aussi, les mélanges de PGPR 

n’agissent pas toujours en synergie. Deux souches PGPR compatibles B. pumilus WP8 et 

Erwinia persicinus RA2, mais qui ne fonctionnent pas en synergie dans la promotion de la 

tomate et le biocontôle contre Ralstonia solanacearum Rs 1115. La souche E .persicinus 

RA2 a inhibé la formation de biofilm par B. pumilus WP8, influenceant sur la performance 

de cette dernière au sein du mélange par rapport à son application seule (Kang et al., 2014). 

A travers les résultats des travaux présentés ci-dessus, les inhibitions de la croissance 

enregistrées pourraient être dues à (i) l’incompatibilité des souches au sein des 

combinaisons qui ont donc exercé un antagonisme influençant directement sur le 

développement du blé ; (ii) la libération, dans le milieu, de substances inhibitrices de la 

croissance du blé. 
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Figure 37. Effet de A. calcoaceticus XI22 et ses combinaisons sur la croissance du blé 

durant les phases de la levée (A) et du tallage (B et C). 

*** Stimulation significative (p<0.05) 
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Figure 38. Effet de H. alvei XI47 et ses combinaisons sur la croissance du blé 

durant les phases de la levée (A) et du tallage (B et C). 

*** Stimulation significative (p<0.05) 
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Figure 39. Effet de S. maltophilia P29 et ses combinaisons sur la croissance du blé 

durant les phases de la levée (A) et du tallage (B et C). 

*** Stimulation significative (p<0.05) 
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Conclusion et Perspectives 

Le contrôle biologique des maladies fongiques des plantes, par l’introduction de 

microorganismes bénéfiques dans la rhizosphère a été proposé comme une alternative à 

l’utilisation des substances chimiques. Les PGPRs occupent progressivement une place 

importante en agriculture moderne. Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés à 

l’évaluation de l’efficacité des souches bactériennes rhizosphériques montrant des effets 

antifongiques contrastés vis-à-vis des champignons phytopathogènes durant la présélection. 

L’étude a débuté par une approche utilisant des techniques de biologie moléculaire. 

La caractérisation moléculaire des isolats par séquençage du gène de l’ADNr 16S a révélé 

l'appartenance des souches majoritairement aux Bacillus et aux Pseudomonas ; et celles 

pouvant présenté un risque potentiel pour l’homme ont été traitées à part. Parmi les souches 

à Gram-positifs, 24 isolats ont été sélectionnés pour la présence de gènes de biosynthèses 

de quatre lipopeptides cycliques. Certains isolats abritaient tous les gènes de biosynthèse 

recherchés, d’autres abritaient trois, deux ou un seul gène ; tandis que quatre isolats ne 

possédaient aucun des gènes ciblés. Bien que certaines souches hébergeant un gène ou plus 

des cLPs et ayant précédemment démontré un potentiel antifongique, d’autres souches ne 

possédant aucun des gènes ont eu eux aussi une activité antifongique considérable. Ceci 

suggère que les cLPs ne sont pas les seules molécules antifongiques produites par ces 

isolats, laissant penser à la mise en évidence de la production d’autres composés. 

Pour évaluer l’effet inducteur de l’expression de six gènes de défense appartenant à 

la voie de l’acide salicylique chez Arabidospsis par quatre isolats sélectionnés ; une 

méthodologie se basant sur la qRT-PCR a été conduite. Les souches testées ont montré des 

taux de régulation contrastés. Certaines avaient un effet inducteur de l’expression, d’autres 

n’avaient aucun effet ou ont plutôt réprimé l’expression des gènes. Le pouvoir inducteur de 

l’expression des gènes ciblés démontre un potentiel de régulation des défenses systémiques 

dépendantes de l’acide salicylique chez Arabidopsis. Toutefois, une corrélation positive 

s’établie entre le nombre de gènes de cLPs trouvés chez la souche et son pouvoir à réguler 

les gènes de défense de la plante.  
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L’étude de la sensibilité des souches fongiques aux composés organiques volatils 

émis par les Gram-positif a révélé une diversité de la sensibilité des champignons à ces 

composés. P. infestans était le plus sensible aux substances volatiles tandis que les 

Fusarium testés étaient plus résistants. Ainsi, l’efficacité des composés antifongique peut 

dépendre de la morphologie du champignon visé. Par ailleurs, l’étude présentée ici a permis 

d’évaluer la capacité des isolats à persister dans le sol, en évaluant leur capacité de 

formation de biofilm et de dégradation des fongicides. La plupart des souches, en particulier 

les Gram-positives, ont formé le biofilm sur surface artificielle ; par contre très peu ont eu 

la capacité à dégrader les fongicides. 

Les expériences réalisées sur le blé dur, ont révélé des capacités de phyto stimulation 

et de phyto protection très importantes par les isolats sélectionnés. L’effet stimulateur était 

plus important durant la phase de la levée que durant la phase de tallage, ceci suggère que 

les rhizobactéries influencent le développement de la plantes dès le stade précoce de la 

germination. Cependant, des taux de déclin et d’infection nuls et d’autres très faibles ont 

été obtenus avec les souches testées. Contrairement à ce qu’il a été obtenu durant la 

présélection, l’activité des Gram-positifs était restreinte in vivo, par contre celle des Gram-

négatifs était plus importante. En outre, les résultats de l’essai de protection in vivo vis-à-

vis de F. graminearum, révèle un antagonisme plus considérable que celui enregistré dans 

le test d’émission de substances volatiles. Ainsi, l’antagonisme pourrait être dû aux 

substances diffusibles dans le milieu. 

La dernière partie de ce travail a été consacrée à l’étude du potentiel PGP des 

pathogènes humains à Gram-négatif. L’activité antagoniste a été évaluée par la mise en 

évidence de la production d’enzymes lytiques sur milieux spécifiques, et de l’inhibition de 

la croissance des champignons telluriques phytopathogènes via la production de substances 

antifongiques volatiles ou diffusibles dans le milieu. Le pouvoir inhibiteur est plus 

important dans l’essai de confrontation directe que dans la confrontation indirecte. 

Contrairement à ce qu’il a été attendu, les pathogènes humains seuls ou combinés aux autres 

avaient un effet promoteur très restreint sur la croissance du blé ; mais ont eu un effet 

inhibiteur drastique. Les inhibitions enregistrées pourraient être dues à l’incompatibilité des 

souches au sein des combinaisons ou à la libération de substances inhibitrices dans le sol. 
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La présente étude tend à trouver une place pour les isolats testés dans les applications 

biotechnologiques visant l’amélioration des rendements et la préservation de 

l’environnement pour un développement durable. Toutefois, ce travail n’est qu’une 

initiation prometteuse visant le développement d’une procédure de formulation d’engrais et 

de pesticides biologiques. 

Afin d’achever l’objectif fondamental de ce travail, des études ultérieures seront 

menées, à savoir :  

1. La recherche d’autres métabolites secondaires impliqués dans l'antagonisme et codés 

par le génome bactérien, 

2. La détermination de la nature des essences antifongiques actives des substances 

volatiles par moyen des techniques biochimiques, 

3. La régulation des mécanismes de défense systémique impliqués dans la résistance 

d'Arabidopsis aux champignons phytopathogènes, en présence des isolats en tant que 

stimuli de l’ISR, 

4. L’optimisation des modes de traitement des graines, 

5. L’évaluation des effets stimulateur et protecteur sur d’autres plantes contre d’autres 

pathogènes. 

6. L’évaluation de la capacité de formation de biofilms et colonisation des racines in 

vivo, et détermination de l’effet des exsudats racinaires, 

7. L’étude de la toxicologie et l’écotoxicologie des isolats pour évaluer les risques 

potentiels liés à leur application in situ sur la santé humaine et sur l’environnement.  
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Annexe I: Milieux de cultute  

1. Milieu Potato Dextrose Agar (PDA) 

Pomme de terre  200g/l 

Glucose 20g/l 

Agar-agar 20g/l 

Eau distillée 1000ml 

Le milieu est préalablement stérilisé à 121°C/20min/1.2Bar 

2. Milieu minimal M9 

Na2HPO4 33.9g/l 

KH2PO4 15g/l 

NH4Cl 5g/l 

NaCl 2.5g/l 

Eau distillée 1000ml 

Le milieu est préalablement stérilisé à 121°C/20min/1.2Bar 

3. Gélose au lait (mise en évidence des protéases) 

Lait stérile 250ml/l 

Gélose nutritive déshydratée 28g/l 

Eau distillée 1000ml 

La gélose nutrive est préalablement stérilisée à 121°C/20min/1.2Bar, puis stérilement 

ajoutée de lait stérile. 

4. Gélose à la poudre de chitine (mise en évidence des chitinase) 

Poudre de chitine 10g/l 

Milieu M9 1000ml 

Le milieu est préalablement stérilisé à 121°C/20min/1.2Bar 
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Annexe I: Milieux de cultute (Suite) 

5. Gélose au Tween 80 (mise en évidence des lipases) 

Tween 80 (monoléate de sorbitol) 16ml/l 

Gélose nutritive déshydratée 28g/l 

Eau distillée 1000ml 

Le milieu est préalablement stérilisé à 121°C/20min/1.2Bar 

6. Milieu ½ CAA (1/2 casamido acids) 

Casamido acids 5g/l 

K2HPO4 0.9g/l 

MgSO4 0.25g/l 

Eau double distillée 1000ml 

Le milieu a été préparé et conditionné dans des récipients préalablement rincés à l’acide 

chloridrique concentré ; puis stérilisé à 121°C/20min/1.2Bar 
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Annexe II : Purification des produits de la PCR d’amplification de l’ADN 

génomique par « QIAquick PCR Purification Kit » 

1. Ajouter 5 volumes de tampon PB (Fourni dans le kit) à 1 volume de produits de PCR et 

mélanger.  

Par exemple, ajouter 500µl de tampon PB à 100µl de produits de PCR. 

2. Placer une colonne de purification QIAquick dans un tube collecteur de 2 ml (fournis 

dans le kit). 

3. Pour lier l'ADN, appliquer le volume (produits PCR+ tampon PB) sur la colonne 

QIAquick et centrifuger à 13,000rpm pendant 30 à 60s. 

4. Jeter le fluide et placer la colonne QIAquick dans le même tube. 

5. Pour laver, ajouter 0.75ml de tampon de purification PB à la colonne QIAquick (fourni 

dans le kit), et centrifuger à 13,000rpm pendant 30 à 60s. 

6. Jeter le fluide et replacer la colonne QIAquick dans le même tube, puis centrifuger à 

13,000rpm pendant 1min supplémentaire. 

Important : Les résidus d’éthanol du tampon PE ne seront pas complètement éliminés, sauf si le lquide 

est éliminé avant cette centrifugation supplémentaire. 

7. Placer la colonne QIAquick dans un tube propre de 1.5ml. 

8. Pour éluer l’ADN, ajouter 50µl de tampon d’élution EB (10mM Tris Cl, pH 8.5 ; fourni 

dans le kit) ou d’eau (pH 7.0 à 8.5) ; au centre de la membrane de la colonne. Centrifuger 

la colonne à 13,000rpm pendant 1min. Afin d’augmenter la concentration de l’ADN, 

ajouter 30µl de tampon d’élution au centre de la membrane de la colonne QIAquick. 

Laisser la colonne reposer pendant 1min puis centrifuger. 

Important: S’assurer que le tampon d’élution est distribué directement sur la membrane de la colonne 

pour une élution complète de l'ADN lié. L'efficacité de l'élution dépend du pH. Une élution maximale est 

atteinte entre pH 7.0 et 8.5. Lorsque l'eau est utilisée pour éluer l’ADN ; assurer que la valeur du pH est 

comprise dans cette intervalle 

9. Stocker l'ADN à -20°C. 

10. Si l’ADN purifié doit être analysé sur gel, ajouter 1 volume de colorant de chargement à 

5 volumes d’ADN purifié. Mélanger la solution en pipetant de haut en bas avant 

chargement dans les puits du gel. 
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Annexe III : Concentrations et caractéristiques des amorces utilisées pour 

l’amplfication des gènes de biosynthèses des cLPs et des gènes de défene 

d’Arabidopdis 
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Annexe IV : Extraction de l’ARN total par phénol chaud « Mini hot phenol » 

 

 Décongeler le phénol et régler le bain-marie à 60°C sous hotte.  

 Préparez des tubes de phénol chaud en mettant, dans un tube de 1,5 ml, et  

250µL de phénol 

500µL de tampon d'homogénéisation (composition ci-dessous) 

5µL de β-mercaptoéthanol 

 Chauffer dans le bain-marie à 60°C. 

 

1. Ajouter le mélange de phénol chaud à la poudre de tissus d’Arabidopsis (décrite la 

section Extraction des ARNs totaux) ; bien agiter les tubes pendant 15 min. 

2. Ajouter 250µl de chloroforme et agiter pendant 15 min supplémentaires.  

3. Centrifuger à vitesse maximale pendant10 min et à température ambiante. 

4. Transférer 550µl de la phase aqueuse dans un nouveau tube et ajouter 550µl du 

phénol: chloroforme ; agiter pendant 10 min et centrifuger pendant10 min. 

A partir de cette étape, faire très attention afin d’éviter la contamination par la RNase. 

5. Transférer 500µl de la phase aqueuse dans des tubes propopre. Ajouter 50µl 

d’acétate de sodium 3M et 400µl d’isopropanol. 

6. Incuber à -80°C pendant 15 min, puis centrifuger à vitesse maximale pendant 30 min 

à 4°C. 

7. Eliminer tout le surnageant, laisser sécher pendant 10 min ; puis resuspendre dans 

500µl d’eau stérile. 

8. Ajouter 500µl de LiCl à 4M (concentration finale de 2M), et incuber à 4°C pendant 

la nuit. 

9. Centrifuger à vitesse maximale pendant 30 min à 4°C 

Le surnageant contient l’ADN génomique et peut être conservé si nécessaire, le  culot d’ARN peut être 

invisible si très propre mais est il est généralement blanc. 

10. Rincer le culot avec 1ml d’éthanol à 80%, centrifuger pendant 5 minutes et éliminer 

soigneusement la phase éthanolique.  

Si le culot était invisible, il devrait apparaître blanc après addition de l’éthanol.  Centrifuger les tubes une 

seconde fois rapidement et éliminer l’éthanol qui reste. 
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Annexe IV : Extraction de l’ARN total par phénol chaud « Mini hot phenol » 

(Suite) 

 

11. Secher le culot avec un dessiccateur à vide, puis resuspendre dans 60µl d’eau stérile. 

12. Quantifier l’ARN extrait par un spectromètre.  

Tampon d’homogénéisation  

 

Produits Concentration Concentration finale  Pour 100 ml Pour 400 ml 

Tris (pH entre 8 et 9) 1M 100mM 10ml  40ml  

EDTA (pH=8) 0.5M 5mM 1ml  4ml 

NaCl  5M 100mM 2ml  8ml  

SDS  10% 0.5% 5ml 20ml 
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Annexe V : Courbe d’étalonnage du 3-5-dinitro salicylate  

 

 

 

X : Absorbance enregistrée du milieu après centrifugation, 

Y : Concentration de salicylate produit. 
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Annexe VI : Croissance des isolats et capacités de dégradation des 

fongicides. 

Bactérie 

à Gram 
 

Souches 
 

 

Fongicide + milieu de culture 

Propicone+ Curitine V+ Vapcotop + Kazir+ 

BN M9 BN M9 BN M9 BN M9 

Positif 

30INH +  +  +  +  

XI45   +  +  +  

XI52     +  ++ + 

XI54   ++  +  +  

XI29 +  +  +    

XI13     +  +  

XI30     +  +  

XI9 ++  +  +  +++  

XI44 +    +    

B21   +  +    

B5     +  +  

XI15     +    

XI17     +    

A16     +    

P35     +    

XI48     +    

XI12     +  +  

XI46   +  +++ + ++  

XI2 +    +++  +  

30C   +  ++  +  

B10 +  +  ++ + +  

37INH + + +  ++  ++  

P38 +  +  +    

X6     ++    

B14 +    ++  +  

A1   +  +  ++  

XI10 +  +  +    

XI16     +    

XI23   +  +    

XI49     +  +  

AgN41 +  +  +  +  

XI1   +  +  +  

XI5   +  +  +  

Négatif 

XI14 ++ + ++ + +  + + 

XI11 +++  +++  ++  ++  

XI6 ++  ++  +++  +  

P37 

XI42 
++ 

+ 
 

++ 

+ 
 

++ 

+ 
 

++ 

+ 
 

XI3 +  +  +  +  

XI20 +++  +++  +++  +++  

XI39 ++  +  +++  +  

29INH +++  ++  ++  ++  

XI22 +  +  +  +  

XI47 ++  +  +++  ++  

P29 +  + + +  ++ + 

BN : bouillon nutritif, M9 : milieu minimal M9 

 



 

 

 

 

 

 

 

Publications  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Publications  

Benslim A, Mezaache-Aichour S, Haichour N, Aissat K, Zerroug MM (2018) Biofilm 

formation and regulation of salicylic acid-inducible genes expression in Arabidopsis by 

Algerian indigenous bacteria from wheat and potatoes rhizospheres in semi-arid Sétif region. 

Arch Microbiol 200:1395-1405.  

Benslim A, Mezaache-Aichour S, Haichour N, Chebel S, Zerroug MM (2016) Evaluation of 

inhibition of fungal spore germination by rhizospheric bacterial extracts. Ann Res Rev Biol 

11(5):1-7. 

 

 



1 23

Archives of Microbiology
 
ISSN 0302-8933
Volume 200
Number 9
 
Arch Microbiol (2018) 200:1395-1405
DOI 10.1007/s00203-018-1556-5

Biofilm formation and regulation of
salicylic acid-inducible genes expression
in Arabidopsis by Algerian indigenous
bacteria from wheat and potatoes
rhizospheres in semi-arid Sétif region
Asma Benslim, Samia Mezaache-
Aichour, Nora Haichour, Kamel Aissat &
Mohamed Mihoub Zerroug



1 23

Your article is protected by copyright and

all rights are held exclusively by Springer-

Verlag GmbH Germany, part of Springer

Nature. This e-offprint is for personal use only

and shall not be self-archived in electronic

repositories. If you wish to self-archive your

article, please use the accepted manuscript

version for posting on your own website. You

may further deposit the accepted manuscript

version in any repository, provided it is only

made publicly available 12 months after

official publication or later and provided

acknowledgement is given to the original

source of publication and a link is inserted

to the published article on Springer's

website. The link must be accompanied by

the following text: "The final publication is

available at link.springer.com”.



Vol.:(0123456789)1 3

Archives of Microbiology (2018) 200:1395–1405 
https://doi.org/10.1007/s00203-018-1556-5

ORIGINAL PAPER

Biofilm formation and regulation of salicylic acid-inducible genes 
expression in Arabidopsis by Algerian indigenous bacteria from wheat 
and potatoes rhizospheres in semi-arid Sétif region

Asma Benslim1  · Samia Mezaache‑Aichour2 · Nora Haichour2 · Kamel Aissat3 · Mohamed Mihoub Zerroug2

Received: 28 March 2018 / Revised: 16 July 2018 / Accepted: 18 July 2018 / Published online: 21 July 2018 
© Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2018

Abstract
45 bacterial isolates from potatoes and wheat rhizospheres near Sétif (Algeria) pre-selected for their antagonistic activity 
against three fungal plant pathogens, two necrotrophic Fusarium solani var. coeruleum and Phytophtora infestans, and a 
systemic F. oxysporum f. sp. albedinis. Molecular typing of the isolates showed abundance of Bacillus compared to Pseu-
domonas. Some of the tested strains have shown very high biofilm formation. Among the 24 Gram-positive bacilli screened 
for four cyclic lipopeptides genes, some isolates harbor two or more genes, while others have a single gene or have none. Four 
selected isolates were able to regulate the expression of six defense-related genes in Arabidopsis and produce salicylic acid. 
Upon the features assessed in this study, strain B. amyloliquefaciens A16 was selected for a subsequent use as seed treatment 
and biocontrol agent in semi-arid region fields. This strain showed important biofilm formation, regulation of Arabidopsis 
defenses, and harbored three cLPs genes.

Keywords Biocontrol · Rhizobacteria · Antagonism · Biofilm · Cyclic lipopeptides · Induced systemic resistance

Introduction

Over the past few decades, the use of agrochemicals for crop 
protection has increased with the increase of agricultural 
production. However, the negative impact on environmental 
and human health and the growing cost associated with the 
use of chemical pesticides have boosted the development 

of other methods and substitutes for chemical control that 
protect both the environment and consumers. Many micro-
organisms, mainly fungi such as Trichoderma harzianum or 
bacteria like Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter (Kloep-
per et al. 2004), with biological traits such as antibiosis via 
production of antimicrobial compounds (Grover et al. 2010; 
Couillerot et al. 2011; Hua and Höfte 2015), production of 
hydrolytic enzymes; competition for nutrients (Mezaache-
Aichour et al. 2014); plant root colonization (Raaijmakers 
and Weller 2001; Landa et al. 2002; Kamilova et al. 2005); 
and induction of plant defenses (Kamilova et  al. 2005; 
Cawoy et al. 2014) are used for biocontrol applications as 
effective alternatives to control plant pathogens (Grover 
et al. 2010).

Plant-associated Bacillus and Pseudomonas species are 
known to play a key role in stimulation of plant growth and 
health through different mechanisms of antagonism. A part 
of the antagonistic activity is due to non-ribosomally pro-
duced secondary metabolites known as cyclic lipopeptides or 
cLPs (Rokni-Zadeh et al. 2012; Hua and Höfte 2015; Yang 
et al. 2017). Bacillus lipopeptides belong to surfactin, iturin, 
and fengycin families (Ongena and Jacques 2008; Grover 
et al. 2010). Members of the iturin family (iturin A, myco-
subtilin, and bacillomycin D) have a strong inhibitory effect 
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against fungal pathogens (Yu et al. 2002; Moyne et al. 2004; 
Leclère et al. 2005; Xu et al. 2013). Surfactin is involved in 
biofilm formation, antifungal, and bactericidal activities of 
the producing bacterium (Bais et al. 2004), while fengycin 
family members have a strong fungitoxic activity (Kou-
moutsi et al. 2004; Dunlap et al. 2011). Moreover, surfactin 
and fengycin can trigger systemic defense pathways of plants 
(Ongena et al. 2007; Cawoy et al. 2014).

Induced resistance is based on regulations in expression 
of defense-related genes. A defensive state occurs when 
genes are either induced or repressed leading to changes 
in plant metabolites (Ahmad et  al. 2014) and systemic 
defenses; consequently, the plant survives pathogen infec-
tion. One of the most active defense pathways is the salicylic 
acid (SA) pathway (Armijo et al. 2013; Ahmad et al. 2014) 
that involves different early and late SA-responsive defense 
and housekeeping genes (Blanco et al. 2009; Ahmad et al. 
2011; Armijo et al. 2013, Herrera-Vásquez et al. 2014). 
In the past years, more intention is assigned to the use of 
rhizospheric bacteria as inducers of natural defense path-
ways in plants (Dutta et al. 2008; Ramarathnam et al. 2011; 
Tonelli and Fabra 2014; Kim et al. 2015).

The aim of the present study, is to identify the basis of the 
antifungal activity of 45 bacterial strains isolated from rhizo-
spheres of potatoes and wheat, growing in fields near Sétif, 
Algeria (Mezaache-Aichour et al. 2013) by (a) assessing 
their ability to form biofilms, (b) screening for the presence 
of genes encoding antifungal lipopeptides, and (c) evaluat-
ing their ability to produce SA and elicit the expression of 
SA-regulated defense genes in Arabidospsis thaliana plants.

Materials and methods

Biological material

The 45 strains used in this study were previously isolated 
and selected based on their antifungal activity against soil-
borne pathogenic fungi (Mezaache-Aichour et al. 2013); 
biofilm forming strains Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853, coagulase-positive Staphylococcus aureus ATCC 
25923 (Laboratory of Microbiology and Parasitology CHU, 
Sétif, Algeria) and PGPR referenced strain Pseudomonas 
protegenes sp. nov (CHA0; a gift from Prof. Haas, Laus-
anne, Switzerland).

Biofilm formation assay

Adhesion of the bacterial isolates to plastic surfaces was 
examined using the CV microtitre-plates method described 
in Elhariry (2011) with some modifications. The wells of 
flat bottom sterile 96-well plates were filled with 230 µl of 
tryptone soy broth (TSB, Merck, Germany) and inoculated 

with 20 µl of each bacterial culture  (108 CFU/ml; 8 wells 
per strain) grown for 18 h in nutrient broth (NB). Plates 
were incubated under static conditions at room temperature 
for 48 h. Negative control wells contained TSB only and 
biofilm forming coagulase-positive Staphylococcus aureus 
ATCC 25923; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and 
the PGPR referenced strain CHA0 were used as positive 
control. After 48 h, the contents of the plates were poured 
off and the wells were washed three times with 300 µl of NB. 
Attached bacteria were fixed with 250 µl of 99.8% methanol 
(Sigma-Aldrich, Germany) for 15 min, plates were emptied 
and air dried, adherent cells were stained with 250 µl of 0.5% 
crystal violet for 5 min. The excess of stain was rinsed off by 
placing the plates under running tap water. The dye bound 
to the adherent cells was extracted with 250 µl of 99.9% 
dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich, Germany) and the OD 
was measured at 630 nm using ELx800 Absorbance Reader 
(BioTek Instruments, USA).

Genotyping of selected antifungal strains

Chromosomal DNA was extracted from bacterial cultures 
grown overnight at 30 °C on NB and used for both strain 
identification down to species level and for cLPs genes 
amplification. Bacterial strains were identified by sequenc-
ing the 16S rRNA (Table 1). Amplification was carried 
out using the universal primers S-d-Bact-0341-b-S-17:5′-
CCT ACG GGA GGC AGCAG-3′ and S-d-Bact-0515-a-A-
19:5′-TTA CCG CGG CTG CTG GCA C-3′. The 16S rRNA 
sequences were compared to sequences in the GenBank 
database using the Basic Alignment Search Tool (BLAST: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast ).

Screening for cLPs genes

24 Gram-positive bacilli showing the highest antifungal 
activity in preselection were screened for the presence of 
cLPs encoding genes. Primer sequences used to amplify tar-
geted genes are listed in Table 1.

Expression of SA‑inducible defense genes 
in Arabidopsis

Plant growth

Arabidopsis thaliana var. Columbia (Arabidopsis Col-0) 
were surface sterilized with 70% ethanol for 10 min, diluted 
sodium hypochlorite for 10 min, rinsed twice with sterile tap 
water and resuspended in sterile distilled  H2O, incubated at 
4 °C for 24 h on ½ Murashige and Skoog agar to promote 
seed germination. Seedlings were then grown for 10 days in 
a growth chamber at 25 °C, 16 h of light and 8 h of night, 

Author's personal copy

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


1397Archives of Microbiology (2018) 200:1395–1405 

1 3

37% relative humidity and 4000 Lux light intensity at the 
plant-top level.

Plates with 10-day-old seedlings were treated for 24 h 
under aforementioned growth condition with (i) 5 ml of ½ 
MS medium (negative control, CK), (ii) 2 ml of 250 µM sali-
cylic acid (positive control, SA), and (iii) 5 ml of bacterial 
suspensions (B. amyloliquefaciens A16, B. oryzaecorticis 
XI44, B. pumilus B10 and P. plecoglossicida XI39, respec-
tively, in ½ MS medium at a final concentration of  108 CFU/
ml).

Real-Time qRT-PCR

Total Arabidopsis RNA was extracted following the Mini 
Hot Phenol Arabidopsis RNA extraction procedure (Mylne 
et  al. 2010) and treated with TURBO DNase (Ambion, 
Life Technologies) to remove contaminant genomic DNA. 
Reverse transcription of each treatment was performed in 
triplicates using: RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo 
Scientific, USA), Quantitect primer mix and dNTPs (Quia-
gen. Germany). The qRT-PCR assays were performed in 
the Light Cycler 480 Instrument II Real-Time qPCR Sys-
tem (Roche Life Science, Germany) using the LightCycler 
480 SYBR Green I Master (Roche Life Science, Germany) 

following the standard protocols: initiation for 5 min at 
95 °C, with 40 cycles of amplification and quantification 
for 10 s at 95 °C, 20 s at 60 °C and 45 s at 72 °C. The pr1 
mRNA, nimin1 mRNA, ank mRNA, grxc9 mRNA, llp1 
mRNA, and ugt76b1 mRNA sequences were amplified using 
the target-specific primer pairs in Table 1. The ubiquitin 
gene was used as housekeeping gene.

Salicylic acid production

Salicylic acid production was evaluated in vitro on casamino 
acids (CAA) medium as previously described by Serino 
et al. (1995) with some modifications. Fifty microliters 
from each overnight bacterial culture grown on nutrient 
broth  (108 CFU/ml) were used to inoculate 1.4 ml of CAA 
medium. Bacterial cultures were grown in triplicates and 
one tube containing CAA medium only was used as nega-
tive control. Tubes were incubated at room temperature 
with constant shaking (150 rpm) for 40 h, then they were 
centrifuged at 4000 rpm for 10 min and supernatants were 
recovered for optical density (OD) measurements at 540 nm 
wavelength. Produced SA concentrations were estimated 
using a linear equation derived from the calibration curve 
using 3-5-dinitro salicylate.

Table 1  Primers used for amplification of 16S rRNA, cLPs genes and the Arabidopsis defense genes

*Designed by Dr Christoph ENGL from NCBI adapted sequences
**Designed by Dr Fuquan LIU from NCBI adapted sequences

Gene Primer Sequence Source

16S rRNA S-d-Bact-0341-b-S-17 F 5′-CCT ACG GGA GGC AGCAG-3′ Herlemann et al. (2011)
S-d-Bact-0515-a-A-19 R 5′-TTA CCG CGG CTG CTG GCA C-3′ Huse et al. (2008)

Surfactin A srfAA F 5′-ACG AAT GCG AAA GAA AAG CAG ATG C-3′ *
R 5′-CGG TAT CCG CGG ACT TTG ACCT-3′

bacillomycin bmyB F 5′-GTG AAT GAG CTG TTC AAA ATG TCC -3′ *
R 5′-GGC AAA GAA ATC TCT GAT TAT ATC AAG-3′

Fengycin D fenD F 5′-TCC ATC TGG CAA TTG TTT TGG TGG -3′ *
R 5′-GCT CTC CTT CAA GCC GCT TCAGC-3′

Mycosubtilin myc F 5′-ACA GGC TCT GGC GAA GGC GTG GCA GC-3′ *
R 5′-AAA CGT TCC ATC GGG ATA TCCAC-3′

pr1 At2g14610 F 5′-GGT TAG CGA GAA GGC TAA CTAC-3′ **
R 5′-CAT CCG AGT CTC ACT GAC TTTC-3′

nimin1 At1g02450 F 5′-CGT CGT GAG GAG GAA ATC TAAC-3′ **
R5′-CCG TAC GAC ACT GAG AGA AATC-3′

ank At1g54610 F 5′-CGT CAT CTG CTG GGA AGT TAG-3′ **
R 5′-GCA ACG GAC TTA ACC CAT ACT-3′

grxc9 At1g28480 F 5′-GAT TGA TGA GGA GAG GGA AGATG-3′ **
R 5′-CTA CAT AAA CCG CCG GTA ACT-3′

llp1 At5g03350 F 5′-GTT GCT GAG AAA GCT GGT TATT-3′ **
R 5′-GCC TTG TAC CTC TCT CCA TTAC-3′

ugt76b1 At3g11340 F 5′-ACC GTT AAC CTC TCA GCT TTC-3′ **
R 5′-GTG AGT CTG CCT TAG TCT CTTG-3′
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Statistical analysis

Statistical analysis was carried using the software Microsoft 
Excel 2013. The one-way ANOVA test was used to compare 
in vitro biofilm formation and Arabidopsis genes regulation 
assay’s results, with confidence levels of 0.05 (p < 0.05).

Results and discussion

This study highlights some features involved in the mecha-
nisms by which soil microorganisms promote plant’s growth 
and health in semi-arid regions. A number of rhizobacterial 
strains pre-selected on the basis of their antagonistic activity 
against soil borne phytopthogenic fungi were identified, then 
assessed for cLPs genes screening, biofilm formation and 
SA production as mechanisms involved in the antagonism 
of some of the isolates. Regulation of the expression of SA-
responsive genes in Arabidopsis by four selected strains was 
also highlighted in this work.

Identification of tested strains

The 45 strains pre-selected for their inhibitory potential on 
fungal mycelia (Mezaache-Aichour et al. 2013) were sub-
jected to molecular typing. DNA sequences of 16S rRNA 
genes allowed the phylogenetic affiliation of 41 strains. 
Sequences have been deposited in Genbank (https ://www.
ncbi.nlm.nih.gov/) under accession numbers in the supple-
ment table. BLAST analysis allowed the identification of 
several species mainly of the Bacillus and Pseudomonas 
groups. Bacillus genus is more abundant than Pseudomonas; 
these results were also obtained by Bouaoud et al. (2018). 
Among the 45 strains, 33 were Gram-positive and 12 were 
Gram-negative. 26 Gram-positive strains were identified 
as Bacillus, 2 as Virgibacillus and 1 as Paenibacillus. B. 
amyloliquefasciens was the most frequent Gram-positive 
species (30.30%) followed by B. subtilis (24.24%). Pseu-
domonas sp. species were the most abundant among the 
Gram-negative isolates (33.33%). Three potential human 
pathogenic species were identified: Acinetobacter cal-
coaceticus, Hafnia alvei and Stenotrophomonas maltophilia 
(8.33% each). Whereas, four isolates, B14, XI16, XI17 and 
AgN41, were not identified in any database (Supplement 
table).

Biofilm formation

Strains clearly differed in their biofilm formation capability. 
Positive control Pseudomonas ATCC had higher ability to 
form biofilm than referenced CHA0 strain and Staphylo-
coccus ATCC. Gram-positive strains were more efficient in 
biofilm formation than Gram-negatives. The most significant 

biofilm formation was recorded with the Gram-positive iso-
late B14 followed by Bacillus sp. A1 and B. subtilis XI9, 
while a less significant ability was observed in the Gram-
positive isolate XI16, B. amyloliquefaciens A16, B. subtilis 
XI45 and B. amyloliquefaciens XI23, respectively (Fig. 1).

Biofilm formation is implied as a biocontrol mechanism 
in Arabidopsis against P. syringae (Bais et al. 2004). In this 
study, B14, A1 and XI9 are the isolates with the highest bio-
film formation ability. In a previous study, B14 had inhibi-
tion percentage of 56% on fungi Stiebum sp. and Dothichiza 
sp., while A1 inhibited the mycelial growth of Dothichiza sp. 
by 60% (Khababa and Nouasria 2016). Other important bio-
film forming agents B. amyloliquefaciens A16 and B. subtilis 
XI45 have an important antifungal activity. A16 inhibited 
the growth of Fusarium sp. 2 by 63% (Challal and Attar 
2016) and of Dothichiza sp. by 70% (Khababa and Nouasria 
2016), while XI45 inhibited the growth of Fusarium sp. 5 by 
62% (Challal and Attar 2016).

Screening for cLPs genes

The 24 most active antifungal Gram-positive isolates were 
screened for the presence of cLPs genes. The most wide-
spread gene is fenD found in 17 strains (70.33%) followed 
by srfAA and bmyB genes detected, respectively, in 66.66% 
and 58.33% of the tested strains, while mycosubtilin-encod-
ing gene (myc) was found in only 6 strains (25%, Fig. 2A). 
The srfAA and the fenD genes are more frequent among the 
B. subtilis strains, while the bmyB and the fenD gene are 
the most abundant among the B. amyloliquefaciens strains. 
Strains B14, B. subtilis XI30 and Virgibacillus proomii XI49 
harbor all four targeted genes (Fig. 2B), while B. subtilis 
XI29, B. pumilus (30C, B10 and P38) did not harbor any 
cLPs gene.

Lipopeptides families are known to act in a synergistic 
manner as suggested by several studies on surfactin and 
iturin (Maget-Dana et al. 1992), surfactin and fengycin 
(Ongena et al. 2007) and iturin and fengycin (Koumoutsi 
et al. 2004; Romero et al. 2007). B. subtilis strain was found 
to produce three lipopeptides: iturin A, surfactin and fengy-
cin (Grover et al. 2010; Dunlap et al. 2011; Liu et al. 2014), 
while B. amyloliquefaciens FZB42 produced bacillomycin, 
fengycin and surfactin (Koumoutsi et al. 2004). Hence, the 
co-existance of two or more cLPs genes has been reported 
in many strains in this study. Strains XI49, A1, XI30, and 
B14 harbor all four cLPs genes, while B. amyloliquefaciens 
(A16, XI13, B21, and 30INH) and B. subtilis strains (XI45 
and XI52) have three cLPs genes: srfAA, bmyB, and fenD.

Mycosubtilin, bacillomycin, surfactin, and fengycin are 
proved to be responsible of the antagonistic activity of 
the producing strains (Leclère et al. 2005; Xu et al. 2013; 
Liu et al. 2014). The combination of fengycin and sur-
factin from B. subtilis led to a significant inhibition of 
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spore germination indicating a potential synergy (Liu et al. 
2014). In previous studies, strains Virgibacillus proomii 
XI49 and B. amyloliquefaciens B21 have shown a total 
inhibition of F. oxysporum f. sp. albedinis spore germina-
tion (Benslim et al. 2016) and inhibition rate of 60 and 
67%, respectively, against two Fusarium sp. isolates (Chal-
lal and Attar 2016). These two strains harbor both surfac-
tin and fengycin encoding genes. B. amyloliquefaciens P35 

(fenD+, bmyB+) previously showed significant mycelial 
growth and spore germination inhibitions (47 and 100%, 
respectively) against F. solani var. Coeruleum (Lahrache 
and Boulekfouf 2014; Benslim et al. 2016), while strains 
B. amyloliquefaciens XI12 (bmyB+, fenD+) and V. hal-
odenitrificans XI1 (srfAA+,  myc+) have inhibited 59 and 
61%, respectively, of F. solani var. coeruleum mycelial 
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Fig. 1  Biofilm formation capacity of the bacterial strains on TSB 
in 48  h culture evaluated by CV microtiter-plate assay. A  Gram-
positive  strains, B  Gram-negatives. X-axis: bacterial strains, Y-axis: 
optical density of dissolved CV stein. Mock consisted of TSB only, 
positive control consisted of three reference strains: biofilm forming: 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, coagulase-positive Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923 and referenced strain CHA0. Error bars 
are the standard deviation from eight replications per strain. ***Sig-
nificant difference (p < 0.05)
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in Gram-positive bacilli
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growth (Lahrache and Boulekfouf 2014); suggesting pos-
sible new antifungal combinations of cLPs.

Although strains B. pumilus (B10, 30C) and B. subti-
lis XI29 do not harbor any of the screened cLPs genes, 
still they kept a very considerable antifungal activity. 
B10 showed inhibition rates of 46% and 50% against 
fungal strains Didymabotrium sp. 18 and Dothichiza sp. 
20, respectively (Bekai and Aggoun 2016), while 30C 
inhibited the mycelial growth of Fusarium sp. 2 and a 
non-identified pathogenic fungal strain 14 by 60 and 81%, 
respectively (Challal and Attar 2016). Strain B. subtilis 
XI29 showed important inhibition rates of mycelial growth 
(49%; Lahrache and Boulekfouf 2014) and spore germi-
nation (81%; Benslim et al. 2016) when tested against F. 
solani var. coeruleum. These results are suggestive that 
a different mechanism than cLPs might be involved in 
the antifungal ability of these strains. Production of pro-
teases was proved in the case of B .pumilus B10, 30C and 
P38 (data not shown). Ren et al. (2013), also found that 

proteases and cellulases were involved in the antagonistic 
activity B. pumilus JK-SX00.

Surfactin and Bacillomycin are involved in root coloniza-
tion and biofilm formation ability (Bais et al. 2004; Xu et al. 
2013), while mycosubtilin is involved in swarming process 
and spreading on solid medium (Leclère et al. 2006). It is 
crucial to point that the most important biofilm forming and 
antagonistic isolates above-mentioned harbor the srfAA, 
bmyB and myc genes. This correlation may explains why B. 
pumilus (B10, 30C, and P38) and B. subtilis XI29 missing 
these three genes have a very low biofilm formation activity.

Expression of SA‑inducible defense genes 
in Arabidopsis and SA production

The pathogenesis-related protein PR1, GRXC9, NIMIN1, 
ANK, UGT76B1, and LLP1 are markers of the SA-depend-
ent pathway in Arabidopsis (Fig. 3). Genes nimin1, pr1, 
grxc9, and ank were significantly up-regulated in response to 

ugt76b1

SA

NPR1

TGA

NPR1

pr1
TGA

NPR1

ROS

grxc9
TGA

GRXC9

pdf1.2

nimin1
TGA

pr1
TGA

NPR1

UGT76B1

ank ANK snc2

llp1 LLP1

Positive regulationNegative regulation

Senescence

Restraining
bacterial

prolifiration;
Cell death

Inducer

HRDetoxification

NIMIN1

NIMIN1
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Fig. 3  Regulatory itinerary of salicylic acid-induced genes in Arabi-
dopsis adapted from Weigel et al. (2005); Ndamukong et al. (2007); 
Blanco et al. (2009); von Saint Paul et al. (2011); Yang et al. (2012); 
Armijo et al. (2013) and Herrera-Vásquez et al. (2014). All six genes 
used in this study belong to the SA defense pathway. pr1 and nimin 
1 expression is NPR1-dependent (for Non-expressor of PR1) and 
transcriptional factor TGA-dependent. Binding of the NIMIN1 to the 
NPR1/TGA complex bound on the pr1 promoter turns off the gene 

expression. The ugt76b1, ank and llp1 genes are also NPR1-depend-
ent, while grxc9 is TGA-interacting/NPR1-independent. GRXC9 
is implied in SA/JA crosstalk (repression of the pdf1.2 from the jas-
monic acid pathway). Colors and shapes indicate different regulatory 
mechanisms: green for gene up-regulation; red for gene repression; 
blue for positive/negative regulation; orange for molecule activation; 
round headed arrows for binding; square headed arrow for accumula-
tion. HR hypersensitive response, ROS reactive oxygen species
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exogenous SA. Significant up-regulation levels of the grxc9, 
ank, nimin1, and pr1 genes were recorded by P. plecoglossi-
cida XI39 and B. amyloliquefaciens A16, this latter showed 
an induction level of grxc9 even higher than that obtained 
with exogenous SA. B. oryzaecorticis XI44 and B. pumilus 
B10 significantly triggered the expression of only ank and 
nimin1 genes. The nimin1 reached the highest induction lev-
els among targeted genes after treatment with exogenous SA, 
while its application on the seedlings significantly repressed 
the expression of ugt76b1 and llp1 genes. The four bacterial 
strains have also down-regulated llp1 to significantly low 
levels with the most important repression recorded by B. 
oryzaecorticis XI44. As for the ugt76b1 gene, its regulation 
levels were not affected after treatment with B. pumilus B10. 
However, its expression was repressed by strains XI39, XI44 
and A16, respectively, where the most significant repression 
was obtained with B. amyloliquefaciens A16 (Fig. 4A–F).

The concentration of produced SA was estimated by 
expolating OD measurements using the linear equation of 
the calibration curve. SA was produced by all tested strains 
(data not shown) but we were mainly interested in four iso-
lates. B. amyloliquefaciens A16, B. oryzaecorticis XI44, 
B. pumilus B10 and P. plecoglossicida XI39 showed very 
close SA concentrations ranging between 0.31 and 0.4 mg/
ml (Fig. 4G).

Treatment with exogenous SA stimulated the systemic 
resistance against Fusarium wilt and significantly reduced 
the disease severity  in chickpea (Saikia et al. 2003). This 
result consists nicely with the results obtained in this work, 
since Arabidopsis regulatory genes nimin1, pr1, ank, and 
grxc9 were highly induced by exogenous SA. As for the four 
tested strains, the highest induction levels were recorded by 
strain B. amyloliquefaciens A16 followed by P. plecoglos-
sicida XI39, B. oryzaecorticis XI44 and B pumilus B10. 
Cawoy et al. (2014) reported that surfactin producing B. 
subtilis and B. amyloliquefaciens strains as well as purified 
surfactin triggered tobacco plant defenses when challenged 
with Botrytis cinerea spore suspension; and Ongena et al. 
(2007) found that the B. subtilis 168 derivative Bs2504 pro-
ducing only fengycin kept some ability in inducing resist-
ance in bean plants. These findings explain those obtained 
in the current work, B. amyloliquefaciens A16 significantly 

up-regulated the pr1, ank, and grxc9 genes, though it pro-
duced the less SA (0.31 mg/m) is due to the presence of 
both surfactin and fengycin encoding genes; therefore, B. 
oryzaecorticis XI44 (srfAA−, fenD+) and B. pumilus B10 
(srfAA−, fenD−) have the lowest induction levels or no induc-
tion at all even they produced higher SA concentrations. This 
hypothesis might be compensated by the fact that Arabidop-
sis seedlings and bacterial inocula were co-cultured on MS 
medium (non-deficient in iron); thus, bacterial SA can be 
excluded as gene inducer. P. plecoglossicida XI39 produced 
important SA concentration but was less effective than A16 
in inducing Arabidopsis genes. Pseudomonas strains involve 
different mechanisms in triggering plant defenses (Buysens 
et al. 1996; Iavicoli et al. 2003; Ramarathnam et al. 2011).

LLP1 is involved in reducing bacterial proliferation and 
increasing cell death in infected tissues (Armijo et al. 2013), 
while UGT76B1 is a stress-induced glucosyltransferase, 
highly responsive to abiotic stress as well as to biotrophic 
and necrotrophic pathogens, modulates plant defense and 
senescence (von Saint Paul et al. 2011). Another point that 
should be highlighted is the response of Arabidopsis plants 
towards our inocula, since llp1 and ugt76b1 were both 
repressed by exogenous SA, while llp1 was repressed by four 
isolates, and ugt76b1 was repressed by three isolates. This 
might be explained by communication between Arabidopsis 
plants and non-phytopathogenic root colonizing rhizobacte-
ria via crosstalk molecules, i.e., SA and cLPs in our study.

Conclusion

This study highlighted some features involved in the antago-
nism of PGPR isolates from semi-arid soil pre-selected for 
their antifungal activity towards highly pathogenic fungi. 
Some Gram-positive isolates with important biofilm forma-
tion harbored three to four cLPs genes. Future investigations 
will assess defense mechanisms implied in the resistance 
of Arabidopsis towards phytopathogenic fungi in presence 
of PGPR as ISR stimuli. Other works will focus on other 
genome-encoded secondary metabolites implied in the 
antagonism of these strains representing a promising alter-
native seed treatment and environmentally friendly biofun-
gicide in semi-arid fields.
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Fig. 4  Response of SA-dependent defense genes to four bacterial 
inocula. A pr1, B nimin1, C ank, D grxc9, E ugt76b1 and F llp1. 
X-axis: treatments; B. amyloliquefaciens A16, B. oryzaecorticis XI44, 
B. pumilus B10 and P. plecoglossicida XI39. Positive control con-
sisted of SA and negative control consisted of ½ MS medium only 
(CK); Y-axis: relative expression levels of mRNA of six Arabidop-
sis defense genes. Genes ank, pr1, grxc9 and nimin 1 were induced 
by exogenous SA and some tested strains, while the ugt76b1 and llp1 
were repressed by SA and the most tested isolates. G Concentrations 
of salicylic acid produced by the four bacterial strains. X-axis: treat-
ments, Y-axis: concentration of produced SA. ***Significant differ-
ence (p < 0.05)
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ABSTRACT 
 

Aims: This work aims to evaluate the anti-germinative activity of bacterial extracts. These bacteria 
were already characterized for their antagonistic capacity in vitro against telluric phyto-pathogens 
fungi: Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (Foa), Fusarium solani var. coeruleum (Fsc) and  
Phytophthora infestans (Pi), causing Bayoud, dry rot and mildew diseases respectively.   
Methodology:  The OD of bacterial cultures is measured in order to determine the microbial charge 
producing the anti-germination substances, then centrifuged, filtered. A volume of spore suspension 
of determined concentration is added to a determined volume of the bacterial filtrates. After 
incubation, for 24 hours at room temperature the inhibition of spore germination is observed under a 
microscope using a Malassez cell. 
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Results:  The results showed that these bacterial filtrates are able of inhibiting fungal spore 
germination, among these filtrates XI35 ' one, gave a total inhibition (100%) on both of the tested 
fungi Foa and Fsc, while on Pi it only gave 16.66% of inhibition.  
Conclusion:  The bacterial filtrates were more active against mitosporic fungi, than oomycetes. 
 

 
Keywords: Antagonistic bacteria; inhibition of germination; secondary metabolites; telluric phyto-

pathogenic fungi. 
 

1. INTRODUCTION  
 
Plant diseases caused by soil-borne agents are 
economically important and, for the most part, 
difficult to control and / or treat. Fusarium 
diseases, as rots and mildew are causing 
considerable economic losses at the global level, 
affecting annual plants such as potatoes and 
perennials such as date palms. In these            
cases chemical treatment is ineffective or 
unnecessary. 
 
During the twentieth century, considerable 
research has demonstrated the ability of 
microorganisms from various phylogenetic 
origins to inhibit different phyto-pathogenic 
agents [1]. These microorganisms act either by 
antibiosis, competition [2] or by interacting with 
the plant [3], leading to more complex defense 
mechanisms leading to biocontrol [4]. 
 

At the level of the rhizosphere and the control of 
soil-borne pathogens, the control is mainly via 
bacteria belonging to the genus Streptomyces, 
Bacillus, Agrobacterium and Pseudomonas and 
fungi of the genera Ampelomyces, Candida [5] 
and Trichoderma [5,6]. The majority of studies 
show that 1 to 10% of soil isolates may have 
some antagonist potency in vitro, but of these, 
very few have the ability to suppress 
phytopathogenic agents in various soils and 
growing conditions and yet more Small number is 
capable of inhibiting a broad spectrum of 
pathogenic species [5]. 
 

2. MATERIALS AND METHODS  
 
2.1 Materials 
 
2.1.1 Phythopathogenic fungi  
 
Fungal strains were as follows: Phytophthora 
infestans (Pr Larous, LMA, Département de 

microbiologie, Université Sétif-1. Fusarium 
oxysporum f.sp. albedinis (INRAA, Alger). 
Fusarium solani var. coeruleum (Institut Pasteur 
de Paris, France). 
 
2.1.2 Referenced bacterial strains  
 
Pseudomonas protogene CHA0, Pseudomonas 
auréofaciens 30-84 (Pr Haas, Lausanne, Suisse) 
and Pseudomonas chlororaphis subsp.  
auréofaciens (Dr. Mezaache-aichour, LMA  
Département de Microbiologie, Université Sétif-1). 
 
2.1.3 Tested strains  
 
Bacterial strains used in the inhibition tests were 
previousely isolated by Belatrous [7] et Sayah [8] 
and Mansouri et Remadna [9]. These strains 
belonging to Pseudomonads and Bacillus were 
already characterized for their antagonistic activity 
in vitro against the cited phytopathogenic fungi 
[10], and are noted: Xi29, Xi48, Xi49, Xi47, B5, 
B21, Xi35’, Xi29’, Xi37’, Xi30, Xi12, Xi1. 
 
2.2 Methods 
 
2.2.1 Preparation of bacterial filtrates  
 
The bacterial references strains as well as the 
tested strains were grown in 25 ml of NBY for 72 
h, with constant stirring on a rotary shaker (7 G; 
throw 19 mm) at room temperature (20-22°C) to 
late exponential phase. The OD (optical density; 
Table 1) is measured at 625 nm in order to 
determine the microbial concentration producing 
the anti-germination substances. 
 
The bacterial cultures are then centrifuged for 20 
min at 3512 G, filtered through 0.45 µm diameter 
membranes (THOMAPOR®Membranfilter), and 
the filtrates are recovered in sterile bottles and 
stored at 4°C till use. 

 

Table 1. Optical density of the tested strains at 6 25 nm after 72 h of incubation  
 

Bacterial 
strains  

CHA0 30-84 2 Xi 
29 

Xi 
49 

Xi 
29’ 

B 
5 

Xi 
12 

Xi 
37’ 

B 
21 

Xi 
47 

Xi 
48 

X 
i1 

Xi 
35’ 

Xi 
30 

OD at 625 nm 2.23 2.17 1.3 1.97 2.1 1.91 0.52 1.96 1.3 0.59 0.56 1.92 1.2 1.8 0.87 
CHA0, 30-84 and 2: Pseudomonas protogene CHA0, Pseudomonas auréofaciens 30-84 and strain 2 Pseudomonas chlororaphis subsp. 

aureofaciens; Xi29, Xi49, Xi29 ', B5, Xi12, Xi37', B21, Xi47, Xi48, Xi35 and Xi30:  tested strains 
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2.2.2 Inhibition of spore germination  
 
A volume of 1 ml of spore suspension of 
determined concentration (107 spores / ml) is 
placed in a series of microtubes, and a volume of 
20 µl of the bacterial filtrates to be studied is 
added. The tubes are prepared in triplicates and 
incubated for 24 hours at room temperature. 
After incubation, the inhibition of spore 
germination is observed under a microscope 
using a Malassez cell. The number of spores 
germinated or not is reported. 
 
The percentage of non-germinated spores is 
calculated according to the formula: 
 

 
 

%SNG: percentage of non germinated spores.  
 
SG: number of germinated spores.  
 
SNG: number of non germinated spores. 

 
2.2.3 Statistical analysis  
 
Data were analyzed by the one way analysis of 
variance (ANOVA) and the test with P˂0.05 was 
considered as statistically significant. 
 

3. RESULTS AND DISCUSSION 
 
3.1 Results 
 
3.1.1  Inhibition of Fusarium oxysporum  f. sp. 

albedinis  
 
The percentage of germinated spores for 
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (FOA) was 
zero (0%) with the extracts of isolates XI30 and 
B5 and maximal (100%) for the extracts of the 
isolates tested Xi49, Xi29 ', Xi35', Xi37 'and B21; 
as well as those of the reference strains 30-84, 
CHA0 and 2 (Fig. 1). 
 
3.1.2 Inhibition of Phytophthora infestans  
 
The percentage of germinated spores for 
Phytophthora infestans (PI) varied between 
15.47% for the extract of isolate XI30 and 100% 
for the control. While for the referenced strains; 
the inhibition varied from 40% for CHA0 and 
66.66% for strains 2 and 30-84 (Fig. 2). 
 
3.1.3 Inhibition of Fusarium solani  var. 

coeruleum  
 
After 24 h of incubation, a significant germination 
of the spores of Fusarium solani var. coeruleum 
(FSC) was observed by the bacterial extracts.

 
 
Fig. 1. Graphical representation of the percentages  of the germinated spores of the Fusarium 

oxysporum  f.sp. albedinis  (Foa) treated by different bacterial filtrates  
CHA0, 30-84 and 2: Pseudomonas protogene CHA0, Pseudomonas auréofaciens 30-84 and strain 2 

Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens filtrates. Filtrates of the tested strains: Xi29, Xi49, Xi29 ', B5, 
Xi12, Xi37', B21, Xi47, Xi48, Xi35 ', Xi30. The first column corresponds to the untreated control 
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Fig. 2. Graphical representation of the percentages  of the germinated spores of the 
Phytophtora infestans  (Pi) processed by different bacterial filtrates  

C, 3 and 2: Pseudomonas protogene CHA0, Pseudomonas auréofaciens 30-84 and strain 2 Pseudomonas 
chlororaphis subsp. aureofaciens filtrates. Filtrates of the tested strains..., B ......: Xi29, Xi49, Xi29 ', B5, Xi12, 

Xi37', B21, Xi47, Xi48, Xi35 ', Xi30. The first column corresponds to the untreated control 
 

 
 

Fig. 3. Graphical representation of the percentages  of the germinated spores of the  Fusarium 
solani  var. coeruleum  (Fsc)Pi treated by different bacterial filtrates  

C, 3 and 2: Pseudomonas protogene CHA0, Pseudomonas auréofaciens 30-84 and strain 2 Pseudomonas 
chlororaphis subsp. aureofaciens filtrates. Filtrates of the tested strains..., B ......: Xi29, Xi49, Xi29 ', B5, Xi12, 

Xi37', B21, Xi47, Xi48, Xi35 ', Xi30. The first column corresponds to the untreated control 
 
Indeed, this germination varied between 41.9% 
for the extract of the isolate XI37 ', and 100%               
for the extracts of the isolates XI1, XI35' and 
Xi47. Whereas for the referenced strains CHA0, 
30-84 and Strain 2, a percentage of 66.66, 75 
and 100% respectively was observed (Fig. 3           
above). 
 
Depending on fungi and bacterial isolates, 
significant differences were recorded. 

3.2 Discussion 
 
Several antagonists certainly exist in nature and 
exert a more or less effective biological control 
on the pathogens of plants, the result is an 
increase in the inhibitory activities of the 
antagonists against the pathogens, the potential 
of a possible control of the diseases with this 
method is currently limited because, unlike 
laboratories and in vitro; the results in the field 
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are not usually of a particular success. The major 
problems are due to the fact that introduced 
microorganisms generally fail in their competition 
with the existing micro flora [11]. Such 
microorganisms are called plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR), which use 
several mechanisms for biological control. 
However, antibiotic synthesis seems to be the 
main mechanism used against crop pathogens 
by different genera such as Pseudomonas, 
Bacillus, Azospirillum, Rhizobium and Serratia 
[12]. 
 
Among the isolates tested which showed activity 
on fungi, the filtrates of the isolates XI29 and 
XI49 (Gram +ve bacilli), B5 (Bacillus 
megatherium) and XI29' (Pseudomonas sp.), 
inhibited the spore’s germination of the studied 
fungi. XI 29, XI49 and B5 were the most active 
on Fsc and Pi with respective percentages 
ranging from 24.04 to 33.33% and 66.66 to 77%. 
However, the inhibition of the Foa was maximum 
for the filtrate of isolate B5 and zero for others as 
XI37’, XI1…. 
 
While the filtrates of isolates XI1 (Bacillus 
licheniformis), XI35 'and XI47 (Bacillus subtilis) 
were completely inactive on Fsc (100% of 
germination). The filtrates of isolates XI12, XI37' 
and B21 (Gram + ve bacilli) showed an effect 
varying from 59.9 to 50%. Indeed, Chan et al. 
[13] showed that the filtrate of Bacillus subtilis D1 
/ 2 was found to be effective in preventing the 
spread of Fusarium graminearum. This antifungal 
activity was attributed to the extracellular 
lipopeptides identified as fengycins [13]. 
 
XI37' (Bacillus cereus) showed an average 
activity of 58.33% on Pi, an oomycete. Silo-Suh 
et al. [14] demonstrated that the filtrate of the 
Bacillus cereus culture contained two antibiotics 
that suppress alfalfa disease caused by                 
another oomycete Phytophthora medicaginis. 
The purified zwittermicin A reduces reversibly the 
elongation of the germinal tubes derived from 
cysts of P. medicaginis, and antibiotic B is 
responsible for the deformations of the germinal 
tubes. 
 
On the other hand, the partial inhibition of 
germination of the control Foa and Fsc in our 
study could be the result of self-inhibition of the 
germination frequently observed when the 
concentrations of spores are high thus imposing 
a state of dormancy, whereas the frequency of 
germination increases as the concentration 
decreases. This phenomenon was observed for 

the first time by Edgerton (1910); who noted that 
when more than 12 to 15 conidia of 
Colletotrichum lindemuthianum are included in 1 
cubic millimeter, the percentage of germination of 
spores is reduced. In some cases this inhibition 
is due to the effects of specific chemical 
inhibitors, but in other cases it may simply be due 
to an inadequate concentration of oxygen or 
nutrients [15]. 
 
Inhibition of germination of Foa spores was 
complete with the filtrates of isolates B5 and 
XI30. The bacteria associated with fungi have a 
considerable influence on their pathogenesis; 
their associations with Fusarium oxysporum 
appear to be important in their ability to adopt an 
invasive state / or pathogenic growth. Indeed, it 
has been demonstrated that volatile compounds 
produced by Bacillus amyloliquefaciens NJN-6 
prevent the growth and germination of spores of 
Fusarium oxysporum f. sp. cubense [16]. On the 
other hand, a negative effect on fungal 
pathogenesis was observed with the inhibition of 
germination of phytopathogenic spores Botrytis 
cinerea by an antagonistic bacterial community 
on Chrysanthemum leaves [17]. 
 
Pseudomonas has multiple biocontrol 
mechanisms, the production of antibiotics seems 
to be the main mechanism of action against 
harvesting microorganisms, by the secretion of 
Pyrrolnitrin, Aerugine, Phenazines and 
Pholoroglucinols such as 2,4-DAPG (diacetyl- 
Phloroglucinol). Among these metabolites 2,4-
DAPG is active against Fusarium oxysporum 
f.sp. pisi; in addition to other antifungal 
metabolites such as proteases, lipases and 
chitinases [12]. Some of the isolates tested 
(Xi35', Xi48 and Xi49) produce metabolites with 
the same biochemical characteristics of DAPG 
[18]. 
 
The filtrates of the reference strains tested gave 
an inhibition of spore germination but with 
different percentages depending on the fungus 
studied. While they showed important inhibition 
of PI. Inhibition of Fsc and Foa by the filtrates of 
these reference strains is of lesser effect except 
for strain 2 which gave important inhibition of PI. 
In addition to this strain 2, the isolates studied 
produce siderophores [19]. A direct relationship 
was established in vitro between the synthesis of 
siderophores in Pseudomonas fluorescens and 
their ability to inhibit the germination of F. 
oxysporum chlamydospores [20]. Indeed, 
Mezaache-Aichour et al. [21], demonstrated that 
this bacterium (strain 2) inhibits in dual culture  
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the mycelial growth of Foa, Fusarium oxysporum 
f. sp. lycopersici, F. solani, Rhizoctonia solani 
and the oomycete Pythium ultimum. 
 
On the other hand, the filtrate of the isolate XI29' 
showed an inhibition of the spore germination of 
the Fsc of 33.33%. In contrast, the filtrate of 
isolates XI48 and XI30 (Gram-ve bacilli) showed 
a greater effect with 50% inhibition. Concerning 
the Foa, the filtrate of the isolate XI30 showed an 
inhibition of 100%, while that of XI29 showed no 
action on the germination of the spores of this 
fungus. Lim et al. [22] demonstrated that 
Pseudomonas stutzeri Ypl-1 filtrate containing 
lytic enzymes such as chitinase and laminarinase 
inhibited mycelial growth rather than spore 
germination, but also caused lysis of mycelia and 
germinal tubes in F. solani. 
 
However for Pi, the respective inhibitions were 
73.33 and 15.47% with XI30 and XI29’. These 
isolates produce similar molecules to 
phloroglucinol and its derivatives [18]. This 
polycetide, produced by biocontrol bacteria such 
as P. fluorescens, prevents zoosporogenesis     
and alters the motility of the zoospores of 
Plasmopara viticola and Aphanomyces 
cochlioides. Generally, zoospores are first 
immobilized after a short exposure to DAPG, 
then they undergo lysis [23]. The low sensitivity 
of Pi spores to the extract of isolate XI29’ may be 
due to the low concentration of active molecules. 
Tofazzel and Tiedemann, [23] demonstrated that 
when treated with a small fraction of DAPG, 
instead of being lysed, zoospores of A. 
cochlioides germinate and form around the 
cystospores multiple germinal tubes with several 
branches. 
 
Finally, in this study, the most effective isolates 
on the inhibition of germination of fungal spores 
are: isolates B5, XI29, XI30, XI35', XI37' and 
XI49 in addition to the reference strains tested. 
 
4. CONCLUSION 
 
The protection of crops against phythopathogens 
is a major issue in agriculture. Chemical control 
is widely used, but it is not always effective and 
can lead to contamination of food and the 
environment. The ability of these bacteria to 
produce antagonist substances that inhibit the 
germination of spores of phythopathogenic fungi 
as different as the isolated Foa and Fsc suggests 
the possibility of using these microorganisms in 
the control of fungal diseases of the date palm 
and Potato. This is by delaying infections, or 

contributing to weakening the pathogen and 
predisposing it to other chemical or biological 
substances. 
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Résumé : Les 45 isolats utilisés dans ce travail proviennent des rhizosphères du blé et de la pomme de terre près de la région 

de Sétif. Ils ont été présélectionnés à la base de leur pouvoir inhibiteur de la croissance de champignons phytopathogènes 

telluriques. Le séquençage du gène de l’ADNr 16S, a montré que les souches appartenaient majoritairement aux genres Bacillus 

et Pseudomonas. Sur les quatre souches évaluées pour leur capacité à induire l’expression des gènes de défense chez 

Arabidopsis, Bacillus amyloliquefaciens A16 et Pseudomonas plecoglossicida XI39 ont montré une induction de l’expression 

des gènes à des taux aussi important que ceux obtenus avec l’acide salicylique. La production de ce dernier a été mise en 

évidence pour ces quatre souches, elles ont produit des concentrations comprises entre 0.31 et 0.4 mg/ml. 24 isolats à Gram-

positif ayant le meilleur potentiel antifongique in vitro ont été sélectionnés pour le criblage de quatre gènes de biosynthèses 

des lipopeptides cycliques et pour la production de composés organiques volatils antifongiques. Le profil électrophorétique des 

produits de PCR a montré l’abondance du gène de biosynthèse de la fengycine (70.33%) ; suivi par ceux de la surfactine 

(66.66%), la bacillomycine (58.33%) et la mycosubtiline (25%). Les composés volatils émis par ces isolats ont montré une 

inhibition considérable de la croissance de Phytophtora infestans, étant moins actifs contre Fusarium oxysporum var. 

coeruleum, tandis que F. oxysporum f. sp. albedinis et F. graminearum ont été résistants. Les Gram-positifs ont formé des 

biofilms plus denses que ceux formés par les Gram-négatifs. Aussi, l’effet biorémidiateur des isolats a été évalué en testant leur 

capacité à dégrader les fongicides, où la souche Pseudomonas protegens XI14 a dégradé les trois fongicides : propicone, 

curatine V et kazir. Certains isolats ont significativement stimulé la croissance du blé durant la phase de la levée, à savoir : P. 

protegens XI14, P. plecoglossicida 29INH et B. amyloquefaciens 30INH. Les Gram-négatifs ont été plus efficaces en 

protégeant le blé contre F. graminearum. Aucun déclin n’a été enregistré chez les plantules traitées avec P. protegens XI11 et 

Pseudomonas sp. (XI3 et P37). Quant aux souches pathogènes identifiées : Acinetobacter calcoaceticus XI22, Hafnia alvei 

XI47 et Stenotrophomonas maltophilia P29 ; ces isolats ont eu un potentiel antagoniste très considérable en confrontation 

directe contre des champignons pathogènes résistants aux fongicides mais très restreint en confrontation indirecte par 

production de substances volatiles. P29 a produit des lipases et des protéases alors que XI47 n’a produit que des lipases.  

Mots clés : Biocontrôle, lipopeptides cycliques, résistance systémique, phytostimulation, bioremédiation. 

Abstract: The 45 isolates used in this work were isolated from the rhizospheres of wheat and potatos near the region of Sétif. 

They were preselected at the base of their inhibitory effect on the growth of telluric phytopathogenic fungi. Sequencing of the 

16S rDNA gene showed that the strains predominantly belong to the genera Bacillus and Pseudomonas. Among the four strains 

evaluated for their ability to induce the expression of defense genes in Arabidopsis, Bacillus amyloliquefaciens A16 and 

Pseudomonas plecoglossicida XI39 have shown an induction of gene expression at levels as important as those obtained with 

salicylic acid. The production of the latter by these four strains was assessed; they produced concentrations ranging between 

0.31 and 0.4 mg/ml. 24 Gram-positive isolates showing the best in vitro antifungal potential were selected for screening for the 

presence of four cyclic lipopeptides biosynthesis genes and for the production of volatile organic antifungal compounds. The 

electrophoretic PCR products profile showed the abundance of the fengycin biosynthesis gene (70.33%); followed by those of 

surfactin (66.66%), bacillomycin (58.33%) and mycosubtilin (25%). Volatile compounds emitted by these isolates showed a 

considerable inhibition of Phytophthora infestans growth, being less efficient against Fusarium oxysporum var. coeruleum, 

while F. oxysporum f. sp. albedinis and F. graminearum were resistant. Gram-positive isolates formed thicker biofilms than 

those formed by Gram-negative ones. In addition, the bioremedial effect of the isolates was evaluated by testing their ability to 

degrade fungicides, strain Pseudomonas protegens XI14 was found to degrade the three fungicides: propicone, curatine V and 

kazir. Some isolates significantly stimulated wheat growth during the emergence phase, namely: P. protegens XI14, P. 

plecoglossicida 29INH and B. amyloquefaciens 30INH. Gram-negatives strains were more efficient in protecting wheat against 

F. graminearum. No decline rate has been recorded in seedlings treated with P. protegens XI11 and Pseudomonas sp. (XI3 and 

P37). As for the identified pathogenic strains: Acinetobacter calcoaceticus XI22, Hafnia alvei XI47 and Stenotrophomonas 

maltophilia P29; they had a very considerable antagonistic potential in direct confrontation against fungicide-resistant 

pathogenic fungi but very limited in indirect confrontation via production of volatile substances. P29 produced lipases and 

proteases while XI47 produced only lipases. 

Key words: Biocontrol, cyclic lipopeptides, systemic resistance, phytostimulation, bioremediation. 

سلالة بكتيرية معزولة من رايزوسفير القمح والبطاطا. تم انتقاء هذه العزلات مسبقا بناء على قدرتها التثبيطية لنمو فطريات  45هذه الدراسة استعمال  في تم: ملخص

من بين العزلات الاربع التي تم اختبار  Pseudomonas و Bacillus العزلات الى جنسيانتماء هذه  ADN 16S ممرضة للنبات. بين تحديد التسلسل النيكليوتيدي ل

 .Pseudomonas و Bacillus amyloliquefaciens A16 وجد أن العزلتين Arabidopsis التعبير الجيني لمورثات المقاومة عند نبتةتحفيز قدرتها على 

plecoglossicida XI39  المورثات الى مستويات هامة مقارنة مع ما تم الحصول عليه باستعمال حمضقادرتان على تحفيز هذه. salicylique  تم اثبات انتاج هذا

 تصنيع عزلة بناء على قدرتها التضادية مخبريا للبحث عن مورثات 24مغ/مل. تم انتقاء  0.40و  0.34الحمض من قبل العزلات الاربع بتراكيز تراوحت بين 

على اثباط الفطريات الممرضة بواسطة افرازها لمركبات عضوية طيارة. بين مظهر الهجرة الكهربائية لنواتج التضاعف  ودراسة قدرتهاقية البروتيدات الليبيدية الحل

 ثم bacillomycine (%58.33) و surfactine (% 66.00) متبوعة ب fengycine (%70.33) تصنيع لمورثةالمتسلسل تواجدا وفيرا 

(25%).mycosubtiline  فطر  المركبات الطيارة المفرزة بنسب هامة نموثبطتinfestans Phytophtora و بنسبة اقل نمو فطر Fusarium solani 

var.coeruleum في حين انها كانت عديمة التأثير على فطري Fusarium oxysporum f.sp. albedinis  و Fusarium graminearum.  شكلت البكتيريا.

ات تم اختبار القدرة التطهيرية لهذه البكتريا وتبين أنها قادرة على هدم مبيدات الفطري كذلك. بيكتيري أسمك من الذي شكلته العزلات سالبة الغرامموجبة الغرام بيوفيلم 

. حفزت العزلات البكترية kazirو  propicone ،curatine Vالمبيدات الثلاثة  Pseudomonas protegens XI14 ةالكيميائية، حيث فككت العزل

Pseudomonas protegens XI14 و P. plecogossicida 29INH وB. amyloliquefaciens 30INH  نمو القمح خلال فترة الانبات. بينما كانت البكتريا

 .Pseudomonas spو  P. protegens XI11  حيث نمت جميع الشتلات المعالجة بالعزلات .graminearum Fضد سالبة الغرام أكثر نشاطية في حماية القمح 

(XI3, P37)  المعزولة، و لم يسجل موت أية شتلة. أظهرت السلالات الممرضةStenotrophomonas maltophilia P22   وHafnia alvei XI47 و 

Acinetobacter calcoaceticus XI22  قدرة تضادية كبيرة تجاه الفطريات المقاومة للمبيدات في اختبار المواجهة المباشرة، وقدرة محدودة في الاختبار غير

 .إنزيمات حالة للبروتينات فقط XI47 إنزيمات حالة لللبيدات والبروتنيات، بينما أفرزت العزلة  P29أفرزت العزلة أيضالمباشرة بإنتاج مواد طيارة.ا

 .تطهير بيولوجي نباتي،تحفيز مقاومة جهازية،  ،حلقية : المكافحة الحيوية، بروتيدات ليبيديةكلمات مفتاحية
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