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Résumé 
La compréhension des mécanismes qui régissent les interactions entre les micro-

organismes du sol est primordiale pour le développement de nouveaux produits de 

biocontrôle basés sur ces microorganismes. Le champignon Trichoderma harzianum 

IHEM5437 et la bactérie Bacillus velezensis GA1, productrice de trois familles de 

lipopeptides, les surfactines, les fengycines et les iturines, sont exploités pour leur 

potentiel dans la lutte contre les phytopathogènes. Dans ce travail, différentes 

stratégies de coculture de ces deux microorganismes ont été testées afin de déterminer 

leur influence sur les interactions entre ces derniers. L’inoculation au même moment 

des deux souches dans un milieu riche contenant tous les éléments nécessaires à leur 

croissance, conduit au développement de la bactérie au dépriment du champignon, 

grâce à son rythme de croissance plus rapide et surtout à la production des lipopeptides 

antifongiques qui inhibent la croissance du Trichoderma. L’utilisation de mutants 

incapables de produire l’un ou l’autre de ces lipopeptides a permis de montrer que 

cette activité antifongique dirigée contre Trichoderma est principalement due à 

l’iturine et à la fengycine. L’inoculation séquentielle de Trichoderma suivi par 

Bacillus permet de résoudre partiellement ce problème. Toutefois, dans cette 

approche, la production de lipopeptides par B. velezensis GA1 persiste et fini par 

intérférer avec la croissance de Trichoderma. Également, le développement préalable 

du champignon entraine un épuisement des nutriments qui impacte la croissance de 

Bacillus. L’utilisation d’un milieu contenant du nitrate comme seule source d’azote 

modifie complètement les interactions entre les deux partenaires. Dans ces conditions 

de coculture, une dépendance nutritionnelle entre le champignon et la bactérie a été 

observée. En effet, Bacillus velezensis, est incapable de se développer seul sur ce type 

de milieu suite à l’absence dans son génome du gène codant la nitrite reductase qui 

permet la transformation du nitrate en nitrite. Trichoderma, dont la croissance est 

favorisée en présence de nitrate, produit après 5 jours de culture des composés azotés 

assimilables par la bactérie, permettant, donc, la croissance de cette dernière. Par 

ailleurs, dans ces conditions de coculture, l’expression des gènes qui codent pour les 

synthétases nonribosomiques impliquées dans la synthèse des lipopeptides est 

réprimée. Cette répression lève l’inhibition de croissance du Trichoderma et permet 

donc dans la durée un développement des deux souches en coculture. Enfin, la 

coopération observée entre ces deux microorganismes nécessite leur présence en 

coculture car un surnageant de culture de Trichoderma seul obtenu dans ce même 

milieu avec nitrate, ne provoque pas de répression de l’expression de ces gènes. Ces 

travaux ont donc montré l’existence d’un dialogue complexe entre Trichoderma 

harzianum et Bacillus velezensis en présence de nitrate qui requiert d’être décrypté 

afin d’évaluer ses potentialités d’exploitation dans des applications de biocontrôle des 

maladies des plantes. 
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Abstract 
Understanding the mechanisms that govern interactions between soil 

microorganisms is essential for the development of new biocontrol products based on 

these microorganisms. The fungus Trichoderma harzianum IHEM5437 and the 

bacterium Bacillus velezensis GA1, producer of three families of lipopeptides, 

surfactins, fengycins and iturins, are exploited for their potential in the control of 

phytopathogens. In this work, different coculture strategies of these two 

microorganisms were tested in order to determine their influence on the interactions 

between the cocultivated species. The inoculation at the same time of the two strains 

in a rich medium containing all the required elements for their growth leads to the 

development of the bacteria that inhibits the growth of the fungus, thanks to its faster 

growth rate and especially to the production of antifungal lipopeptides. The use of 

mutants unable to produce either of these lipopeptides has shown that this antifungal 

activity against Trichoderma is mainly due to iturin and fengycin. Sequential 

inoculation of Trichoderma followed by Bacillus partially resolves this problem. 

However, in this approach, the production of lipopeptides by B. velezensis GA1 

persists and eventually interferes with the growth of Trichoderma. Also, the prior 

development of the fungus leads to a depletion of nutrients which impacts the growth 

of Bacillus. The use of a medium containing nitrate as the sole source of nitrogen 

completely changes the interactions between the two partners. Under these coculture 

conditions, a nutritional dependence between the fungus and the bacteria was 

observed. In fact, Bacillus velezensis is unable to develop on its own in this type of 

medium due to the absence in its genome of the gene encoding nitrite reductase which 

allows the transformation of nitrate into nitrite. Trichoderma, which growth is favored 

in the presence of nitrate, produces after 5 days of culture of nitrogen compounds 

which can be assimilated by the bacteria, thus allowing the growth of the latter. 

Furthermore, under these coculture conditions, the expression of the genes encoding 

for the nonribosomal synthetases involved in the synthesis of lipopeptides is 

repressed. This repression removes the inhibition of growth of Trichoderma and 

therefore allows the development of the two strains in coculture over time. Finally, 

the cooperation observed between these two microorganisms requires their presence 

in coculture because a culture supernatant of Trichoderma alone obtained in this same 

medium with nitrate, doesn’t lead to the repression of the expression of these genes. 

This work has therefore shown the existence of a complex dialogue between 

Trichoderma harzianum and Bacillus velezensis in the presence of nitrate which needs 

to be deciphered in order to assess its potential for exploitation in plant disease 

biocontrol applications. 
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Avant-propos 
Les pertes de rendement dans les récoltes ont de tout temps constitué un problème 

crucial pour le monde agricole et économique. Annuellement, une perte pouvant aller 

jusqu’à 40 % de la moisson est estimée à cause des pathogènes et des ravageurs des 

végétaux. Depuis des siècles, les scientifiques multiplient leurs efforts pour trouver 

les solutions les plus efficaces pour lutter contre ces menaces. Les produits chimiques, 

appelés pesticides, furent dans un premier temps les principaux outils pour éradiquer 

le danger que présentait les organismes nuisibles aux plantes. Des effets néfastes des 

pesticides sur l’environnement, les animaux et surtout l’être humain furent rapidement 

constatés. Une alternative plus écologique qui vise à utiliser des produits d’origine 

biologique a donc été développée afin de substituer progressivement les produits 

chimiques, ils se dénomment agents de biocontrôle. Dans ce moyen de lutte, des 

molécules naturelles ou des macro/microorganismes sont utilisés. Les molécules 

peuvent être d’origine végétale (ex : les huiles essentielles), animale (ex : les 

phéromones) ou microbienne (ex : les substances antimicrobiennes). En outre, des 

macro et microorganismes, notamment les champignons et les bactéries, peuvent être 

exploités pour protéger les plantes. Leur action peut être directe en inhibant la 

croissance des pathogènes ou indirecte en stimulant la croissance de la plante ainsi 

que ses mécanismes de défense. La combinaison de plusieurs agents de biocontrôle 

constitue une piste intéressante pour le développement de biopesticides avec une plus 

grande efficacité. 

Depuis deux décennies, le marché du biocontrôle est en croissance exponentielle. 

En d’autres termes, de nouveaux biopesticides sont mis sur le marché en continu, et 

l’intérêt des agriculteurs pour ces produits est en augmentation. Ils constituent 

actuellement 15 % du marché des produits de protection des plantes, avec un objectif 

fixé au double en 2030. En conséquence, la mise sur le marché de nouveaux produits 

de biocontrôle constitue un enjeu d’actualité. Toutefois, des étapes antérieures à 

l’homologation de ces produits sont requises. Dans le cas où le produit renferme 

plusieurs microorganismes, des études in vitro sont essentielles pour générer des 

données sur les caractéristiques des espèces utilisées. La combinaison de plusieurs 

espèces différentes requiert davantage d’expériences pour étudier leur comportement, 

leur compatibilité et leur efficacité combinée.  

Ces travaux de thèse viennent s’insérer dans ce contexte. L’objectif du présent 

travail est de décrypter la compatibilité et les interactions entre deux agents de 

biocontrôle appartenant aux genres Bacillus et Trichoderma. L’étude se focalisera 

notamment sur les lipopeptides, métabolites secondaires antifongiques, produits par 

Bacillus. Ces métabolites, assemblés par des complexes enzymatiques (voie non-

ribosomique), sont composés d’un cycle peptidique hydrophile auquel une chaine 

lipidique hydrophobe vient s’attacher. Cette propriété amphiphile confère aux 

lipopeptides des activités surfactantes et antimicrobiennes, ce qui les rend prometteurs 

dans le cadre de la lutte biologique contre les phytopathogènes.  

Ce projet de thèse a été mené en cotutelle entre l’Université de Lille et l’Université 

de Liège Gembloux-AgroBiotech, dans le cadre d’une collaboration entre ces deux 
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structures sous la forme d’un Laboratoire International Associé. En 2018, cette 

collaboration s’est concrétisée par la mise en place d’une Unité Mixte de Recherche 

transfrontalière (UMRt) intitulée UMRt INRAE BioEcoAgro. Celle-ci regroupe, en 

plus des 2 universités lilloise et liégeoise, l’Université de Picardie Jules Verne et 

l’INRAE. Cette association franco-belge a pour objectif principal d’exploiter 

l’ingénierie biologique dans les domaines de la biotechnologie, l’agriculture et 

l’environnement. En particulier, une des thématiques de recherche se focalise sur la 

mise en place de nouveaux agents de biocontrôle.  

Cette thèse s’inscrit également dans le contexte du portefeuille de projets 

INTERREG SMARTBIOCONTROL (http://www.smartbiocontrol.eu/), dédié à la 

mise au point de nouveaux agents de biocontrôle qui, au travers de son projet 

BIOPROD, a contribué au co-financement du sujet de thèse avec la région Hauts-de-

France.  

La réalisation de cette étude a été possible grâce à la collaboration de deux 

laboratoires : l’Institut Charles Viollette rattaché à l’Université de Lille et le TERRA 

Teaching and Research Centre rattaché à l’Université de Liège. Ces deux laboratoires 

sont parfaitement équipés pour mener dans les meilleures conditions les expériences 

en microbiologie et en biologie moléculaire, ainsi que pour réaliser des analyses 

biochimiques. 

Les travaux de thèse seront présentés dans ce manuscrit dans 5 chapitres principaux. 

Le premier chapitre permettra de situer le projet de thèse dans son contexte 

scientifique. Après avoir présenté l’impact économique des phytopathologies, les 

solutions envisagées y seront décrites. L’importance du biocontrôle et l’implication 

des souches de Bacillus et Trichoderma seront soulignées. Dans la dernière partie de 

cette synthèse, nous présenterons les avantages de la combinaison de différents 

microorganismes dans le biocontrôle et les aspects d’études in vitro. Le deuxième 

chapitre reprendra en détail les techniques utilisées dans le cadre des expériences 

menées dans cette étude. Les troisième et quatrième chapitres seront dédiés 

respectivement à la présentation des résultats obtenus et à leur discussion, en se basant 

sur des études antérieures portant sur des thématiques similaires. Ce manuscrit 

s’achèvera par une conclusion reprenant ce qui a été présenté, puis sur les perspectives 

envisagées à l’issue de cette recherche. 
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1. Introduction générale 

La protection des récoltes a toujours été cruciale afin d’augmenter les 

rendements de l’agriculture et combler les besoins de l’Homme [1]. L’évolution de la 

biologie, et plus précisément de la microbiologie, de la biologie génétique et 

moléculaire, ainsi que de la chimie a permis de progresser dans le domaine de la lutte 

contre les pathogènes des plantes. Les outils et techniques de biologie génétique et 

moléculaire ont permis d’identifier les pathogènes et les causes de leur virulence 

(présence de gènes codant pour des protéines virulentes ou pour un mécanisme 

d’attaque des plantes). Les progrès en microbiologie ont permis de tester différentes 

hypothèses in vitro en reproduisant le système pathogène-plante dans le laboratoire, 

d’observer les effets des pathogènes sur la plante et donc mieux comprendre les 

mécanismes d’action. Finalement, la chimie a apporté la possibilité de formuler plus 

finement des produits d’intérêt. Ensemble, ces outils ont permis aux chercheurs de 

trouver des moyens efficaces pour lutter contre la plupart des pathogènes. 

Les produits chimiques à effet microbicide ne tardèrent pas à devenir le moyen 

le plus utilisé dans la lutte contre les phytopathogènes. Ces produits, regroupés sous 

le nom de pesticides, ont montré une grande efficacité dans la protection des plantes 

tout en présensentant de nombreux inconvénients. Par conséquent, à partir du XXème 

siècle, les scientifiques et les agriculteurs ont commencé à se tourner vers des 

solutions biologiques : le biocontrôle. Ces solutions consistent à utiliser des produits 

naturels ou même des organismes vivants à effet antagoniste pour lutter contre des 

pathogènes. Les progrès dans la biologie ont certainement permis d’optimiser leur 

usage. Les techniques de biocontrôle utilisant des microorganismes ont par la suite été 

optimisées pour augmenter l’efficacité de la lutte, avec par exemple l’utilisation de 

mélange de plusieurs souches bactériennes et/ou fongiques. Dans ce chapitre, un état 

de l’art autour des phytopathologies et des solutions chimiques et biologiques 

existantes sera abordé, avec une attention particulière sur les utilisations possibles de 

différentes souches de Bacillus et Trichoderma. Pour finir, les stratégies de coculture 

ainsi que leurs avantages dans le biocontrôle seront également présentées. 

1.1. Les pathologies végétales 
Les maladies des plantes sont généralement causées par des facteurs abiotiques, 

biotiques ou les deux ensembles. Le stress abiotique est causé par des facteurs 

environnementaux comme la sécheresse, les températures inapropriées, les carences 

en nutriments et la pollution. Des conséquences graves sont observées sur le 

développement et la physiologie de la plante [2,3].  

En ce qui concerne le stress biotique, comme son nom l’indique, il est entrainé par 

des agents vivants ayant des effets néfastes sur la plante. Ces agents, appelés 

phytopathogènes, appartiennent à plusieurs branches taxonomiques. Ils peuvent être 

des champignons, des bactéries, des virus, des protozoaires ou des plantes parasites. 

Ils s’attaquent aux plantes à différents niveaux (feuilles, tiges, fruits ou racines) et 

entrainent des dégâts locaux ou globaux. Le mécanisme d’introduction dans la plante 
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diffère selon les pathogènes. Certains pénètrent dans la plante par les orifices naturels 

comme les stomates ou par les blessures causées par des facteurs environnementaux 

ou des ravageurs; mécanisme souvent favorisé par l’humidité et la température [4]. 

D’autres sont capables de s’introduire en perçant la paroi des plantes se créant ainsi 

leur propre voie d’accès. Des exemples sur les différents phytopathogènes, leur mode 

de fonctionnement, les modalités d’infection, ainsi que leur impact sur la plante sont 

présentés dans le Tableau 1. 

Tableau 1 : Différents pathogènes causant des phytopathologies, leur mode d'action et les 

impacts sur la plante 

Espèce 
Plante 

cible 

Modalités 

d’infection 

Invasion 

du reste de 

la plante 

Symptômes 

Fusarium 

graminearum [5] 
Céréale 

Par des hyphes dans 

les parties apicales 

des fleurs 

Non 

Lésions brunes 

humides sur les 

fleurs 

Rhizoctonia 

solani [6] 
Tabac 

Par des hyphes à 

travers les parois 

racinaires 

Non Fonte des semis 

Verticillium 

dahliae [7] 

Pomme 

de terre 

A travers le cortex 

des racines 
Oui 

Perturbation de la 

formation des 

tubercules 

Pseudomonas 

syringae [8] 
Kiwi 

A travers les 

hydathodes, stomates 

et blessures des 

feuilles, fleurs, 

lenticelles, 

bourgeons, coupures, 

pollen 

Oui 

Taches sur les 

feuilles, 

brunissement et 

mort des fleurs, 

mort de la plante 

Xanthomonas 

citri [4] 
Agrume 

A travers les 

stomates et blessures 

des feuilles 

Réduite 

Lésions 

hyperplasiques 

avec un halo jaune 

Ralstonia 

solanacearum [9] 
Tomate 

A travers les pointes, 

zones de 

ramifications et 

blessures des racines 

Oui 
Flétrissement de la 

plante 

tomato yellow 

leaf curl disease 

[10] 

Tomate 

Par les mouches 

blanches se 

nourrissant du stylet 

Oui 

Rachitisme, 

chlorose, 

enroulement des 

feuilles 

Tobacco streak 

virus [11] 
Cotonnier 

Par les grains de 

pollen infectés, 

par les thrips 

Oui 

Taches et anneaux 

nécrotiques, 

mosaïque 
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1.2. Les impacts économiques  
Au fil des années, les phytopathogènes ont causé d’énormes pertes de rendement 

aux récoltes, causant ainsi de graves conséquences sur le plan économique. Il est 

estimé que 20 à 40 % du rendement agricole mondial est perdu annuellement à cause 

des facteurs biotiques [12], sans compter les impacts indirects sur les consommateurs, 

les producteurs et l’environnement qui peuvent amener jusqu’à 38 % de pertes 

supplémentaires [13]. 

Les pathogènes, infectant souvent un large éventail de plantations, sont responsables 

de dégâts dans différents secteurs agricoles. Les champignons pathogènes sont 

responsables d’un total de 20 à 40 % de pertes réparties avant et après la récolte [14]. 

Les pertes agricoles sont réparties inéquitablement sur les différents secteurs. Elles 

peuvent aller jusqu’à 5 % pour la production de pommes aux Pays-Bas [15] et jusqu’à 

100 % pour le coton en Thaïlande [16]. Selon Rakotonindraina et al. (2012) et Savary 

et al. (2000), ces pathogènes impactent chaque année 5 à 95 % de la récolte de 

pommes de terre en France et 24 à 41 % de celle du riz en Asie [17,18].  

Ainsi, dans l’optique de limiter les dégâts agricoles et leurs impacts sur le plan 

économique, environnemental et social, les scientifiques et les agriculteurs se sont 

unis pour trouver une solution pour la protection des cultures. Le système de résistance 

et les mécanismes de défense propres à la plante s’avérant non suffisants pour sa 

protection contre les pathogènes récalcitrants, des solutions auxiliaires doivent être 

apportées. 

 

2. Les solutions chimiques pour la protection des 
cultures 

2.1. Généralités 
L’évolution de l’agriculture pour répondre à des enjeux commerciaux et sociétaux 

a été accompagnée par l’augmentation des dégâts observés sur les plantes. En effet, la 

mise en culture uniforme de champs vastes a permis l’émergence de nouvelles souches 

de pathogènes [19]. Les pesticides furent ainsi créés et définis en tant que produits 

chimiques ayant une activité destructrice vis-à-vis des macro, microorganismes et des 

plantes parasites [20]. Leur application dans l’agriculture a permis de réduire 

fortement l’impact des pathogènes, et en conséquence les pertes au niveau des 

récoltes. En effet, ces produits peuvent être utilisés à des fins curative ou protective. 

Ils agissent soit en inhibant rapidement la croissance des prédateurs des cultures soit 

en limitant leur dissémination. De plus, les pesticides sont facilement accessibles aux 

agriculteurs à des prix modérés [21]. Tous ces avantages constituent un fort argument 

pour l’application des pesticides afin de garantir de meilleurs rendements et qualités 

de culture. L’utilisation de ces produits est en expansion continue. Cette tendance est 

reflétée par la croissance du marché des pesticides d’un taux annuel composé de 4,2 

% entre les années 2015 et 2019.  
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Dans le cadre de cette étude, nous nous intéressons à la lutte contre les champignons 

phytopathogènes et par conséquent aux pesticides antifongiques, aussi appelés 

fongicides. Actuellement, des centaines de fongicides avec des modes d’action variés 

sont homologués. Entre autres, ils peuvent intervenir au niveau de la synthèse des 

protéines, l’intégrité de la membrane cytoplasmique ainsi que sur le complexe 

respiratoire mitochondrial des pathogènes [22]. Actuellement, le marché global des 

fongicides vaut plus que 18 milliards de dollars. Sa valeur a doublé depuis 2013 [23] 

et une augmentation jusqu’à 24,5 milliards de dollars est prévue en 2025 [24]. 

2.2. Effets néfastes des fongicides 
2.2.1. Risque de résistance chez les champignons pathogènes 

De nombreux cas de résistances contre les fongicides sont reportés dans la littérature 

[25]. Cette résistance peut être expliquée par le fait que la majorité des fongicides 

agissent sur un seul site, variable selon le type du produit [26]. En effet, 77 % du 

marché des fongicides est constitué par des produits qui ciblent une seule enzyme d’un 

métabolisme spécifique [22]. Une simple mutation chez le pathogène au niveau du 

site d’action du fongicide est capable de conférer au champignon une résistance envers 

ce même produit. Ces mutations qui font partie du phénomène de sélection naturelle, 

apparaissent chez les champignons à cause de leur prolifération générant de 

nombreuses générations [27]. La résistance peut aussi être acquise par le 

développement d’un mécanisme de détoxification chez les pathogènes. Le 

cytochrome P450 est l’agent principal qui intervient dans ce phénomène. Une 

surexpression de ces enzymes est observée chez les pathogènes en contact avec des 

produits à effets antifongiques naturels ou chimiques. Par exemple dans le cas de 

Sclerotinia homoeocarpa, la surexpression de certaines familles du cytochrome P450 

a permis d’assurer la transformation du fongicide chlorothalonil en produit non 

toxique [28]. 

2.2.2. Altération de la communauté microbienne du sol 

La spécificité d’un fongicide n’est pas forcément limitée à une souche ou une espèce 

particulière. Ils peuvent être actifs sur d’autres microorganismes présents dans le sol 

[29]. Ainsi, un fongicide pourra inhiber la croissance de champignons bénéfiques ou 

autres en parallèle de son action contre les pathogènes. C’est le cas du fongicide 

Captan qui peut aussi avoir un effet inhibiteur sur la croissance des bactéries du sol. 

A l’inverse, le cycloheximide a plutôt induit la prolifération de la population 

bactérienne tout en inhibant les champignons pathogènes. Ceci est dû en majorité au 

retrait de la compétition imposée par les champignons et l’augmentation de la 

disponibilité des nutriments [30]. 

2.2.3. Bioaccumulation dans divers éléments de l’écosystème 

Les fongicides peuvent s’accumuler dans le sol, l’eau et les plantes. Leur 

accumulation dans la nature, sujette à différents facteurs environnementaux tels que 

le lessivage et la température, s’avère être persistante dans le temps. Des traces de 

produits dont l’utilisation est bannie depuis des années sont toujours détectées dans 

les ruisseaux traversant à côté des champs agricoles. Elles sont aussi observées dans 
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la flore et faune aquatique, engendrant de graves conséquences sur l’intégrité des 

écosystèmes [31]. En effet, la pollution du sol impacte son rendement à la suite de la 

dégradation de ses propriétés biologiques et biochimiques [32]. 

Quant à l’accumulation dans les organismes vivants, elle a été démontrée 

notamment par une étude menée au Népal sur 3 végétations différentes, montrant la 

présence de résidus de fongicides du groupe des carbendazimes dans la quasi-totalité 

des plantes testés [33]. Les fongicides accumulés dans les plantes peuvent être 

transférés également à d’autres produits alimentaires tel que le miel et le lait. [34–36]. 

Le principal risque présenté par cette bioaccumulation est l’entrée ultérieure des 

produits dans la chaine de consommation et ainsi dans l’alimentation humaine.  

2.2.4. Impacts sur la santé chez l’homme 

Les humains peuvent être contaminés directement ou indirectement par les 

fongicides : directement en entrant en contact avec les produits (au moment de 

l’application dans les champs, en résidant près de champs agricoles) et indirectement 

en consommant des produits qui contiennent des résidus. Une large base de données 

des effets cancérigènes des pesticides est déjà établie. Entre autres, le potentiel 

cancérigène de ces produits chimiques sur les personnes exposées est aujourd’hui 

incontestable. C’est le cas, par exemple, pour les cancers des voies aéro-digestives 

supérieures [37].  

Étant donné les nombreux inconvénients constatés après plusieurs années 

d’utilisation, plusieurs mesures ont été prises vis-à-vis de ces fongicides chimiques. 

Des réglementations ont vu le jour afin de limiter la quantité de produit utilisé et de 

bannir certains produits dont l’effet toxique se révèle être trop important. D’un autre 

côté, la substitution de ces produits chimiques par des produits d’originie naturelle 

semble être la solution la plus prometteuse. C’est pourquoi, la communauté 

scientifique porte ses efforts désormais sur le développement d’alternatives aux 

fongicides chimiques, en proposant de nouvelles solutions moins toxiques pour 

l’environnement et pour les êtres vivants. 

 

3. Les solutions biologiques pour la protection des 
cultures 

3.1. Généralités 

Dans le but de maintenir une agriculture durable, respectueuse de l’environnement 

et de la santé des humains, l’utilisation de la lutte biologique est encouragée. Le terme 

biocontrôle, de l’anglais « Biological Control », fut ainsi désigné pour définir 

l’utilisation de mécanismes naturels pour stimuler la croissance de la plante et 

éradiquer les dangers auxquels elle est sujette [38]. Le terme agents de biocontrôle 

(BCA : biocontrol agent) définira ainsi les molécules (médiateurs chimiques, 

substances naturelles) ou les organismes vivants (macro et microorganismes) 

employés à cette fin et qui seront détaillés dans les sections suivantes. Le terme 
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biopesticide réfèrera au produit final proposé sur le marché. D’après l’IBAM 

(International Biocontrol Manufacturers Association) en 2018, les biopesticides 

constituaient 8 % du marché de la vente de produits de lutte contre les pathogènes en 

France (Figure 1A). 

 

Figure 1 : Aperçu du marché du biocontrôle avec (A) la part du marché du biocontrôle 

dans les ventes de produit pour la protection des plantes en France en 2018 avec le 

pourcentage des différentes catégories de BCA (d’après l’IBAM), et (B) l’évolution du 

marché de biocontrôle entre l'année 2011 et 2018 (d’après Robin et Marchand, 2019) 

Bien que le terme « Biocontrôle » soit récent, les moyens de lutte du biocontrôle 

sont utilisés depuis déjà très longtemps. L’essor de ce domaine commence à la fin des 

années 1900 avec la prise de conscience du danger des produits chimiques. Depuis, 

un développement exponentiel du marché du biocontrôle est observé. La recherche 

scientifique sur ce sujet s’est accentuée et le nombre d’études effectuées a augmenté 
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en passant de quelques articles par an en 1980 à 950 articles en 2017 [39]. En 2018, 

le marché du biocontrôle mondial valait 1,9 milliards de dollars (542 millions d’euros 

en Europe) et une croissance de 15 à 20 % est constatée chaque année [39]. Le nombre 

de nouveaux produits proposés sur le marché européen en cette même année est de 

182, soit une augmentation de 48 % par rapport à 2011. Toutefois, ce chiffre reste 

inférieur à celui des nouveaux produits chimiques estimé à 312. D’après la base de 

données des biopesticides de la commission européenne, les substances naturelles 

représentent la catégorie qui comporte le plus de produits commercialisés, en 

comparaison avec les médiateurs chimiques et les organismes vivants (95 produits 

contre 40 et 47 respectivement). Cependant, l’évolution de ces produits depuis 2011 

montre plutôt une préférence au niveau des produits à base d’organismes vivants dont 

le nombre a doublé en 2018 (Figure 1B) [39]. Cet intérêt accru pour les biopesticides 

s’explique par les avantages qu’ils présentent sur plusieurs plans, essentiellement au 

niveau de la présence de moins de risques pour l’environnement, les animaux et les 

humains.  

Ainsi, la mise au point de biopesticides dont la toxicité est plus faible par rapport 

aux produits chimiques est un des objectifs principaux de la communauté scientifique 

en collaboration avec les agriculteurs et les industriels. Certains microorganismes sont 

considérés comme étant sans effets secondaires sur l’environnement et les humains. 

Pseudomonas putida B2017, une bactérie promotrice de la croissance de la plante, 

agissant sur les pathogènes de la plante, ne produit ni toxines ni antibiotiques. Son 

activité est entièrement due à la production de sidérophores [40].  

L’un des points forts des BCAs réside aussi, en partie, dans la spécificité de leur 

cible. Avant d’autoriser l’utilisation d’un produit, des tests sont effectués sur 

différents organismes pouvant se trouver dans l’écosystème afin d’étudier la 

spécificité du produit. Par exemple, une vérification de la spécificité des souches de 

Bacillus ou de Trichoderma appliquées comme biofongicides contre Botrytis cinerea 

sur les feuilles du fraisier a permis de confirmer l’absence d’impacts sur la 

communauté microbienne non pathogène [41].  

Un troisième critère important que les biopesticides doivent présenter concerne les 

temps de rémanence des produits dans les sols et sur les cultures traitées. En effet, ce 

paramètre est un élément crucial. Ce temps de rémanence doit être suffisamment long 

pour que l’action des biopesticides soit efficace mais il ne doit pas être excessif pour 

éviter une contamination des sols et des produits alimentaires dans le temps [42]. En 

moyenne, 40 jours sont nécessaires pour la dégradation des insecticides chimiques 

(avec un maximum de 1001 jours) alors que 6 jours sont suffisants pour la plupart des 

bioinsecticides avec une valeur maximale de 14 jours [43]. 

La multitude de modes d’action de certains agents de biocontrôle permet de 

diminuer le risque de développement de résistance chez les pathogènes. Au contraire 

des pesticides qui présentent un mode d’action ciblant un site et favorisant ainsi la 

génération d’une résistance chez les pathogènes, les biopesticides peuvent agir de 

différentes manières et réduire ainsi la capacité des pathogènes à évoluer et à s’adapter 
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face au BCA. Les lipopeptides produits par Bacillus, largement utilisés en biocontrôle, 

agissent de 3 façons dans la lutte contre les pathogènes : (i) aider le BCA producteur 

à se propager grâce à leurs propriétés surfactantes, (ii) attaquer directement les 

champignons pathogènes en perturbant leur membrane plasmique et (iii) stimuler la 

croissance de la plante [44]. 

Finalement, les biopesticides contenant uniquement des organismes ou produits 

naturels et sans modifications génétiques sont exploitables dans le cadre de 

l’agriculture biologique. Ce n’est bien évidemment pas le cas pour les produits 

chimiques conventionnels [43].  

Malgré tous ces points forts, les agents de biocontrôle peuvent présenter quelques 

inconvénients. Par exemple, certains BCAs fongiques comme Trichoderma viride et 

Gliacladium catenulatum produisent respectivement de l’alamethycine et de 

l’antiamoebine dont la toxicité pour les humains ainsi que pour d’autres animaux a été 

prouvée [45]. C’est le cas aussi pour Bacillus thuringiensis qui produit des 

hémolysines et des entérotoxines qui sont toxiques pour les cellules de mammifères 

et qui causent des effets indésirables chez les humains, y compris des nausées et des 

diarrhées [46]. Par ailleurs dans certains cas, l’action des BCAs peut ne pas être 

limitée au pathogène et risque de modifier la composition de l’écosystème. Parmi 4 

biopesticides testés, l’azadirachtine inhibiteur de Glomus etunicatum a entrainé une 

modification de la composition en mycorhizes du sol. Dans les mêmes conditions 

d’application, le fongicide chimique de type carbendazime a inhibé la croissance de 

la totalité de la communauté mycorhizienne [47]. Enfin, l’application de 

microorganismes, qui sont des entités vivantes, relève de plusieurs défis quant au 

contrôle de leur développement après l’application, à leur activité fortement 

dépendante des conditions climatiques et à leur durée de vie variable. En plus de ces 

inconvénients d’ordre biologique, ces produits présentent parfois un coût de 

production plus élevé qu’un pesticide de synthèse [48]. 

3.2. Les médiateurs chimiques  

Les médiateurs chimiques sont majoritairement utilisés pour la lutte contre les 

insectes ravageurs. Ils sont constitués principalement par les phéromones, les 

kairomones et les allomones qui jouent un rôle primordial dans système de 

communication entre les insectes et avec la plante. Ces médiateurs, une fois identifiés, 

peuvent être synthétisés et utilisés dans le cadre du biocontrôle, notamment grâce à 

leur spécificité de cible.  

3.3. Les substances naturelles 

L’utilisation de substances produites par des plantes, des macro ou microorganismes 

dans la lutte contre les pathogènes de la plante s’intègre dans lecontexte du 

biocontrôle. Ces substances naturelles appartiennent à plusieurs classes et protègent 

la plante en adoptant différentes stratégies. Certaines stimulent les mécanismes de 

défense de la plante. Elles sont ainsi nommées éliciteurs et appartiennent 
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généralement aux classes des terpènes, phénols ou alcaloïdes [49]. Elles sont extraites 

des microbes, des pathogènes ou des cellules végétales subissant leur attaque. La 

réactivité des plantes vis-à-vis de ces molécules est relativement rapide après leur 

reconnaissance par les récepteurs membranaires [50]. Les résistances locale puis 

systémique de la plante sont alors activées [51]. Le mécanisme de défense contre les 

pathogènes potentiels est mis en place, ce qui engendre une réponse rapide en cas 

d’infection [52].  

D’autres substances peuvent attaquer directement les pathogènes en inhibant leur 

croissance. L’huile essentielle extraite du théier est riche en plusieurs formes de 

terpènes dont l’activité antibactérienne et antifongique a été prouvée dans diverses 

études, notamment contre Xanthomonas vesicatoria, Botrytis cinerea, Penicillium 

chrysogenum, et Fusarium graminis. [53–55]. L’un des avantages de l’utilisation des 

huiles essentielles est le fait qu’elles présentent une multitude de modes d’action, ainsi 

qu’une toxicité faible vis-à-vis des espèces non ciblées (dont l’homme) [56]. En plus 

des huiles essentielles, des extraits de plantes (comme l’ail et les agrumes), et 

d’animaux (comme les crustacées) sont naturellement riches en molécules bioactives 

(allicine, naringine et chitosane respectivement). Leur efficacité contre différents 

pathogènes a été démontrée à plusieurs reprises in vitro et in vivo y compris contre les 

champignons du genre Fusarium, Botrytis et Rhizoctonia et les bactéries du genre 

Agrobacterium et Pseudomonas [51,57–60]. 

Une famille très importante de métabolites secondaires utilisée dans le biocontrôle 

est la famille des lipopeptides. Les caractéristiques de ces molécules seront détaillées 

dans la section 4.3.3, où sera également présenté leur mode de production par les 

bactéries du genre Bacillus et leur mode d’action dans la lutte biologique contre les 

pathogènes. L’utilisation de ces molécules est avantageuse sur plusieurs niveaux. 

D’un côté, les molécules sont relativement stables grâce à leur structure cyclique et 

l’alternation de configuration L et D des acides aminés (jusqu’à 25 jours dans un sol 

stérile pour la surfactine) [61,62]. D’un autre côté, leur rémanence dans le sol est 

suffisante pour conférer aux plantes la protection nécessaire, sans pour autant persister 

longtemps dans le sol. Par exemple, au cours d’une expérience en pot, l’iturine a été 

dégradée 17 jours après son ajout dans le sol [63]. 

3.4. Les macroorganismes  

Inspirés par les chaines alimentaires dans la nature, les agriculteurs et les 

scientifiques ont étudié l’efficacité de l’emploi de macroorganismes dans le 

biocontrôle de leurs proies. Pour une souche invasive pathogène ou ravageur, il 

apparait prometteur d’utiliser son prédateur pour limiter ses impacts sur l’agriculture. 

L’application de nématophages, par exemple, est une technique efficace pour lutter 

contre les nématodes. Ces macroorganismes sont capables de tuer leur cible 

directement ou indirectement en produisant des toxines [64].  
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3.5. Les microorganismes  

Le développement de nouveaux produits de biocontrôle à base de microorganismes 

suit une croissance exponentielle, bien plus importante que celle observée pour les 

BCAs cités précédemment [39]. Les bactéries, champignons, levures, virus et phages 

sont les principales familles de microorganismes utilisés. Les deux premiers sont 

souvent présents dans le sol et présentent des activités antagonistes. Des exemples, 

ainsi qu’une présentation des divers modes d’action adoptés par ces microorganismes 

seront présentés plus loin dans cette section.  

En ce qui concerne les autres embranchements, certaines levures produisent des 

composés organiques volatiles, comme Galactomyces candidum dont la production 

de molécules diffusables entraine l’inhibition de Botrytis cinerea in vitro [65]. Les 

mycovirus, qui infectent les champignons, ont démontré une efficacité pour ralentir, 

voire inhiber la croissance des champignons infectés et permettre ainsi de réduire leur 

pathogénicité [66]. En 2019, 3 nouveaux bactériophages de la famille des 

Podoviridae, efficaces contre Ralstonia solanacearum, ont été découverts. Ils 

présentent une spécificité vis-à-vis de leur pathogène qui est remarquablement élevée 

[67].  

Au cours de ce projet, les bactéries et champignons antagonistes et surtout ceux qui 

se trouvent déjà dans la rhizosphère ont été exploités. La rhizosphère est définie 

comme étant la fraction du sol qui entoure les racines des plantes et qui subit des 

modifications imposées par celles-ci [68]. Ces modifications sont en grande partie 

causées par la sécrétion de nutriments, surnommés exsudats racinaires, qui influencent 

les propriétés physiques, biochimiques et la composition microbienne de la 

rhizosphère [69]. Par conséquent, une partie du microbiote du sol, qui renferme des 

espèces diverses allant des nématodes aux algues, se développe dans la rhizosphère. 

Cette communauté assez complexe contient à la fois des individus sans aucun effet 

sur la plante, des individus qui sont pathogènes et d’autres qui sont bénéfiques [70].  

Les bactéries forment le groupe dominant de microorganismes dans la rhizosphère 

[71]. Rares sont celles qui nuisent à la plante, du fait qu’elles ne peuvent, bien souvent, 

pas survivre longtemps dans le sol (à l’exception des bactéries sporulantes). De plus, 

leur mécanisme d’infection de la plante nécessite souvent la présence d’une plaie pour 

pénétrer dans la plante [70]. En revanche, les bactéries bénéfiques à la plante sont 

assez fréquentes et jouent un rôle primordial dans le maintien de la bonne santé de la 

plante. Elles interagissent avec les racines des plantes et peuvent les coloniser, 

favoriser leur développement, et leur confèrer une protection contre les pathogènes 

via différents mécanismes. Elles sont surnommées PGPR de l’anglais « Plant Growth 

Promoting Rhizobacteria », signifiant les rhizobactéries promotrices de la croissance 

des plantes. Parmi ces bactéries, les plus connues et exploitées sont celles du genre 

Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Azotobacter et Serratia [72]. Dans cette étude, 

un intérêt est porté aux bactéries appartenant au genre Bacillus. Après avoir détaillé 

leurs différentes propriétés, les mécanismes dont elles se servent pour la protection 

des plantes seront présentés. 



Chapitre 1 : Introduction bibliographique  

 

17 

 

4. L’implication de Bacillus en biocontrôle  

4.1. Le genre Bacillus 

Ces bactéries appartiennent à la famille des Bacillaceae et à l’ordre des Bacillales 

affilié à l’embranchement des Firmicutes [73]. Ce sont des bactéries à Gram positif, 

aérobies ou anaérobies facultatives, caractérisées par leur capacité à former des 

endospores en aérobies quand les conditions de croissance ne sont pas favorables [74]. 

Ces bactéries peuvent se développer dans de nombreuses niches écologiques dans 

l’environnement [75]. Une grande diversité est observée au sein de ce genre, basée 

sur la morphologie du sporange, la taille des spores, les conditions de développement 

en termes de pH et température, ainsi que leur activité biochimique [76]. La souche 

B. subtilis est l’organisme modèle de ce genre. Elle est utilisée pour les recherches 

d’ordre génétique et elle est exploitée en agriculture et en fermentation, notamment 

pour son potentiel intéressant en production de molécules d’intérêt comme des 

biosurfactants, des enzymes et des molécules à effet biocide [73].  

Dans ce projet, une attention particulière est apportée à l’espèce B. velezensis. Elle 

a été identifiée pour la première fois en Espagne, dans la rivière Vélez d’où lui vient 

son nom [77]. Son adaptation facile aux conditions de culture en laboratoire, sa 

croissance rapide, sa non-pathogénicité pour l’homme, les animaux et 

l’environnement, font de cette souche un sujet d’étude intéressant pour la recherche. 

De plus, les analyses menées sur son génome ont montré un grand potentiel de 

production de molécules d’intérêt [73]. En effet, 8,5 % du génome de B. velezensis 

FZB42, la souche modèle, est dédié à la production de métabolites secondaires dont 

certains présentent des activités antimicrobiennes [78].  

4.2. Le biofilm, un mode de vie avantageux 

Une caractéristique supplémentaire et remarquable de B. velezensis est sa capacité 

à former des biofilms sur les racines des plantes. Un biofilm est décrit comme étant 

une structure attachée à une surface et formée de cellules sédentaires, reliées entre 

elles par une matrice à base de substances polymériques extracellulaires (EPS pour 

Extracellular Polymeric Substances) qui assurent l’intégrité du biofilm [79]. La 

formation des biofilms nécessite 4 étapes essentielles (adhésion, accumulation, 

maturation, dispersion) qui sont présentées dans la Figure 2.  
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Figure 2 : Les différentes étapes de la formation d’un biofilm comprenant l’adhésion des 

cellules sur le support, le développement des cellules et la production de polymères 

exocellulaires, la maturation du biofilm et la dispersion des cellules (d’après Kolter, 2010) 

Les cellules au sein de cette communauté structurée présentent un mode de vie 

adapté où elles subissent des différentiations et des régulations afin de partager les 

taches. A part les avantages que ce mode de vie présente sur les bactéries en termes 

de (i) protection contre les facteurs extérieurs représentés par les agents 

antimicrobiens, les toxines, les stress physico-chimiques etc, (ii) augmentation de la 

disponibilité des nutriments qui peuvent circuler dans la matrice du biofilm et (iii) 

transfert de gènes pour optimiser l’activité de la structure [80], le développement des 

bactéries en biofilm augmente également leur efficacité en biocontrôle. Leur 

attachement à la racine et la colonisation de sa surface permet d’un coté de limiter les 

points d’accès aux pathogènes et d’un autre coté une meilleure diffusion des 

métabolites secondaires vers la plante et vers les pathogènes [81]. La concentration 

des métabolites piégés dans les EPSs augmentera, évidemment, l’activité antagoniste 

des BCAs [82]. Dans le cas de la PGPR B. velezensis FZB42, les cellules forment des 

biofilms fins dont les cellules sont fortement mobiles sur les racines de plantes. Cette 

motilité est attribuée à la production de surfactine, un biosurfactant [83]. L’activité de 

« swarming » importante permet à la souche de coloniser rapidement les racines, ce 

qui s’avère très intéressant du point de vue du biocontrôle [84]. Dans l’étude d’Al Ali 

et al. (2018), l’importance de la formation de biofilm pour la colonisation des racines 

et par la suite l’efficacité en biocontrôle a été démontrée en comparant le 

développement de la souche avec un mutant ne produisant pas d’EPSs [83]. En outre, 

la comparaison du transcriptome d’une souche FZB42 développée en biofilm ou en 

mode planctonique sur les racines a montré une surexpression de l’opéron codant pour 

la résistance à la bactériocine du genre nisine en biofilm, ce qui apporte la preuve que 

ce mode de vie confère une protection aux cellules [81]. Cette même étude a montré 

qu’en plus de l’augmentation de la résistance aux antibiotiques, le mode de vie sessile 

induit la surexpression des gènes impliqués dans la synthèse de la bacilysine, un 

dipeptide à activité antifongique et antibactérienne. La production de l’antibiotique 

kanosamine par B. subtilis et de composés organiques volatiles antagonistes par B. 

amyloliquefaciens SQR9 est également augmentée quand les bactéries se développent 

en biofilm [85,86].  
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4.3. Modes d’action contre les pathogènes 

En ce qui concerne leur implication dans le biocontrôle, B. velezensis constitue une 

des espèces de Bacillus les plus exploitées. L’intérêt porté à cette espèce est lié à son 

efficacité remarquable contre de nombreux phytopathogènes tels que Fusarium 

oxysporum, Botrytis cinerea et Plasmodiophora brassicae [87–89]. La diversité des 

modes d’action joue un rôle primordial dans la performance de Bacillus pour la 

protection des plantes. Ils peuvent être divisés en deux groupes selon leur cible : le 

pathogène ou la plante. La production de molécules variées ayant des activités 

antagonistes inhibant la croissance et la prolifération des pathogènes ainsi que 

stimulant les mécanismes de défense et la croissance des plantes constitue la voie 

essentielle de lutte contre les pathogènes. Ces molécules appartiennent à différentes 

familles et agissent sur plusieurs niveaux. Les plus connues sont les composés 

organiques volatiles (COV), les bactériocines, les antibiotiques, les sidérophores, les 

polykétides et les lipopeptides [90]. Les modes d’action de Bacillus sont résumés dans 

la Figure 3. 
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Figure 3 : Les différents modes d'action employés par Bacillus et Trichoderma  

dans le biocontrôle 

4.3.1. Les composés organisques volatiles 

La première famille de molécules, les COVs, renferme des molécules lipophiles de 

faible masse moléculaire (inférieure à 300 Da) [91]. Ils ont été détectés chez plusieurs 

souches de B. velezensis dont B. velezensis ZSY-1 et G341. Les phénols et pyrasines 

produits par la souche ZSY-1 assurent une activité antifongique contre Botrytis 

cinerea et Alternaria solani [92]. Quant à la seconde souche, elle produit des COVs 

sulfurés, du butanol et du butanone qui ont inhibé la croissance des pathogènes du 

genre Alternaria, Botrytis, Fusarium, Geotrichum, Sclerotinia, et Rhizoctonia [93]. 
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Les COVs ont aussi un effet antifongique protecteur des fruits après la moisson. B. 

velezensis BUZ-14 et I3 inhibent la croissance des champignons du genre Monilinia 

et Botrytis par la production des COVs de la famille des éthyles et des aldéhydes [94].  

4.3.2. Les bactériocines 

Les bactériocines sont définies comme étant des peptides produits par les bactéries 

par voie ribosomique et ayant une activité toxique vis-à-vis d’autres bactéries [95]. 

Chez B. velezensis, quelques bactériocines ont été identifiées (plantazolicine, 

amylocyclicine, amylolysine…) [96–98]. L’amylolysine produite par la souche GA1 

est active contre les bactéries comme Listeria monocytogenes et Staphylococcus 

aureus. Cette bactériocine génère des pores dans la membrane cellulaire des 

pathogènes [99]. 

4.3.3. Les NRPs et les PKs 

Les autres familles de métabolites présentent une particularité commune. Elles sont 

toutes synthétisées par un mécanisme de synthèse original découvert en 1971 et 

nommé mécanisme thiotemplate ou nonribosomique [100]. Ainsi, ces métabolites ne 

sont pas produits par les ribosomes mais assemblés par des complexes enzymatiques 

appelés des synthétases de peptides nonribosomiques (NRPS pour l’anglais 

NonRibosomal Peptide Synthetase) et des synthases de polykétides (PKS pour 

l’anglais Polyketide Synthase).  

Ces complexes multi-enzymatiques sont, quant à eux, synthétisés par la voie 

ribosomique classique. Ils sont obtenus après transcription, traduction et maturation. 

Ces complexes sont codés par des opérons pouvant atteindre la taille de dizaine de 

kilobases. Plusieurs modules figurent dans ces complexes enzymatiques, et chacun est 

constitué de plusieurs domaines présentant des activités différentes. Chaque module 

est responsable de la reconnaissance d’un monomère, de son activation et de 

l’établissement de la liaison avec le monomère reconnu par le module précédent. Les 

monomères ne sont pas limités aux acides aminés protéogéniques. En plus de ces 

derniers, les NRPSs peuvent en assembler des versions modifiées (notamment 

méthylés, hydroxylés ou épimérisés) ainsi que d’autres monomères dont l’acide 2-

aminoisobutyrique, l’acide 2,3-dihydroxybenzoique et l’hydroxyphénylglycine [101]. 

Quant aux PKSs, ils sont capables de reconnaitre uniquement deux monomères : 

propionyl-CoA et 2S-méthylmalonyl-CoA et non pas les acides aminés [102].  

Au niveau de l’organisation des modules des NRPSs, 4 domaines principaux 

existent, auxquels peuvent s’ajouter 1 à 5 domaines accessoires. Les domaines 

principaux sont constitués par les domaines d’adénylation, de thiolation, de 

condensation et thioestérase ayant les activités suivantes : 

• Le domaine d’adénylation reconnait le monomère et l’active en amino-acyl 

adénylate suite à une réaction avec une mole d’ATP [103]. Un amino-acyl 

adénylate est obtenu. Ce domaine présente une certaine spécificité pour le 

monomère activé [104,105].  
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• Le domaine de thiolation, appelé aussi PCP (pour l’anglais Peptidyl Carrier 

Protein) sert à la fixation de l’amino-acyl adénylate. La fixation se fait au 

niveau du groupe sulfhydryle du bras phosphopantéthéinique ajouté à la 

NRPS lors des modifications post-traductionnelles. L’ajout de ce bras est 

catalysé par une phosphopantéthéine transférase codée chez Bacillus sp. par 

le gène sfp. Sans cette modification, les synthétases ne sont pas actives et ne 

peuvent pas fixer le monomère [106]. Un lien thioester est réalisé entre 

l’extrémité du bras phosphopantéthéinique et le monomère précédemment 

activé [107,108]. Aucune spécificité au substrat n’a été observée pour ce 

domaine [104]. 

• Le domaine de condensation catalyse la formation d’une liaison peptidique 

entre les monomères reconnus par des modules adjacents [104]. Il contient 

deux sous-domaines dans lesquels s’abritent respectivement les monomères 

fixés sur les bras phosphopantéthéiques des domaines de thiolation de part et 

d’autre [109]. L’établissement de cette liaison au niveau du groupe carbonyle 

du premier monomère, effectuant sa liaison au bras, permet son détachement 

de celle-ci. Ce domaine est spécifique de son substrat [110].  

• Le domaine thioestérase, se situe à la fin de la NRPS et permet le détachement 

du peptide nonribosomique (NRP) du domaine de thiolation final par 

hydrolyse du lien thioester [111,112]. Pour certains NRPs, la libération est 

accompagnée d’une cyclisation [113]. 

L’activité de ces domaines ainsi que le mécanisme de synthèse des NRPs sont 

présentés dans la Figure 4. 
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Figure 4 : Présentation des principaux domaines NRPS impliqués dans le mécanisme de la 

synthèse non-ribosomique : les domaines d’adénylation (A) responsable de la reconnaissance 

du monomère et de son activation en amino-acyl adénylate, de thiolation (T) responsable de 

la fixation de l’amino-acyl adénylate au niveau du groupe sulfhydryle du bras 

phosphopantéthéinique, de condensation (C) responsable de la catalyse de la formation d’une 

liaison peptidique entre les monomères reconnus par des modules adjacents et finalement le 

domaine de thioestérase (Te) impliqué dans la libération du NRP du domaine de thiolation 

final par hydrolyse du lien thioester (d’après Vassaux, 2019 [114])  
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L’activité des domaines accessoires est souvent associée à la modification des 

monomères du NRP. Le domaine d’épimérisation permet de transformer les L-acides 

aminés activés en leur énantiomère D [115]. Les domaines de méthylation et de 

formylation ajoutent un groupement méthyl et un groupement formyl respectivement 

sur l’acyl thioester [116,117]. Le domaine de cyclisation, structurellement très proche 

du domaine de condensation, permet la cyclisation de certains monomères ou groupe 

de monomères [103]. Les domaines accessoires décrits ci-dessus sont ceux les plus 

fréquemment retrouvés au sein des NRPSs, néanmoins il en existe d’autres dont 

l’occurrence est bien moins fréquente [118]. 

Pour les PKSs, les domaines principaux et accessoires diffèrent en partie de ceux 

des NRPSs [119]. La structure des PKSs ne sera pas décrites en détails, car les PKs 

ne font pas partie des molécules d’intérêts étudiées dans le cadre de ce projet de thèse. 

Il est néanmoins important de souligner que la souche B. velezensis GA1 produit de 

la macrolactine, de la difficidine et de la bacillaene [120]. La macrolactine est un 

polykétide qui présente des activités antifongiques contre de nombreux pathogènes 

[121]. L’effet antibactérien de la difficidine a été démontré contre Xanthomonas 

oryzea [122]. Finalement, la bacillaene inhibe la synthèse des protéines uniquement 

chez les procaryotes, et par conséquent inhibe le développement de certaines bactéries 

pathogènes [123]. 

Parmi les NRPs, 3 types de molécules sont produites : les antibiotiques, les 

sidérophores et les lipopeptides. La chlorotetaine, un dérivé chloré de la bacilysine, 

représente la forme d’antibiotique produite par B. velezensis GA1. Son efficacité a été 

démontrée contre Xanthomonas oryzea [122,124]. La bacilysine est produite par B. 

velezensis FZB42 et présente des effets similaires à ceux de son dérivé chloré. Elle est 

aussi efficace contre des algues et cyanobactéries comme Microcystis aeruginosa 

[125]. Au niveau des sidérophores, la forme produite est la bacillibactine [120]. Ce 

NRP est capable de chélater le fer disponible dans le sol, et le rendre ainsi 

inexploitable par les autres organismes du sol [126]. Le mode d’action des 

sidérophores consiste alors à créer une compétition pour le fer entre les différentes 

bactéries et les champignons présents dans le sol [127].  

Les lipopeptides (LPs) constituent la famille de métabolites majoritairement étudiée 

au cours de ce projet. Ce sont des NRPs particuliers puisqu’ils présentent sur leur 

extrémité N-terminal une chaine lipidique [128]. Cette chaine est insérée au début du 

mécanisme d’assemblage par un domaine de condensation initiale qui se trouve dans 

le premier module de la NRPS correspondante [129]. Les opérons codants pour ces 

NRPSs contiennent plusieurs séquences codantes distinctes. Les interactions protéine 

– protéine qui assure la synthèse complète du NRP par les différentes unités du NRPS 

se fait grâce au domaine COM (pour l’anglais communication-mediating domain) qui 

se trouve au niveau l’extrémité N-terminale de l’unité en amont et de l’extrémité C-

terminale de l’unité en aval [130]. Les trois familles principales de lipopeptides 

cycliques chez Bacillus sont les surfactines, les fengycines et les iturines. Ces LPs 

présentent de grandes particularités structurales qui conduisent à des activités 

biologiques différentes.  
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4.3.3.1 Les surfactines 

Les NRPSs des surfactines sont encodées par l’opéron srfA formé de 4 gènes : 

srfAA, srfAB, srfAC et srfAD [131]. D’un point de vue structural, les membres de la 

famille de surfactine sont composés d’une chaine peptidique de 7 acides aminés L-

Glu – L-Leu – D-Leu – L-Val – L-Asp – D-Leu – L-Leu cyclisée par l’ajout d’une 

chaine d’acide gras -hydroxylée de taille variant entre 12 et 17 atomes de carbone 

(Figure 5) [132].  

 

Figure 5 : (A) Opéron srfA formé de 4 gènes : srfAA, srfAB, srfAC et srfAD codant pour 

les synthétases nonribosomoqies responsables de l’incorporation des 7 monomères 

composants la surfactine, (B) Structure cyclisée de la surfactine présentant une chaine 

d’acide gras linéaire de 16 atomes de carbone (la taille de la chaine d’acide gras pouvant 

varier de 12 à 17 atomes de carbone) (d’après Peypoux et al., 1999) 

La différence entre les différentes formes de surfactine vient principalement de la 

composition de la chaine peptidique et la longueur de la chaine lipidique qui peuvent 

impacter l’activité de la molécule. À titre d’exemple, les surfactines ayant des chaines 

lipidiques composées de 12 ou 13 carbones ne déclenchent pas de mécanismes de 

défense chez le tabac, contrairement aux surfactines avec 14 et 15 atomes de carbone 

[133].  

L’expression de l’opéron srfA est régulée par plusieurs facteurs dont le ComA qui 

interagit avec le promoteur de l’opéron et contrôle la synthèse de la surfactine. Une 

plus grande concentration de ce facteur de transcription stimule la synthèse de la 

surfactine. La concentration de ComA dans la cellule est dépendante de la molécule 

de quorum sensing ComX produite en fonction de la densité cellulaire. Ainsi, pour 

une plus grande densité cellulaire, une meilleure production de surfactine est observée 

[134]. 
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Ce NRP, doté d’importantes propriétés biosurfactantes, intervient dans le 

biocontrôle via différents mécanismes. Excepté leur implication dans l’écologie de la 

souche productrice (mobilité, formation de biofilm…), les surfactines sont connues 

pour leur efficacité dans la stimulation de la résistance systémique induite (RSI) des 

plantes, les rendant ainsi plus résistantes aux futures infections [44]. Les mécanismes 

de résistance de la plante sont à la base activés par les pathogènes, en particulier par 

les molécules qu’ils produisent ou qu’ils prélèvent à la plante [135]. Dans un premier 

temps, ces mécanismes sont activés localement au site de l’infection et pourront se 

propager ensuite dans d’autres sites non infectés de la plante [136]. Dans ce cas, il 

s’agit de résistance systémique acquise (RSA) qui vise la réduction de la propagation 

du pathogène [44]. Au cours de l’activation de la RSI chez le tabac par la surfactine, 

il a été démontré que la perception de ce lipopeptide est possible grâce à l’affinité 

entre sa chaine lipidique et les lipides de la membrane cytoplasmique des cellules 

végétales. La surfactine s’insère et déstabilise ainsi la membrane cellulaire [133]. 

Cette intrusion, ne causant pas pour autant la mort des cellules, provoque une 

alcalinisation du milieu extérieur et une production d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS) suite à un influx d’ions de calcium. Les ROS produits déclencheront la RSA 

d’un côté [137], stimuleront la production de composés antimicrobiens par la plante 

et la dégradation des cellules de l’autre côté [138,139]. Le traitement de la plante avec 

la surfactine active aussi les enzymes LOX (lipoxygénase) et PAL (phénylalanine 

ammonium lyase) [140]. L’activation de LOX constitue un mécanisme de défense de 

la plante en présence d’un stress biologique [141]. Cette voie entraine la production 

de molécules toxiques pour les champignons et la production de l’acide jasmonique 

et de l’éthylène [142]. L’enzyme PAL intervient dans le cadre d’une voie métabolique 

engendrant la production de métabolites antifongiques et l’acide salicylique [143]. Les 

acides jasmonique et salicylique activent le régulateur de transcription NPR1 [144]. 

Ce régulateur n’induit pas systématiquement l’expression des gènes impliqués dans 

la résistance de la plante si son activation n’est pas d’origine pathogénique [145]. 

L’activation du régulateur préalablement à l’infection de la plante permettra à celle-

ci d’apporter une réponse plus rapide lorsque l’infection se manifestera. Plusieurs 

études ont démontré l’implication de la surfactine dans l’activation de la RSI. Rahman 

et al. (2015) ont mis en évidence une activation de ces mécanismes de défense chez 

l’ivraie vivace suite à la perception de la surfactine, ce qui a engendré une meilleure 

protection contre le champignon pathogène Magnaporthe oryzae, agent de la 

pyriculariose [146]. De la même manière, la surfactine de B. velezensis S499 confère 

une protection du blé contre Zymoseptoria tritici [147]. Le mécanisme d’induction de 

la résistance chez les plantes est représenté dans la Figure 6. 
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Figure 6 : Mécanisme d’induction de la résistance chez les plantes par la surfactine : 

l’interaction de la surfactine avec la membrane cytoplasmique des cellules végetales induit 

les mécanismes de défense locale ainsi que la production de ROS. Ces inductions provoquent 

la production d’acides jasmonique et salicylique, activant le régulateur de transcription 

NPR1. La perception ultérieure du pathogène stimulera plus rapidement l’expression des 

gènes liés aux mécanismes de défense de la plante (d’après Ongena et Jacques, 2008). 

En outre, les surfactines ne possèdent pas d’activités antifongiques mais peuvent 

augmenter l’efficacité des iturines par interaction synergique. La surfactine favorise 

l’adsorption de l’iturine et grâce à ses propriétés surfactantes facilite sa dispersion 

[148]. Cependant, des activités antibactériennes sont discernées contre plusieurs 

pathogènes. L’implication de la surfactine produite par B. subtilis 9407 dans son 

activité contre Acidovorax citrulli, la bactérie responsable de la tache bactérienne des 

fruits chez les cucurbitacées a été démontrée par une étude comparative entre la 

souche de Bacillus sauvage et un mutant ne produisant pas de surfactine [149]. 

Également, la production de surfactine par B. subtilis 6051 a été associée à une 

augmentation de l’activité antibactérienne contre Pseudomonas syringae sur les 

racines d’Arabidopsis [150].  
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4.3.3.2 Les fengycines 

Les fengycines sont composées d’une chaine peptidique cyclique comprenant 10 

acides aminés : L-Glu – D-Orn – L-Tyr – D-Thr – L-Glu – D-Ala/Val – L-Pro – L-

Gln – D-Tyr – L-Ile attachée à une chaine lipidique -hydroxy de taille variant entre 

14 et 18 atomes de carbone [151]. L’opéron de cette synthétase est constitué de 5 

séquences codantes fenA à fenE (Figure 7) [152]. Différentes isoformes existent et 

varient selon la composition en acides aminés et le nombre d’atomes de carbone 

composant la partie lipidique.  

 

Figure 7 : (A) Opéron fen formé de 5 gènes : fenA, fenB, fenC, fenD, fenE codant pour les 

synthétases nonribosomiques responsables de l’incorporation des 10 monomères composants 

la fengycine, (B) Structure cyclisée de la fengycine présentant une chaine d’acide gras 

linéaire de 14 atomes de carbone (la taille de la chaine d’acide gras pouvant varier de 14 à 18 

atomes de carbone) (d’après Ongena et al. 2005) 

Les fengycines interagissent avec les plantes et induisent la RSI comme les 

surfactines [153]. La fengycine produite par B. velezensis FZB42 a permis l’inhibition 

de la croissance de Sclerotinia sclerotiorum grâce à l’induction de la production de 

ROS chez la tomate [154]. Ce LP représente l’éliciteur le plus efficace parmi les 3 

LPs produits par Bacillus sp. Il stimule l’accumulation de la tyrosine, l’acide 

chlorogénique, l’acide férulique et cinnamique chez la pomme de terre [151]. Ces 

composés phénoliques intervenant sur différents niveaux du métabolisme des 

phénylpropanoïdes induisent la synthèse de la lignine et par la suite rendent les 

cellules plus résistantes en rigidifiant leur paroi [155].  
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Les fengycines sont connues notamment pour leur activité antifongique. Cette 

activité peut être reliée à leur structure amphiphile qui leur permet d’interagir avec les 

stérols et les phospholipides de la membrane des champignons. Cette action 

déstructure la membrane cellulaire, y crée des pores et rend les cellules plus 

perméables et fragiles face à d’autres molécules antifongiques produites [156]. De 

plus, la fengycine peut causer l’apoptose et la nécrose des cellules du pathogène selon 

un processus concentration-dépendant. L’action de Bacillus contre différents 

pathogènes fongiques a été attribuée à ce LP. Par exemple, Yánez-Mendizábal et al. 

(2012) ont montré en utilisant des mutants que les fengycines produites par B. subtilis 

CPA-8 sont des agents efficaces dans la lutte contre Monilinia [157]. De même, 

Botryosphaeria dothidea, responsable de la pourriture annulaire de la pomme, a été 

efficacement inhibé par une souche de B. subtilis produisant de la fengycine [158]. 

4.3.3.3 Les iturines 

La chaine peptidique cyclique des iturines renferme 7 acides aminés reliés à une -

amino chaine lipidique de 14 à 17 atomes de carbones [151]. L’opéron de l’iturine est 

composé par 4 séquences codantes : ituA, ituB, ituC et ituD [159]. Les acides aminés 

qui rentrent dans la composition de ce lipopeptide sont L-Asn – D-Tyr – D-Asn – L-

Gln – L-Pro – D-Asn – L -Ser (Figure 8). 

 

Figure 8 : (A) Opéron itu formé de 4 gènes : ituA, ituB, ituC, ituD codant pour les 

synthétases nonribosomiques responsables de l’incorporation des 7 monomères composants 

l’iturine, (B) Structure cyclisée de l’iturine présentant une chaine d’acide gras linéaire de 16 

atomes de carbone (la taille de la chaine d’acide gras pouvant varier de 14 à 17 atomes de 

carbone) (d’après Tsuge et al., 2005) 

Comme pour les autres LPs, la substitution de certains monomères ainsi que la taille 

de la chaine lipidique engendre l’existence de plusieurs isoformes. La synthèse de 

l’iturine est aussi dépendante du facteur ComA et par conséquent de la densité 

cellulaire [160]. 
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L’activité biocide des iturines se résume à l’induction de la RSI chez les plantes et 

à l’inhibition de la croissance des pathogènes. Le déclenchement de la défense de la 

plante se fait par des mécanismes similaires à la surfactine et la fengycine : les voies 

métaboliques de l’acide jasmonique et l’acide salicylique sont activées [161]. 

Cependant, la manière dont l’iturine est perçue par la plante n’est pas encore bien 

élucidée. Il est toutefois déjà établi que cette perception est spécifique à certaines 

plantes et requiert l’interaction avec la membrane cytoplasmique [162]. D’après 

Ongena et Jacques (2018), l’iturine n’est pas l’activateur principal des réponses de 

défense chez les plants de tabac, de tomate, de concombre et les pomme de terre [44], 

au contraire du poivron, de la fraise et d’Arabidopsis [161–163]. L’hypothèse émise 

est que la perception est dépendante de la composition lipidique de la membrane 

cellulaire végétale ainsi que de la chaine lipidique de l’iturine [161]. 

Parallèlement, l’iturine est considérée dans le biocontrôle de part son activité 

antifongique. Elle interagit avec les composants lipidiques de la membrane du 

champignon (stérols et phospholipides). Elle est capable d’y former des pores et 

d’augmenter leur perméabilité [164]. Par exemple, la croissance de l’agent du mildiou 

des feuilles de maïs, Bipolaris maydis, est inhibée in vitro et in vivo par l’iturine. Les 

résultats obtenus montrent notamment un effet plus important que celui observé avec 

le pesticide chlorothalonil [165]. L’efficacité de l’iturine a également été prouvée 

contre Rhizoctonia solani [63] et Verticillium dahliae [166]. En plus des champignons 

filamenteux, l’iturine présente une activité contre certaines levures telles que 

Saccharomyces cerevisiae [167]. La mycosubtiline, un membre de la famille des 

iturines, est également connue pour son activité antifongique remarquable [168]. 

Les fengycines et les iturines sont les molécules clés impliquées dans l’effet 

antagoniste vis à vis des phytopathogènes [169]. Leur efficacité varie selon le 

pathogène. Kang et al. (2018) ont démontré que l’iturine est plus efficace que la 

fengycine dans l’inhibition de Colletotrichum sur le poivron tandis que la fengycine 

est plus efficace dans l’inhibition de Fusarium sur la tomate [170]. 

L’interaction de Bacillus avec le pathogène conduit à une augmentation de la 

production des lipopeptides. La production de fengycine a été augmentée d’un facteur 

de 10 en présence du pathogène Rhizomucor variabilis [171]. L’interaction de 

Bacillus avec P. syringae a aussi induit la production de surfactine par Bacillus [150]. 

4.3.4. Les enzymes 

B. velezensis est capable de produire des enzymes de la famille des β-glucanase, 

chitinase, cellulase, et amylase. Ces enzymes possèdent des activités antifongiques 

[172] qui seront décrites dans la section 5.2. 

4.3.5. Promotion de la croissance des plantes 

Les rhizobactéries du genre Bacillus sont impliquées dans la stimulation de la 

croissance de la plante en facilitant l’acquisition des nutriments par cette dernière, en 

améliorant la qualité du sol et en produisant des COVs et des phytohormones 

[173,174]. Le biocontrôle des pathogènes est aussi considéré comme un mécanisme 

de promotion de la croissance. 
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Le phosphore et l’azote sont parmi les éléments essentiels pour la croissance de la 

plante. En général, la disponibilité de ces molécules est limitée dans le sol et leur 

absorption par les racines des plantes n’est pas systémique [175,176]. Le phosphate 

intervient dans plusieurs voies métaboliques chez la plante telles que la synthèse des 

acides nucléiques, des phospholipides et des adénosine triphosphates [177]. Présent 

sous forme minérale inassimilable par les plantes, la production de phosphatases et 

d’acides organiques par Bacillus contribue à sa conversion en forme assimilable par 

la plante [178,179]. Quant à l’azote nécessaire à la synthèse des acides nucléiques, 

des acides aminés et des composants de la plante, Bacillus le rend disponible sous 

forme d’ammonium à partir des composés organiques azotés [180] ou tout simplement 

en le fixant à partir de l’atmosphère sous forme de N2 [181]. Le fer constitue aussi un 

minéral dont l’acquisition par les végétaux est améliorée par Bacillus grâce à la 

production des sidérophores. Le fer est important pour la synthèse d’acides nucléiques 

ainsi que pour la respiration et la photosynthèse des plantes [182]. 

La présence de ce genre de bactérie dans le sol renforce la résistance de la plante à 

la sécheresse puisque la bactérie favorise le transport de l’eau vers la plante [183]. En 

outre, Bacillus limite les dégâts causés par les ROS, produits en réponse au stress 

hydrique, via la production d’antioxydants [184]. 

La contamination du sol par certains métaux toxiques (le cuivre et le zinc par 

exemple), provenant notamment des industries, est très fréquente [185,186]. Cette 

contamination affecte le développement des plantes. Les bactéries du genre Bacillus 

possèdent le bagage nécessaire pour solubiliser les métaux contaminants et réduire 

leur toxicité en les oxydant par exemple de leur forme sulfide en sulfate dans le cas 

des métaux sulfurés [187,188]. 

Les souches de Bacillus produisent des COVs, des phytohormones impliqués dans 

la croissance de la plante tels que les gibbérellines et l’acide indole-3-acétique ou des 

précurseurs de ces dernières [189,190]. En conséquent, l’élongation et le 

grossissement des racines sont stimulés, l’acquisition des nutriments améliorée et la 

croissance des plantes promue [191]. La production de la 1-aminocyclopropane-1-

carboxylate (ACC) désaminase permet aussi de stimuler le développement des plantes 

en inhibant la production de l’éthylène [192,193]. Cette hormone est produite en 

condition de stress et inhibe en parallèle la croissance des feuilles [194].  

4.4. Produits de biocontrôle commercialisés à base de Bacillus  
Des centaines de produits phytosanitaires à base des souches de Bacillus sont 

actuellement disponibles sur le marché mondial. En France et en Belgique, 46 produits 

sont autorisés et utilisés comme bactéricides, fongicides, insecticides et promoteurs 

de croissance. En particulier, les produits biofongicides, leurs compositions et les 

pathogènes cibles (indiqués dans leur fiche d’homologation) sont repris dans le 

Tableau 2. Cette liste est établie en se basant sur celles publiées par (i) la direction 

générale de l'alimentation, service des actions sanitaires en production primaire en 

France, et (ii) par le site web officiel du service public fédéral de la santé publique, 

sécurité de la chaîne alimentaire et environnement en Belgique (Phytoweb.be).  
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Tableau 2 : Les produits de biocontrôle à base de Bacillus sur les marchés français et 

belge : la souche de Bacillus qu'ils renferment ainsi que le pathogène contre lequel chaque 

produit est homologué (d’après la direction générale de l'alimentation, service des actions 

sanitaires en production primaire en France et le site web officiel du service public fédéral de 

la santé publique, sécurité de la chaîne alimentaire et environnement en Belgique) 

Nom du produit Souche de biocontrôle Cible 

TAEGRO 
B. amyloliquefaciens 

FZB24 
Botrytis, Oïdium 

INTEGRAL 

PRO 

B. amyloliquefaciens 

MBI600 
Phoma 

SERIFEL 
B. amyloliquefaciens 

MBI600 
Trichodorus, B. cinerea, Sclerotinia 

AMYLO-X WG 
B. amyloliquefaciens 

ssp. plantarum D747 

Bactériose, Monilinia, Botrytis, 

Stemphylium, Sclerotinia, Trichoderma 

agressivum, Odium 

AMYLO-X 

JARDIN 

B. amyloliquefaciens 

ssp. plantarum D747 
Botrytis, Oïdium 

VALCURE 
B. amyloliquefaciens 

ssp. plantarum D747 

Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotinia, 

Fusarium 

BALLAD B. pumilus QST 2808 Sclerotinia 

SONATA B. pumilus QST 2808 Oïdium 

SERENADE 

ASO 
B. subtilis QST 713 Botrytis, Oïdium, Sclerotinia 

RHAPSODY B. subtilis QST 713 

Rhizoctonia, Sclerotinia, Botrytis, 

Cercospora, Fusarium, Pythium, Oïdium, 

Manilinia, Stemphilium, Fusicladium, 

Colletotrichum, Pseudomonas, 

Xanthomonas 

SERENADE 

BIOFUNGICIDE 
B. subtilis QST 713 T. agressivum f.europae, Botrytis 

SERENADE 

MAX 
B. subtilis QST 713 

Colletotrichum, Cercospora, Oïdium, 

Botrytis, bactérioses 

TEXIO 
B. subtilis QST 713 Botrytis 

TEXIO WP 
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5. Implication de Trichoderma dans le biocontrôle 

5.1. Le genre Trichoderma 

Trichoderma est un ascomycète qui appartient à la famille des Hypocreaceae [195]. 

Il est omniprésent dans le sol et sur les racines et le bois décomposé de la plante () 

[196]. C’est un champignon filamenteux qui se reproduit principalement par voie 

asexuée à travers la formation de conidiophores qui produisent des conidies. Sa 

croissance est relativement rapide et se caractérise par la formation de colonies 

blanchâtres qui virent par la suite au vert. Cette couleur est due aux conidies qui se 

forment avec la maturation de la colonie [195]. Trichoderma mène généralement un 

mode de vie endophyte et se développe sur et dans les racines des plantes, notamment 

dans l’épiderme et le cortex des racines [197]. Au début des années 1930, l’efficacité 

de Trichoderma comme agent de biocontrôle a été mise en évidence avec la 

découverte de l’activité antagoniste de T. lignorum contre deux pathogènes du genre 

Sclerotium et Rhizoctonia [198].  

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés à l’espèce T. harzianum. Cette 

espèce est considérée comme modèle pour l’étude de l’activité en biocontrôle [199]. 

Elle est d’ailleurs connue pour sa capacité à produire un large évantail d’enzymes, 

utilisées en biocontrôle, mais également pour la dégradation de substrats cellulosiques 

complexes comme la lignine, ainsi que pour la production de bioéthanol [200,201]. 

Cette espèce est donc bien exploitée pour son potentiel dans l’agro-industrie. 

5.2. Modes d’action dans le biocontrôle  

Un grand nombre d’études a reporté l’activité antifongique des souches de 

Trichoderma contre les pathogènes du sol dont F. oxysporum, Sclerotinium et les 

pathogènes responsables de certaines maladies de la vigne [202–204]. Comme dans 

le cas de Bacillus, Trichoderma possède plusieurs modes d’action différents pour la 

lutte contre les phytopathogènes fongiques. La première activité antifongique de 

Trichoderma, décrite par Weindling (1934), a été expliquée par sa capacité à parasiter 

les champignons pathogènes, avec ou sans production de molécules à effet fongicide 

[198]. Ensuite, plusieurs études ont montré des modes d’action supplémentaires tels 

que la production de métabolites antifongiques, la compétition avec les pathogènes 

pour l’espace et les nutriments, la stimulation des défenses des plantes ainsi que la 

promotion de leur croissance. Ces modes d’action variés sont avantageux dans 

l’optique de diminuer les risques d’apparition d’une résistance chez les pathogènes, 

ainsi que le risque de multiplication du nombre d’organismes ciblés. Ces modes 

d’action sont présentés dans la Figure 3. 

5.2.1. Mycoparasitisme 

Ce terme réfère à l’interaction directe entre Trichoderma et le pathogène et se 

caractérise par la production d’enzymes lytiques par le BCA [205]. Les étapes de ce 

mécanisme sont schématisées dans la Figure 9. 
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Figure 9 : Les différentes étapes de mycoparasitisme de Trichoderma comprenant la 

perception du pathogène et son approchement par chimiotropisme, suivi par la 

reconnaissance de ce dernier et l’attachement par enroulement autour de ses hyphes, la 

production d’enzymes lytiques pour dégrader les parois du pathogène et la formation 

d’appressoria pour y pénétrer  

Au cours de ce processus, Trichoderma perçoit son rival et l’approche par 

chimiotropisme en suivant un gradient de sucres ou d’acide aminés produits par ce 

dernier. Ensuite, une reconnaissance non spécifique s’effectue par une liaison lectine-

carbohydrate entre les deux champignons [206]. Les hyphes de Trichoderma 

enroulent ceux du pathogène et produisent des enzymes lytiques qui dégradent leur 

membrane cellulaire. Des appressoria sont alors formés et permettent à Trichoderma 

de pénétrer les hyphes du pathogène. Le développement ultérieur du BCA à l’intérieur 

du pathogène, tout en épuisant son contenu intracellulaire, entraine sa mort [207].  

Les enzymes lytiques produites sont principalement les chitinases, les glucanases et 

les protéases, qui ciblent les polysaccharides et les protéines associées à la chitine de 

la paroi cellulaire des champignons [208]. L’activité de mycoparasitisme a été 

identifiée chez T. harzianum contre F. proliferatum et F. verticillioides où le taux 

d’inhibition atteint respectivement 68,38 % et 60,64 % [209]. Des glucanases stables 

ont été détectées chez une souche de T. harzianum dans l’étude de Mustafa et al. 

(2020) et permet de démontrer le potentiel de cette souche dans le cadre du biocontrôle 

[210]. Ces enzymes hydrolysent la chaine de polysaccharides de la paroi et la fragilise 

[208]. Chez T. harzainum, il existe 2 β-(1,4)-N-acétylglucosaminidases, 4 

endochitinases et une exochitinase qui dégradent la chitine présente dans la paroi des 

pathogènes fongiques [211]. Quant aux protéases, leur implication dans le mécanisme 

de mycoparasitisme a été démontrée par la fragilisation des parois de F. oxysporum 

prétraitées avec ces enzymes face aux chitinases et glucanases de T. harzianum [212]. 

La production de ces 2 dernières enzymes est stimulée par les composants de la paroi 

cellulaire fongique, comme celà a été démontré pour celles de T. harzianum contre 

Rhizoctonia solani and Pythium aphanidermatum [212]. 
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5.2.2. Antibiose 

Ce mécanisme est caractérisé par la production par Trichoderma de métabolites 

secondaires à effet antibiotique [213,214]. Ces métabolites peuvent être classifiés en 

3 groupes : les composés volatiles, les composés solubles dans l’eau et les peptaibols 

[215]. Dans la revue de Vinale et al. (2014), la présence de 6 familles de métabolites 

à effet antifongique a été reportée chez T. harzianum [215].  

La pyrone 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6PP) possède une activité contre divers 

pathogènes y compris R. solani et F. oxysporum sp. lycopersici. Elle a été identifiée 

comme la molécule ayant la plus grande efficacité dans la lutte contre Alternaria 

alternata, Sclerotium rolfsii [216]. Elle agit à plusieurs stades de croissance du 

pathogène : la germination des conidies et le développement du mycélium [217]. Ce 

métabolite est aussi responsable de la suppression de la production ou de la 

dégradation de l’acide fusarique produit par Fusarium moniliforme [218]. T. 

harzianum produit également des composés azotés hétérocycliques tels que 

l’harzianopyridone et l’acide harzianique [219,220]. L’harzianopyridone est active à 

faible dose contre Leptosphaeria maculans, Phytophthora cinnamomi et B. cinerea 

[221]. Quant à l’acide harzianique, dérivé de l’acide tetramique, il inhibe Pythium 

irregulare, Sclerotinia sclerotiorum, et R. solani [222]. Par ailleurs, un autre 

métabolite, la T22azaphilone, a été mise en évidence en 2006 dans l’extrait du 

surnageant de T. harzianum T22, une souche commerciale utilisée dans les produits 

de biocontrôle. Ce métabolite inhibe in vitro la croissance de R. solani, P. ultimum et 

Gaeumannomyces graminis var. tritici [223]. Cette espèce de champignon antagoniste 

produit aussi de l’harzianolide ainsi que ses dérivés la T39butenolide et la deydro-

harzianolide [223,224]. L’activité antifongique de ces métabolites a été démontrée 

contre G. graminis, et des souches de Rhizoctonia et Pythium [223,224]. Une des 

dernières familles de métabolites secondaires produite par T. harzianum est celle des 

peptaibols. Ce sont des NRPs linéaires ayant une activité antimicrobienne [225,226]. 

Les peptaibols peuvent agir sur la synthèse de glucane chez les champignons 

pathogènes. Conséquemment, le pathogène est dans l’impossibilité de régénérer sa 

paroi cellulaire suite à l’activité des glucanases du BCA [227]. T. harzianum produit 

principalement plusieurs types de peptaibols, comme la trichozine et la trichorzianine, 

qui présentent plusieurs isoformes [228,229]. 

En plus de l’inhibition de la croissance des pathogènes, T. harzianum est capable de 

neutraliser certaines toxines produites par ces derniers en sécrétant des enzymes. Les 

hydrolases, par exemple, dégradent l’aflatoxine et l’ochratoxine produites par 

Aspergillus [230]. Certaines protéases sont aussi impliquées dans la perturbation du 

mécanisme de pathogénicité de B. cinerea en dégradant les enzymes hydrolytiques 

requises à l’infection de la plante [231]. 

5.2.3. Compétition pour les nutriments 

Trichoderma se développe en colonisant les racines des plantes. Sa vitesse de 

croissance et sa capacité à se répandre dans le sol en font un bon compétiteur pour 

l’espace et les nutriments par rapport aux champignons pathogènes. T. harzianum 
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produit des acides organiques qui acidifient le sol et solubilisent les phosphates, le 

manganèse et le magnésium, microéléments nécessaires à la croissance des 

microorganismes [214]. Il produit également des sidérophores qui, comme dans le cas 

de B. velezensis, chélatent le fer du sol et y limitent l’accès pour les autres 

microorganismes [232]. L’acide harzianique, connu pour son activité antifongique, 

est également un sidérophore solubilisant le fer du sol [233]. 

5.2.4. Induction des défenses de la plante 

L’induction de la RSA et RSI dans la plante a été observée à la suite de l’interaction 

entre celle-ci et T. harzianum. Cette induction permet à la plante d’apporter une 

réaction plus rapide lorsqu’elle sera attaquée par un pathogène, en amorçant les 

premières réponses qui suivent l’infection. Par exemple, T. harzianum induit 

l’accumulation de ROS dans les cellules des racines de la vigne, ce qui bloque l’entrée 

des pathogènes comme Plasmopara viticola [234]. En plus, une accumulation plus 

importante de composés phénoliques et d’enzymes antioxydantes dans les cellules 

racinaires des plantes traitées par Trichoderma a déjà été décrite, conduisant ainsi à 

une forte activité antioxydante [235]. Ces composés contrôlent le métabolisme des 

ROS de manière à diminuer les dégâts chez la plante ultérieurement à l’infection par 

le pathogène. Ce mécanisme est observé notamment chez les tomates et les tournesols 

traitées par T. harzianum T22 et NBRI-1055 respectivement [236].  

D’un autre côté, et dans un mécanisme similaire à celui de Bacillus, le traitement 

des racines de pommes de terre infectées par R. solani avec ce champignon a induit la 

surexpression des gènes de LOX et PAL entrainant la production de molécules 

antifongiques [237]. Trichoderma modifie aussi l’expression des gènes impliqués 

dans la défense de la vigne, surtout ceux impliqués dans la voie de l’acide jasmonique 

et de l’éthylène, augmentant ainsi l’efficacité de la résistance contre P. viticola, 

responsable du mildiou [238]. Il a été démontré que l’harzianolide joue un rôle dans 

l’induction des gènes des voies de signalisation de l’acide jasmonique et salicylique 

[239]. 

Par ailleurs, T. harzianum induit l’expression des gènes de la chitinase impliquée 

dans les mécanismes de défense du palmier [240] et la production de glucanases, 

peroxydases et cellulases chez le concombre [241]. Cette production est liée au mode 

de vie de Trichoderma, dans l’épiderme et le cortex des racines [197]. 

5.2.5. Promotion de la croissance de la plante 

En parallèle de son activité directe dans le biocontrôle en inhibant les pathogènes et 

améliorant les défenses de la plante, les champignons du genre Trichoderma 

améliorent la croissance des plantes et le développement des racines. Ce champignon 

peut modifier les profils hormonaux de la plante, en stimulant la production d’auxine 

et inhibant celle de l’acide abscissique et de l’éthylène par la production d’ACC 

désaminase [242,243]. Cette activité est principalement due à la production de COVs 

[244]. Quand des plants de maïs sont traités avec T. harzianum T22, la taille des 

racines est doublée par rapport aux plantes non traitées [245]. Cette croissance est en 
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partie due à l’induction des protéines impliquées dans le métabolisme des glucides. 

En plus de ces protéines, chez le maïs, la production de protéines impliquées dans la 

photosynthèse est aussi induite, engendrant l’accumulation d’amidon dans la plante. 

En outre, des surproductions de la fructokinase 2 qui contribue à la croissance des 

racines et de la tige, de la malate déshydrogénase impliquée dans la fixation du CO2 

pour la photosynthèse, et de l’UDP-glucose déshydrogénase essentielle pour la 

synthèse des parois cellulaires sont mentionnées [246]. 

Certaines des molécules antagonistes produites par T. harzianum agissent aussi pour 

promouvoir la croissance des plantes. L’application de 6PP sur le maïs a permis 

d’augmenter la masse sèche obtenue au niveau des racines et de la tige [247]. De 

même, l’application de 0,1 ppm d’harzianolide produit par T. harzianum SQR-T037 

a permis de multiplier le taux de croissance des germes de tomates par 2,5 [239].  

La promotion de la croissance est également due à une augmentation de la 

disponibilité des nutriments pour la plante. Les mécanismes sont les mêmes que ceux 

intervenant dans la création d’une compétition dans le sol : la production de 

sidérophores et d’acides organiques. Par exemple, le traitement du concombre avec T. 

harzianum T-203 a augmenté la germination des graines (+30 %), la masse sèche de 

la plante (+80 %), la longueur des racines (+45 %) et la surface des feuilles (+80 %). 

Cette croissance significativement plus élevée est corrélée à une plus grande 

concentration de nutriments mesurée dans la plante : 90 % de phosphore et 30 % de 

fer en plus [248]. 
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5.3. Produits de biocontrôle commercialisés à base de 

Trichoderma 
Les produits de biocontrôle utilisant des souches de Trichoderma comme agent actif 

sont employés pour leur effet fongicide contre divers pathogènes. D’après les listes 

publiées par (i) la direction générale de l'alimentation, service des actions sanitaires 

en production primaire en France et (ii) le site web officiel du service public fédéral 

de la santé publique, sécurité de la chaîne alimentaire et environnement en Belgique, 

14 produits sont autorisés à l’application en France et en Belgique. La composition de 

ces produits ainsi que les pathogènes sur lesquels ils sont actifs sont présentés dans le 

Tableau 3. 
 

Tableau 3 : Les produits de biocontrôle à base de Trichoderma sur les marchés 

français et belge, la souche de Trichoderma qu'ils renferment ainsi que le pathogène 

contre lequel chaque produit est homologué (d’après la direction générale de 

l'alimentation, service des actions sanitaires en production primaire en France et le 

site web officiel du service public fédéral de la santé publique, sécurité de la chaîne 

alimentaire et environnement en Belgique) 

Nom du produit Souche de biocontrôle Pathogène cible 

TRIANUM-P T. harzianum Rifai T-

22 

Champignons à la germination, 

Fusarium, Rhizoctonia TRIANUM-GR 

TRIAGRO-GR 

T. harzianum Rifai T-

22 and ITEM-908 

Pythium, Fusarium, Rhizoctonia, 

Sclerotinia 
TRIANUM-G 

TRIAGRO-WG 

ESQUIVE-WP T. atroviride I-1237 

Botryosphaeria, Eutypa lata, 

Fomitiporia, Phaeoacremonium, 

Phaeomoniella 

TUSAL 
T. atroviride T11 et T. 

asperellum T25 

Pythium, Fusarium, Rhizoctonia, 

Sclerotinia, Phytophtora, Phomopsis 

XEDAVIR 
T. asperellum ICC012 

T25 et TV1 
Rhizoctonia, Phytophtora 

TRI-SOIL T. atroviride I-1237 Pythium, Fusarium, Rhizoctonia, 

VINTEC T. atroviride TASC1 

Botryosphaeria, Eutypa lata, 

Fomitiporia, Phaeoacremonium, 

Phaeomoniella, Botrytis, Sclerotinia 

ASPERELLO 

T34 
T. asperellum T34 Fusarium, Pythium 

ESCALATOR 

T. asperellum ICC012 

T. gamsii ICC080 

Botryosphaeria, Eutypa lata, 

Fomitiporia, Phaeoacremonium, 

Phaeomoniella 

CASSAT WP 

BLINDAR 
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6. Combinaison de BCAs en biocontrôle  
Malgré la tendance actuelle du marché du biocontrôle qui est en pleine expansion, 

la mise sur le marché d’un nouveau produit renfermant des microorganismes n’est pas 

si évidente. Celle-ci doit tenir compte de la performance des souches sur le terrain, 

qui dépend de plusieurs facteurs biotiques (l’interaction avec les organismes non-

cibles et avec la plante, la colonisation de la rhizosphère…) et abiotiques (l’état du 

sol, le climat…). Les différentes étapes menant à la mise sur le marché d’un nouveau 

produit (la production, la formulation, les tests de stabilité et de longévité, les essais 

aux champs, l’homologation, et la commercialisation) constituent aussi des défis à 

surmonter. Une alternative à l’homologation de nouveaux produits consiste à 

combiner plusieurs BCAs existants sur le marché et dont l’efficacité a été déjà 

démontrée [249]. 

6.1. Les avantages 
L’utilisation de combinaisons de BCAs est une option intéressante en vue 

d’augmenter l’efficacité de la lutte contre différents pathogènes. Les avantages 

peuvent se résumer en quelques points essentiels :  

• Emploi de plusieurs modes d’action : l’application de BCAs ayant des modes 

d’action différents permettra un meilleur antagonisme vis-à-vis du pathogène 

en diversifiant les moyens par lesquels sa croissance est inhibée. Par exemple, 

la lutte contre Alternaria alternata et Exserohilum rostratum est plus efficace 

en appliquant, en combinaison, T. harzianum et B. subtilis. Ce résultat peut 

s’expliquer par le fait que ces deux souches agissent via différents 

mécanismes : compétition pour les nutriments, mycoparasitisme et 

dégradation des parois cellulaires du pathogène pour Trichoderma et 

production de certains composés antifongiques pour Bacillus [250]. 

L’utilisation d’un consortium dont les espèces qu’il renferme produisent 

différentes molécules antimicrobiennes est recommandée pour améliorer 

l’efficacité du biocontrôle [251]. 

• Elargissement du spectre de pathogènes cibles : chaque BCA est actif contre 

un nombre déterminé de pathogènes. La combinaison de plusieurs souches 

ayant chacune une activité contre des pathogènes différents permettra ainsi 

d’agir, simultanément, sur les diverses cibles des BCAs. Par exemple, le 

champignon Paecilomyces lilacinus est actif contre le nématode Meloidogyne 

incognita alors que T. harzianum est actif contre F. solani. L’application de 

Paecilomyces et Trichoderma sur des plants de papaye infectés par les 

pathogènes précédents a permis d’obtenir une plus grande efficacité que 

lorsque les BCAs sont appliqués seul [252]. 

• Attaque à différents stades de croissance du pathogène : l’action des BCAs 

sur les pathogènes se produit généralement à un stade particulier de son 

développement. Par exemple, deux souches de Pseudomonas inhibent 
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respectivement la croissance du mycélium de Phytophtora infestans et la 

libération de spores. Ainsi, l’action des deux souches combinées sur ce 

pathogène est plus efficace sur la durée que lorsque les souches sont 

appliquées seule [253]. 

• Activité dans des conditions abiotiques différentes : l’activité des 

microorganismes, et ainsi leur efficacité en biocontrôle, dépend des facteurs 

abiotiques tels que la température et l’humidité qui varient selon la saison, le 

type de végétation, etc. [254]. Dans l’étude de Guetsky et al. (2001), une 

combinaison entre la la levure Pichia guilermondii et la bactérie B. mycoides 

a été testée contre Botrytis cinerea, pathogène de la fraise. Comme la levure 

est plus efficace dans la suppression de la germination de spores de B. cinerea 

à des températures inférieures à 25 °C, à l’inverse de la bactérie plus efficace 

à des températures plus élevées, le mélange des deux BCAs permet 

l’inhibition de la germination de Botrytis dans une large gamme de 

températures et avec une efficacité supérieure à celle observée pour les 

souches individuelles [255].  

Des études concernant l’application de produits de biocontrôle en combinaison avec 

des pesticides ont aussi été réalisées. Ces combinaisons constituent d’une part une 

transition progressive vers l’utilisation uniquement de biopesticides, tout en proposant 

une solution assez intéressante pour le contrôle des phytopathologies. En plus de leur 

efficacité plus importante dans la lutte contre les pathogènes, les mélanges d’agents 

chimiques et biologiques permettent de réduire en partie l’application des pesticides 

et ses impacts, notamment l’apparition de pathogènes résistants aux pesticides. La 

même efficacité contre Colletotrichum capsici et Leveillula taurica a été obtenue en 

appliquant la dose standard d’azoxystrobine ou une dose 2 fois inférieure combinée 

avec le BCA P. fluorescens Pf1 [256]. L’intégration de plusieurs types de traitement 

permet aussi d’augmenter l’efficacité de chacun d’entre eux. La combinaison de 

BCAs, de traitement physique et chimique a permis d’améliorer le contrôle post-

récolte de Pencillium spp., Monilinia spp., B. cinerea [257]. 

6.2. Les défis 

L’efficacité de la combinaison de plusieurs microorganismes dépend de leur 

interaction dans le sol. Les souches doivent être compatibles pour que leur 

antagonisme soit significativement augmenté [258]. Il est fréquent que la combinaison 

ne soit pas plus performante que l’activité individuelle des souches [259,260]. 

Premièrement, il est possible que les BCAs présentent un antagonisme l’un contre 

l’autre. En effet, les modes d’action d’un microorganisme contre le pathogène cible 

peuvent aussi être actifs contre l’autre microorganisme bénéfique. Ainsi, la croissance 

du second BCA sera inhibée et son activité dissipée. Dans ce cas, l’activité en 

biocontrôle de la combinaison ne sera pas avantageuse par rapport à celle des souches 

individuelles. Dans une étude, 5 produits de biocontrôle ont été testés pour le contrôle 
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de B. cinerea, y compris Trianum (Koppert) et Serenade (Bayer Crop Science), 

connus comme étant parmi les produits les plus efficaces. L’application simultanée de 

ces produits n’a pas amené à une meilleure inhibition du pathogène par rapport aux 

produits appliqués individuellement. Ce résultat peut être expliqué par la présence 

d’un antagonisme entre ces BCAs quand ils sont ajoutés en combinaison, notamment 

à cause de la production de molécules antimicrobiennes par Bacillus [261]. 

Deuxièmement, le mode d’application des microorganismes va jouer un rôle 

déterminant dans le succès de la combinaison. Abeysinghe (2009) a montré que 

l’application de T. harzianum dans le sol et de B. subtilis sur les graines de l’aubergine 

et du piment permettait de renforcer l’activité antifongique de ces souches contre R. 

solani. Dans le cas inverse, c’est-à-dire quand les graines sont traitées par 

Trichoderma et la bactérie appliquée dans le sol, aucune protection significative 

contre Rhizoctonia n’a été mise en évidence [262]. En plus de la localisation, le 

moment de l’application peut également affecter l’efficacité des souches. Par 

exemple, pour la lutte contre le pathogène R. solani, les auteurs ont montré que la 

colonisation des racines de Poinsettia, par les souches bénéfiques, Burkholderia 

cepacia et 2 souches de Rhizoctonia binucléées, n’est possible que lorsque ces 

bactéries sont appliquées dans le sol au moment de la plantation. Cette colonisation a 

été accompagnée d’une induction de la résistance de la plante. Une activité bénéfique 

a été mise en évidence pour B. cepacia, lorsqu’elle est appliquée sur les boutures des 

racines, grâce notamment à la production d’antibiotiques comme la pyrrolnitrine. 

Ensuite, différents traitements ont été testés par les auteurs : application simultanée 

des deux BCAs, application séquentielle et applications multiples. Le meilleur 

contrôle du pathogène a été obtenu en ajoutant séquentiellement les 2 BCAs : 

traitement des boutures des racines par Burkholderia suivi par l’ajout de Rhizoctonia 

binucléée au moment du repiquage des boutures. Ce mode d’application a engendré 

une meilleure colonisation des racines par les BCAs, surtout pour les souches de 

Rhizoctonia binucléées, ce qui peut expliquer l’efficacité plus élevée vis-à-vis du 

pathogène [263]. 

6.3. Exemples de combinaison de Bacillus et Trichoderma en 

biocontrôle  

Concernant Bacillus et Trichoderma, plusieurs études ont confirmé l’efficacité du 

mélange de ces souches dans la lutte contre des phytopathogènes. Maketon et al. 

(2008) a démontré que lorsque B. subtilis AP-01 et T. harzianum AP-001 sont 

inefficaces seuls contre Ralstonia solanacearum et Pythium aphanidermatum, leur 

combinaison permet d’inhiber la croissance de ces pathogènes à des niveaux 

semblables à ceux des pesticides chimiques [264]. De même, la performance in vivo 

de B. subtilis B69 dans le biocontrôle de R. solani a été améliorée en la combinant 

avec 4 différentes souches de Trichoderma : T. atroviride 3A, T. atroviride 6, T. 

harzianum SY et T. harzianum kmd [265]. Ces combinaisons ont aussi maintenu l’état 

des semis dont la germination et la croissance ont été renforcées, grâce aux apports 

plus élevés de nutriments. Ceci a été corrélé avec le taux d’azote dans la plante qui a 
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été significativement augmenté [266]. Dans une étude similaire, le traitement des 

graines de pois chiche par B. subtilis MF352017 et T. harzianum KX523899 a permis 

de supprimer 93 % du pathogène F. oxysporum, entrainant une augmentation de la 

taille de la plante, des racines et de la masse de la tige et des racines [267].  

6.4. Produits de biocontrôle commercialisés combinant 

Bacillus et Trichoderma 

Malgré l’efficacité remarquable de la combinaison de Bacillus et Trichoderma dans 

le biocontrôle vis-à-vis de plusieurs phytopathogènes, aucun produit renfermant ces 

deux souches n’existe sur les marchés français et belges. Néanmoins, certains produits 

sont disponibles sur le marché mondial du biocontrole, ces produits sont présentés 

dans le Tableau 4.  

Tableau 4 : Liste des produits de biocontrôle à base de Bacillus et Trichoderma sur le 

marché mondial, des souches qu'ils renferment, et du fournisseur associé 

Produit Producteur Composition 

Biohealth TH BS Humintech T. harzianum, B. subtilis 

Bactolive tuber, 

Rhizo-Mic Agro Plus 
Rhizo-Mic T. harzianum, Bacillus spp 

Lignotiva Plus Bactiva 
Bacillus spp, Trichoderma, 

Penicillium 

Lentix, Vitix Koppert 

Bacillus spp, Trichoderma 

spp, champignon 

mycorhizien 

Panoramix Maize, 

Panoramix Wheat 
Koppert 

Bacillus spp, Trichoderma 

spp, 

Glomus intraradices 

Hansebac Hanseplant 
B. subtilis, B. megaterium, 

T. harzianum, T. asperellum 

SeedSpor Hanseplant 

Bacillus spp, Trichoderma 

spp, champignon 

mycorhizien 

EKOseedTURF SPSourcon 

Bacillus spp, Trichoderma 

hazianum, Pseudomonas spp, 

champignon mycorhizien 

Solanova Intrachem 

Bacillus spp, Trichoderma, 

Pseudomonas, champignon 

mycorhizien, Streptomyces 
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7. Etude de la compatibilté des souches 
Afin de surmonter les défis que présente l’utilisation simultanée de différents BCAs, 

il est nécessaire de collecter au préalable les informations relatives à chaque BCA, et 

notamment leurs conditions optimales de croissance et leur mode d’action en 

biocontrôle. Ces données permettront d’orienter les recherches afin d’élucider les 

interactions potentielles entre les microorganismes, pour mettre au point par la suite 

la meilleure combinaison possible.  

Les microorganismes se développent dans le sol en formant des communautés dont 

les plus simples renferment jusqu’à plusieurs milliers d’espèces différentes [268]. Les 

différents membres de ce consortium communiquent entre eux, dans l’objectif de 

coordonner leurs activités au sein de la communauté [269]. La complexité de ces 

consortia, et leur sensibilité aux facteurs environnementaux, rend l’étude des 

interactions entre ses membres très problématique. Afin de les décrypter, des 

communautés synthétiques servant de modèles ont été mis au point afin de permettre 

de contrôler les paramètres de croissance et ainsi d’étudier les aspects fonctionnels, 

écologiques et structuraux de l’association des organismes souhaités [270]. Les 

communautés synthétiques sont générées en cocultivant in vitro les espèces d’intérêt 

dans un milieu défini. Les cocultures sont généralement étudiées sous 2 approches : 

• L’approche fonctionnelle dans laquelle la fonction de la coculture est 

initialement déterminée. La structure, le dynamisme de la population et la 

stabilité de sa fonction sous différentes conditions sont ensuite traités.  

• L’approche interactionnelle qui s’intéresse aux aspects de l’interaction entre 

les espèces cocultivées, jouant un rôle déterminant dans la structure et le 

dynamisme de la population.  

Dans le cadre de cette seconde approche, il est reporté que l’interaction microbienne 

est sollicitée par le biais du métabolisme ou par les caractéristiques sociales de la 

communauté. Ces deux aspects restent quand même liés puisque l’échange de 

molécules est l’élément principal gouvernant le type d’interaction [270]. Grâce aux 

récents progrès de la métagénomique, plusieurs modèles mathématiques ont été 

développés afin de prévoir le dynamisme des microorganismes dans une communauté 

déterminée. Ces modèles sont généralement basés sur des données génomiques et 

visent à l’élaboration de modèles métaboliques. Un réseau d’interaction est ainsi 

élaboré pour prédire le comportement des espèces d’intérêt en présence l’une de 

l’autre [271,272]. 
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7.1. Les types d’interaction 

En considérant que l’interaction peut être neutre, positive ou négative pour les 

partenaires, 6 types d’interactions sont connus (Figure 10) : 

 

Figure 10 : Les 6 différentes interactions possibles entre les microorganismes 

(compétition : -/-, prédation : +/-, amensalisme : -/0, commensalisme : +/0, mutualisme : +/+, 

pas d’interaction : 0/0) 

• Le commensalisme : le premier partenaire affecte positivement le second sans 

qu’il n’en retire de bénéfice ou qu’il soit impacté. C’est le cas notamment 

pour la majorité des bactéries de la rhizosphère. Ces interactions semblent 

être essentielles pour maintenir l’équilibre du sol et la préservation de l’état 

de la plante [273]. 

• L’amensalisme : c’est l’opposé du commensalisme, où le second partenaire 

est affecté négativement. Par exemple, dans l’industrie laitière, la croissance 

de Pseudomonas est inhibée par les métabolites produits par Lactobacillus 

casei, dont la croissance et les taux de production de molécules d’intérêt 

demeurent stables [274]. 

• La compétition : les deux partenaires s’affrontent pour les nutriments ou 

l’espace. Ils sont tous les deux affectés négativement au début mais une 

espèce prend généralement le dessus par la suite. C’est un des modes d’action 

du BCA T. harzianum décrit dans les sections précédentes. 
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• Le mutualisme : cette interaction est avantageuse pour les deux partenaires. 

Selon le dégré de dépendance des partenaires, le mutualisme peut être 

obligatoire – obligatoire, obligatoire – facultatif et facultatif – facultatif [275]. 

Un exemple classique de ce type d’interaction est les champignons 

endophytes des plantes qui lui confèrent une protection contre les pathogènes 

(surtout par la stimulation des mécanismes de défense), et en retour, ils 

épuisent de la matière organique produite par la plante pour se nourrir [276].  

• Prédation/parasitisme : un partenaire affaiblit le second en tirant profit de ses 

ressources en termes de nutrition et d’extension dans l’espace. Dans le cas de 

la prédation, la « proie » est tuée alors que dans le parasitisme une coexistence 

des deux organismes est impérative [277]. 

• Absence d’interaction : les microorganismes ne sont pas affectés par la 

présence respective de l’autre. 

7.2. Les interactions bactérie-champignon 

La cohabitation des bactéries et des champignons dans le sol et les associations 

physiques qui en résultent, imposent aux microorganismes d’interagir, ce qui est 

essentielle pour les divers processus qui existent dans l’environnement [278,279]. 

Ces interactions s’effectuent par le biais de signaux émis, reçus puis interprétés par 

les différentes espèces qui y sont réceptives. Plus précisément, la communication intra 

et inter-espèce s’établie par la production de molécules clés [280]. Leur perception 

induit des modifications au niveau de l’expression de certains gènes et de la 

production de métabolites [281]. Ces molécules regroupent généralement des 

antibiotiques, pouvant être de nature soluble ou volatile, ainsi que des molécules de 

quorum sensing [282,283]. Elles jouent le rôle d’inhibiteurs de croissance pour les 

antagonistes ou de promoteurs de croissance pour les symbiontes [284]. Une même 

molécule peut avoir les deux effets en fonction de la concentration et de l’espèce cible. 

Par exemple, l’iturine produite par B. subtilis C2 induit la formation de spores chez le 

BCA T. harzianum à des faibles concentrations et la lyse de ces mêmes spores à des 

concentrations plus élevées [285]. Des molécules produites par des souches de 

Streptomyces ont une activité antifongique contre le champignon pathogène 

Escovopsis sp. mais pas contre les basidiomycètes associés aux plantes [286]. Chez 

les champignons, des récepteurs ont été identifiés pour leur implication dans la 

perception des bactéries comme les NLRs (Nod-like immune receptor) et les lectines 

[287,288]. Quant aux COVs, leur perception n’a pas été encore attribuée à des 

récepteurs, mais surtout à la dépolarisation de la membrane [289]. 

Dans certains cas, l’interaction bactérie-champignon peut être plus étroite, avec le 

développement des bactéries attachées sur le mycélium (bactérie fongiphile [290]) ou 

dans les cellules fongiques (bactéries endofongiques [291]). La communication dans 

ce type d’interaction dépend également de l’aspect physique de l’adhésion des 

bactéries au champignon. Cette interaction affecte généralement la croissance, la 

reproduction et surtout le métabolisme de l’hôte fongique [292,293]. Dans ces types 
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d’association, les partenaires échangent surtout des nutriments. Leur croissance 

réciproque peut être entièrement dépendante de cette interaction qui leur permet de 

procurer des éléments nutritifs récalcitrants, et par la suite coloniser des endroits à la 

base non adéquats à leur extension [294]. Dans l’interaction entre la bactérie 

Candidatus et le mycorhize à arbuscules Gigaspora, la première espèce prélève du 

carbone, de l’azote et du phosphore à l’hôte et produit des vitamines, des antibiotiques 

et des molécules de résistance aux toxines. Ainsi, le champignon contribue à la 

nutrition de la bactérie qui, à son tour, lui permet d’être plus robuste [295]. Les 

bactéries peuvent aussi se servir du mycélium fongique pour se déplacer. Les hyphes 

sont capables de s’étendre rapidement et de s’adapter aux conditions physiques et 

environnementales. En outre ils permettent aussi de solubiliser certains nutriments et 

d’améliorer les conditions de vie dans le sol (détoxification, régulation du pH), ce qui 

est favorable au développement de la bactérie [289]. Par exemple, les rhizobia, 

bactéries fixatrices d’azote très peu mobiles, utilisent le réseau mycélien de 

Phomopsis liquidambaris pour atteindre la rhizosphère des légumes et les 

approvisionner en azote [296]. 

7.3. Les aspects coopératifs de l’interaction microbienne in 

vitro 

La collaboration entre les microorganismes s’avère essentielle sur plusieurs plans 

mis en évidence lors d’études in vitro, surtout aux niveaux nutritionnels et de 

production de métabolites. L’exploitation de ce phénomène permet notamment 

d’améliorer la biotransformation de substrats dans des domaines tels que le traitement 

des eaux, la bioremédiation et la synthèse de bioproduits [297]. En effet, certaines 

fonctions accomplies par les microorganismes interagissant ensemble ne sont pas 

détectées lorsque les microorganismes sont cultivés individuellement, ou alors sont 

observées dans une moindre ampleur [298].  

7.3.1. Comblement des déficits nutritionnels 

Parfois, les conditions de culture en laboratoire peuvent imposer une dépendance 

nutritionnelle entre les espèces. Dans certains cas, un cross-feeding lié au substrat est 

observé. Dans une coculture de 2 microorganismes, ce terme signifie qu’une seule 

espèce est capable de consommer le substrat qui sera utilisé pour produire des 

métabolites qui serviront à la croissance de la deuxième espèce. Cette dernière est 

alors incapable de se développer en monoculture dans les mêmes conditions [299]. Ce 

phénomème a été observé dans le cas de 3 bactéries qui dégradent synergétiquement 

la lignocellulose : Clostridium thermocellum, C. stercorarium et 

Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus. Parmi ces 3 bactéries, deux sont 

incapables de se développer individuellement dans un milieu défini présentant un 

déficit en nutriments complexes. Cette difficulté à se reproduire a été comblée par une 

coculture avec la troisième bactérie, qui est capable de se reproduire dans ce milieu. 

Cette bactérie semble approvisionner les deux autres avec des composés qu’elle 

produit suite à la dégradation du substrat [300].  
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Quand le cross-feeding lié au substrat est essentiel pour la croissance des 

microorganismes dans un milieu particulier, cette inter-dépendance peut permettre de 

remodeler le type d’interaction microbienne [301]. En d’autres termes, deux 

microorganismes non compatibles peuvent coexister sans compétition si la croissance 

de l’un est dépendante de l’autre pour des raisons nutritives [302]. Cette compatibilité 

peut alors être supprimée en supplémentant la culture par l’élément nutritif manquant 

[303]. En effet, la disponibilité des nutriments joue un rôle prépondérant dans 

l’orientation de l’interaction qui peut alors varier d’une intéraction de type mutualiste 

à une compétition voir à un parasitisme. Hoek et al. (2016) ont étudié le changement 

de type d’interaction en utilisant deux levures de Saccharomyces cerevisiae modifiées 

génétiquement pour créer un cross-feeding : la première souche ne produit pas la 

leucine mais surproduit le tryptophane et inversement pour la seconde. Ainsi, en 

monoculture, ces souches ont respectivement besoin de 32 µM de leucine et 2 µM de 

tryptophane pour se développer. En coculture et avec des concentrations d’acides 

aminés plus faibles que celles requises en monoculture, un mutualisme s’établie entre 

les levures. Toutefois, l’augmentation de l’apport extérieur en leucine a engendré un 

amensalisme, dans lequel la souche auxotrophe à la leucine se développe normalement 

alors que la croissance de la levure auxotrophe au tryptophane est négativement 

impactée [304].  

7.3.1.1 Nutrition en azote des microorganismes 

La croissance des microorganismes requiert la disponibilité de plusieurs éléments 

nutritifs et en particulier le carbone, l’azote, le phosphore et l’oxygène pour les 

microorganismes aérobiques. Ces nutriments sont essentiels pour la croissance, la 

reproduction et la production de métabolites [305]. En particulier, l’azote est utilisé 

pour la production d’acides nucléiques et d’acides aminés, formant ainsi le 4ème 

élément le plus abondant dans la cellule [306,307]. La source principale d’azote est 

l’air atmosphérique qui renferme l’azote sous forme de gaz inerte N2. L’activité 

microbienne est le principal moteur de conversion du N2 en ses formes inorganiques 

(le nitrate, le nitrite, l’ammonium et l’ammoniaque) et organiques (les acides aminées, 

les vitamines, les lysats de protéines). Les microorganismes présentent souvent une 

préférence pour l’une ou l’autre des formes d’azote pour leur nutrition. Les formes 

organiques contiennent aussi des facteurs de croissance, ce qui explique la tendance 

des microorganismes à consommer ces sources en priorité.  

Dans le sol, l’azote se trouve généralement sous ses différentes formes minérales 

(les formes organiques sont apportées surtout par les plantes sous formes d’exsidats 

ou de matières décomposées). Les réactions contrôlant les transformations respectives 

de ces formes constituent le cycle d’azote qui comprend 4 phases principales : 

l’ammonification, la nitrification, la dénitrification et l’anammox [307].  

• L’ammonification conduit à la production d’ammonium. Celle-ci est possible 

via la fixation du N2 atmosphérique (essentiellement par des bactéries) ou via 

la réduction du nitrate en nitrite puis en ammonium (par les bactéries et les 

champignons). 
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• La nitrification génère le nitrate comme produit final. L’ammonium est oxydé 

en nitrate en une ou 2 étapes avec le nitrite comme produit intermédiaire. 

• La dénitrification fait intervenir la respiration anaérobique du nitrate, nitrite, 

oxyde nitrique et nitreux pour former du N2. 

• L’anammox, ou oxydation anaérobique de l’ammonium, mène à la production 

de N2 avec l’oxide nitrique et l’hydrazine comme intermédiaires. 

7.3.1.2 Assimilation de l’azote sous forme de nitrate 

Dans le cadre de ce projet, nous nous intéressons aux réactions d’ammonification 

du nitrate par le processus de réduction. Deux voies sont possibles : la réduction 

assimilatoire du nitrate et la réduction dissimilatoire du nitrate (Figure 11).  

 

Figure 11 : Utilisation du nitrate extracellulaire par voie dissimilatoire (le nitrate est réduit 

en nitrite puis en ammonium sécrété) et assimilatoire (le nitrate est réduit en nitrite puis en 

ammonium qui servira à la synthèse du glutamate). L’azote présent sur le glutamate servira 

ensuite à la synthèse d’autres molécules azotées tels que d’autres acides aminés et les acides 

nucléiques qui pourront éventuellement être excrétés dans le milieu extracellulaire. 
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Les deux voies nécessitent un transport préalable du nitrate dans le cytoplasme, le 

siège principal des réactions de réduction. Pour assurer ce transport, plusieurs familles 

de transporteurs existent telles que les NarK chez les bactéries et les Nrt chez les 

champignons [308,309]. 

La voix assimilatoire du nitrate implique la réduction du nitrate intra et extra 

cellulaire en ammonium, qui est ensuite utilisé dans la synthèse d’acides nucléiques 

et de protéines pour la production de biomasse. Deux enzymes sont impliquées dans 

cette réaction : la nitrate réductase (NR / Nas) et la nitrite réductase (NirA / Nit6) qui 

réduisent successivement le nitrate en nitrite puis en ammonium [310]. Par l’action 

des glutamate déshydrogénase et glutamine synthétase / glutamate synthase 

impliquées dans le métabolisme du glutamate, l’ammonium est intégré dans les 

composés organiques synthétisés par la cellule [311]. L’assimilation du nitrate est très 

répandue chez les bactéries et les champignons [312]. Les gènes codants pour les 

nitrate et nitrite réductases ont été identifiés chez B. megaterium et Aspergillus 

nidulans, deux espèces capables d’utiliser le nitrate comme unique source d’azote 

[313,314]. Malgré cette capacité à assimiler le nitrate, les microorganismes préfèrent 

l’utilisation de l’ammonium lorsque cette source est présente dans l’environnement. 

Des études ont montré que lorsque l’azote est disponible sous forme de nitrate et 

d’ammonium, les microorganismes consomment cette dernière forme de manière 

préférentielle, ce qui permet en général une meilleure croissance des bactéries et 

champignons [315,316]. En effet, l’ammonium inhibe la production des réductases 

des nitrates et nitrites afin d’économiser l’énergie dédiée aux mécanismes de 

production de ces enzymes et de la réduction du nitrate [317,318]. 

Dans la voie dissimilatoire, le nitrate joue le rôle d’un accepteur d’électron, en 

absence d’oxygène, et sert à la respiration anaérobique. La première étape consistant 

à réduire le nitrate en nitrite est réalisée par une protéine membranaire (NarG), 

périplasmique (NapA) ou cytoplasmique (NasBC). Ensuite, le nitrite est réduit en 

ammonium par une nitrite réductase cytoplasmique (NirB) ou périplasmique (NrfA), 

dont les opérons sont induits en fonction de la concentration de nitrate dans 

l’environnement [306,319]. L’ammonium produit est sécrété et n’est pas utilisé 

directement dans les voies de biosynthèse [320]. Cette voie est largement exploitée 

par les bactéries. Son existence a été reportée chez quelques souches de Bacillus 

comme B. paralicheniformis, B. licheniformis et B. subtilis [321–323]. Chez cette 

dernière bactérie qualifiée d’anaérobie facultative, l’ammonium du milieu de culture 

est consommé et permet le développement de la bactérie ainsi que la production de 

biosurfactant et de nitrate. Le nitrate produit est ensuite utilisé pour la respiration 

quand l’oxygène est consommé [305]. Cette voie est moins répandue chez les 

champignons. Des ascomycètes comme F. oxysporum et A. nidulans parviennent à 

produire de l’ammonium à partir du nitrate par la voie dissimilatoire, mais en général 

la réduction s’arrête à l’étape de la production du nitrite [320]. Bien que ce mécanisme 

survienne généralement en conditions anaérobies [324], une étude récente a pu 

démontrer son occurrence chez une souche de Pseudomonas en aérobie [325]. 
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Le potentiel différé des microorganismes à assimiler le nitrate comme unique source 

d’azote peut être exploité afin de créer un cross-feeding entre deux espèces parmi 

lesquelles une seule est capable de l’assimiler. 

7.3.2. Amélioration de la production 

Un autre aspect très intéressant qui découle des interactions microbiennes est 

l’induction de la production de métabolites d’intérêt. L’évolution de la génétique et 

des techniques de séquençage ont permis de détecter chez les bactéries et les 

champignons, un grand nombre de gènes non exprimés, dit gènes silencieux, codant 

pour des métabolites secondaires potentiellement exploitables dans le domaine de la 

pharmaceutique et du biocontrôle [326,327]. La non-expression de ces gènes est 

principalement attribuée aux conditions de culture en laboratoire, qui sont trop 

éloignées des conditions observées dans l’environnement naturel de la souche. La 

coculture de différents microorganismes est un moyen de contourner ce défi 

puisqu’elle permet de se rapprocher des conditions observées dans la nature où les 

microorganismes se développent sous forme de communautés. Des études ont montré 

l’induction de la production de métabolites secondaires en coculture, faisant ainsi de 

cette méthode de culture une approche intéressante pour l’obtention de nouveaux 

composés naturels [328]. En effet, l’interaction bactérie-champignon peut influer sur 

l’activité de biocontrôle des microorganismes en agissant sur leur métabolisme. Cette 

activité est par exemple accrue dans le cas de combinaison de T. atroviride et P. 

fluorescens par rapport aux monocultures grâce à la production de COVs par le 

champignon. Ces métabolites perçus par la bactérie, induisent la surexpression du 

gène phlA et conséquemment la production du 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG), 

un antibiotique impliqué dans l’activité de biocontrôle de cette souche. De son coté, 

Trichoderma réagit à la perception du DAPG en surexprimant le gène nag1 et la 

production de N‐acétyl‐‐D‐glucosaminidase, une enzyme impliquée dans l’activité 

chitinolytique de Trichoderma [329]. Dans un contexte similaire, la croissance de 

Serendipita indica, un champignon endophyte bénéfique à la plante, est stimulée en 

présence des bactéries endophytes appartenant aux genres Methylobacterium, 

Tardiphaga, Rhodanobacter et Trinickia. Cette stimulation de croissance a constitué 

un élément déterminant dans l’amélioration de la lutte contre les pathogènes R. solani 

et F. oxysporum [330]. 

7.4. Les cocultures comme système d’étude des interactions 

Plusieurs méthodes ont été développées dans le but de mimer les conditions dans 

lesquelles ces organismes se trouvent dans leur habitat originel. Une des méthodes les 

plus efficaces consiste à les cultiver en présence d’autres microorganismes ou des 

composés qu’ils produisent [331].  

7.4.1. Les différentes techniques de coculture 

Sur un milieu solide, et plus précisément sur des boites de Pétri, les cocultures 

interviennent souvent lors de tests d’antagonismes où les diverses espèces sont placées 

séparément ou non sur le milieu de culture. Ce genre de coculture permet de 
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déterminer le type d’interaction selon le profil de développement des souches surtout 

quand les microorganismes sont placés à des endroits différents, 4 comportements 

sont possibles [332] (Figure 12) : 

 

Figure 12 : Les différentes morphologies d'interaction distinguées sur boite (zone 

d’inhibition, ligne d’inhibition, contact d’inhibition et surcroissance) (d’après Bertrand et al., 

2014) 

• Une zone d’inhibition dans laquelle aucun microorganisme se développe 

• Une ligne d’inhibition entre les colonies, généralement due à la production 

de métabolites 

• Un contact d’inhibition entre les colonies qui entrent en contact, puis arrêtent 

de se développer 

• Une surcroissance d’une des espèces qui s’étend sur l’autre colonie 

Pour les interactions champignon-bactérie, un système de microfluidique a été 

développé. Celui-ci présente des canaux parallèles ouvert vers l’extérieur par lesquels 

pénètre le mycélium fongique qui pousse sur un morceau de milieu gélosé. De l’autre 

côté, la bactérie est inoculée et le développement du champignon vers elle est observé 

microscopiquement [333] (Figure 13).  

 

Figure 13 : Système de microfluidique permettant l’étude de l’interaction entre les 

champignons filamenteux et les bactéries par la croissance du mycélium dans des canaux 

parallèles amenant à la bactérie (d’après Stanley et al., 2014) 
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Cette technique a permis notamment d’élucider le mode d’action de B. subtilis sur 

les hyphes de Coprinopsis cinerea. 

Dans les cocultures liquides, deux modes de culture peuvent être discernés : mixtes 

ou séparées. Dans le premier type, les microorganismes sont libres dans le milieu de 

culture et se développent ensemble dans le même environnement. Ce genre de culture 

est exploité lorsque les microorganismes cultivés sont taxonomiquement proches ou 

que le milieu de culture est riche. La coculture mixte de microorganismes différents 

requiert une adaptation du milieu de culture [334]. Ce système est notamment utilisé 

pour des expériences utilisant des récipients dédiés aux cultures de microorganismes 

tels que les fioles ou les bioréacteurs [335]. Grâce à ce système de coculture, Ola et 

al. (2013) ont pu observer une augmentation de la production de métabolites produits 

par Fusarium tricinctum et B. subtilis avec une production 78 fois supérieure à celles 

observées pour les monocultures [336].  

Dans une variante de coculture liquide, les microorganismes peuvent être séparés 

physiquement afin de mieux contrôler le système. Cette méthode n’est intéressante 

que lorsque les différents composants de la coculture échangent des substrats ou des 

métabolites [337]. Plusieurs systèmes permettent de maintenir une séparation 

physique entre les microorganismes cocultivés. Une première option consiste à 

immobiliser au moins l’un des microorganismes sur un support. Dans l’industrie de 

production du méthanol, l’encapsulation des souches de Methylomonas methanica et 

Methylocella tundrae dans des billes en alginate de sodium a permis d’augmenter les 

taux de production de cet alcool en comparaison avec les cellules libres [338]. 

L’utilisation de microfluidique permet aussi une séparation des microorganismes. 

Cette technique est employée à l’échelle unicellulaire. Les cellules sont séparées par 

des microcanaux, des membranes ou en les déposant en gouttelettes (encapsuation par 

la technique d’émulsion), et leur interaction est évaluée quantitativement. Les 

conditions de culture sont alors facilement contrôlables [339] (Figure 14A).  
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Figure 14 : (A) Différents systèmes pour étudier l'interaction microbienne avec séparation 

des microorganismes en (A) microfluidiques (AI) par des microcanaux, (AII) une membrane, 

ou (AIII) des gouttelettes correspondantes à une émulsion, (B) en microplaque avec des 

inserts contenant une membrane, et en bioréacteurs par des membranes variés : (C) en 

polycarbonate permettant la diffusion des molécules volatiles et (D) membrane de 

microfiltration. Les flèches indiquent le sens d’échange de molécules (figures adaptées 

respectivement de Zheng et al., (2012), Heyse et al., (2019), Salerno et al. (2018), Taniguchi 

et Tanaka (2004)). 

L’utilisation des membranes est une des techniques les plus utilisées pour garantir 

une séparation totale des cellules appartenant aux différentes espèces. Ces membranes 

sont poreuses, ce qui permet la diffusion des molécules, mais pas des cellules. Ainsi, 

les différentes espèces communiquent et interagissent par le biais des métabolites 
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qu’elles produisent sans avoir de contact physique. Ce système de coculture a été 

employé par Heyse et al. (2019) dans son étude sur l’effet de l’interaction sur 

l’hétérogénéité phénotypique bactérienne, qui est influencée par les conditions 

environnementales [340]. Des inserts comprenant une membrane ont été placés dans 

des puits de microplaques puis les bactéries ont été inoculées séparément dans les 2 

compartiments (Figure 14B). A une plus grande échelle, il existe des bioréacteurs 

avec des membranes de séparation, comme par exemple un bioréacteur divisé en deux 

compartiments par une membrane en polycarbonate permettant d’étudier l’effet des 

molécules diffusables entre différents types de cellules humaines sans interaction 

physique [341] (Figure 14C). Dans une autre variante, deux bioréacteurs contenant 

chacun un microorganisme différent peuvent être connectés via des membranes de 

microfiltration qui permettent la circulation uniquement du surnageant de chaque 

culture entre les 2 unités de part et d’autre de la membrane [342] (Figure 14D). 

7.4.2. Les défis 

Quand des microorganismes appartenant à des espèces différentes et surtout à des 

domaines taxonomiques différents sont cocultivés, le défi majeur consiste à maintenir 

leur coexistence. Pour pouvoir retirer un bénéfice de la coculture (par exemple la 

production de molécules d’intérêt), tous les microorganismes doivent se développer. 

Leur croissance et coexistence ne sont pas systématiques, surtout s’ils présentent des 

vitesses de croissance très différentes. Dans ce cas, la souche se développant plus 

rapidement prend le dessus en épuisant les nutriments disponibles et réprime la 

croissance des autres souches. Ce problème peut être réglé en jouant sur certaines 

conditions de culture telles que la source de carbone, la température d’incubation et 

le pH [343]. 

Un second problème constaté pendant la coculture est la reproductibilité des études. 

La stabilité des cocultures est très dépendante de facteurs extérieurs. La moindre 

perturbation ou changement des conditions peut affecter le dynamisme des 

microorganismes, ce qui rend la reproductibilité des résultats très faible. Le choix des 

concentrations respectives des microorganismes à inoculer est un facteur essentiel 

dans le maintien de la stabilité de la coculture. En effet, le ratio d’inoculation permet 

de déterminer la tendance de l’évolution de la coculture en influant sur la taille des 

sous-populations présentes [343].  

7.4.3. Les cocultures Bacillus – Trichoderma 

Actuellement, quelques études ont été menées concernant les cocultures de 

différentes espèces de Bacillus et Trichoderma. Ces études décrivent l’aspect 

technique de la coculture, son effet sur certains caractères des souches par une 

approche transcriptionnelle, la production de molécules d’intérêt et l’efficacité en 

biocontrôle. Dans cette section, une analyse approfondie des études les plus 

pertinentes sera faite afin de dresser un état de l’art exhaustif des informations 

disponibles jusqu’à ce jour sur les interactions in vitro de Bacillus et Trichoderma. 

Dans la première étude de Wu et al. (2018) les auteurs ont cocultivé B. 

amyloliquefaciens ACCC11060 et T. asperellum GDFS1009 dans le milieu BP (0,3 
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% (p/v) extrait de bœuf, 0,5 % (p/v) peptone) à partir des précultures respectives. 

L’inoculation est effectuée avec 2 ratios bactérie : champignon différents, 1 : 1 et 1,9 : 

1. Après 3 jours, l’aspect des différentes cultures est décrit, les métabolites dans les 

surnageants analysés et l’efficacité dans le biocontrôle détectée. Lorsque les souches 

sont inoculées au ratio 1 : 1, le champignon semble dominer tout en restant à des 

concentrations inférieures à celle de la monoculture. Pour le ratio 1,9 : 1, la culture 

ressemble davantage à la monoculture de Bacillus avec une raréfaction du 

champignon. En ce qui concerne la production de métabolites, une différence 

significative a été décelée entre les monocultures de Bacillus et Trichoderma et la 

coculture avec le ratio 1 : 1 mais pas entre la monoculture de bactérie et la coculture 

au ratio 1,9 : 1. Dix métabolites à effet antimicrobien contre F. solani et 

Staphylococcus aureus par exemple, sont surproduits dans les cocultures. Dans la 

coculture avec les ratios 1,9 : 1, cette surproduction est accompagnée d’une meilleure 

efficacité dans le biocontrôle de B. cinerea. En plus des molécules antimicrobiennes, 

la production de certains acides aminés, dont des acides aminés rares comme l’allo-

thréonine, est induite [344].  

Une seconde étude menée par la même équipe avait pour objectif d’optimiser le 

milieu de coculture de B. amyloliquefaciens 1841 et T. asperellum GDFS1009, ainsi 

que les conditions d’inoculation afin d’améliorer l’efficacité de ces deux souches 

combinées dans le biocontrôle. Parmi les milieux de culture, le TY (1 % (p/v) 

tryptone, 0,5 % (p/v) extrait de levure, 0,5 % (p/v) NaCl), le NB (1 % (p/v) peptone, 

1 % (p/v) extrait de bœuf, 0,5 % (p/v) NaCl) et l’YMC (2 % (p/v) extrait de levure, 1 

% (p/v) molasse, 1 % (p/v) farine de gluten de maïs) sont utilisés. L’inoculation des 

cocultures est faite à partir d’une préculture de Bacillus et une préculture de 

Trichoderma de différents âges : 0, 24 et 48 h. Pour tous les milieux testés, 

l’inoculation de Trichoderma sans préculture avec Bacillus a engendré l’inhibition de 

la croissance du champignon. L’inoculation séquentielle s’est démontrée plus efficace 

surtout lorsque Trichoderma est préalablement cultivé 48 h. Le milieu YMC, dans 

lequel la croissance est la plus importante, a été optimisé en termes de concentration 

de substrats par un modèle mathématique, puis validé expérimentalement. Dans les 

conditions optimales, l’expression de certains gènes et la production de métabolites 

chez les deux souches, ainsi que les activités enzymatiques et antagonistes ont été 

analysés. Par rapport à la monoculture, les gènes impliqués dans la sporulation de 

Trichoderma, le métabolisme secondaire, la production d’enzymes et d’antioxydants 

(à effet antagoniste et promoteur de croissance de la plante) sont surexprimés. 

Toutefois, les gènes codant pour la macrolactine et la difficidine chez Bacillus sont 

sous-exprimés en coculture. La production de 68 métabolites est significativement 

plus élevée en coculture qu’en monoculture, y compris les enzymes à activité 

chitinolytique. Ces résultats se traduisent par une activité antagoniste plus élevée du 

surnageant de la coculture contre F. oxysporum, F. graminearum et B. cinerea, ainsi 

qu’une meilleure germination et croissance des graines de blé en présence des 2 

microorganismes bénéfiques [345].  
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Suite à la mise en évidence de l’aspect bénéfique de l’inoculation séquentielle sur 

la croissance de Bacillus et Trichoderma en coculture, l’effet du temps qui sépare 

l’inoculation des deux microorganismes sur l’expression des gènes impliqués dans 

leurs mécanismes de biocontrôle a été étudié. Chez Trichoderma, l’expression des 

mêmes gènes que ceux décrits dans le cadre de l’étude précédente, est modulée selon 

le type d’inoculation. Elle est régulée négativement en co-inoculation et positivement 

en inoculation séquentielle. L’expression des gènes de la macrolactine et la difficidine 

de Bacillus suit une tendance opposée. La production de métabolites par Bacillus est 

induite en coculture avec co-inoculation et ceux produits par Trichoderma en 

coculture avec inoculation séquentielle, entrainant une plus forte activité 

chitinolytique. Par conséquent, le surnageant de la coculture avec inoculation 

séquentielle s’est avéré plus efficace dans le contrôle in vitro et in vivo de F. 

graminearum. Les graines de maïs traitées par les différentes cultures de 

microorganismes ont montré une meilleure germination avec la coculture, 

indépendamment de la méthode d’inoculation [346]. Les mêmes auteurs ont 

également mis en évidence une compétition entre les deux souches quelle que soit la 

méthode d’inoculation. L’interaction entre ces deux souches, T. atroviride et B. 

amyloliquefaciens, est en partie régulée par le gène Vel1, qui contrôle l’expression des 

gènes impliqués dans la sporulation et la production de métabolites secondaires ainsi 

que les enzymes de dégradation des parois cellulaires par Trichoderma. Des tests 

utilisant une souche mutée pour ce gène ont montré que son expression est induite lors 

d’une coculture avec Bacillus. Cependant, la production de macrolactine et difficidine 

par cette bactérie a été réduite via l’expression de ce gène par Trichoderma. Ceci 

constitue un premier rapport de l’implication de régulateurs génétiques dans 

l’interaction Trichoderma – Bacillus [347]. 

Dans une étude similaire, une optimisation des conditions de cocultures de T. 

atroviride SG3403 et B. subtilis 22 dans le YMC (concentration des substrats, vitesse 

d’agitation, température, pH) a été effectuée par Li et al. (2020) en utilisant des 

modèles mathématiques. Après avoir déterminé ces conditions, le surnageant de cette 

coculture a démontré une efficacité plus élevée vis-à-vis de l’inhibition de F. 

graminearum, due à la production d’un plus grand nombre de molécules ayant une 

activité antifongique [348]. 

La compatibilité de deux autres souches de microorganismes, T. virens GI006 et B. 

velezensis BS006, impliquées dans le biocontrôle de F. oxysporum sur la groseille, a 

été étudiée par Izquierdo-Garcia et al. (2020). D’abord, l’effet du surnageant de 

chaque souche sur la croissance de l’autre a été déterminé en supplémentant le milieu 

de culture avec différentes concentrations de surnageant. La croissance des deux 

microorganismes ainsi que leur activité antagoniste ne sont pas affectées par la 

présence des métabolites produits par l’autre. La croissance de Bacillus est toutefois 

retardée dans ces conditions. Par la suite, les microorganismes sont exposés pendant 

plusieurs heures à différentes concentrations de surnageant issus de la culture de 

l’autre souche. Aucun effet négatif n’a été détecté sur la germination des spores de 

Trichoderma. En revanche, à de fortes concentrations de surnageant de ce dernier et 
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pour une exposition de 24 h, la capacité de Bacillus à former des biofilms est altérée. 

Ce même résultat a été observé en cocultivant la bactérie en présence de quantités 

élevées du champignon. Des cocultures sur boite de ces deux souches ont permis de 

montrer une inhibition de la croissance du champignon par la bactérie sur les milieux 

synthétiques LB et PDA (Lysogeny Broth et Potato Dextrose Agar respectivement) et 

les milieux contenant des exsudats racinaires ainsi que des solutions de sol 

synthétiques. Quand le milieu utilisé se rapproche de la composition du sol (exsudats 

racinaires de la groseille avec ou sans solution de sol naturel), aucune inhibition de 

Trichoderma par Bacillus n’est relevée. En effet, la bactérie est incapable de se 

développer sur ces milieux. Sur les LB et PDA, l’interaction entre ces deux BCAs est 

neutre en terme d’activité de biocontrôle puisque l’inhibition de Fusarium est 

similaire quand ils sont utilisés seuls ou en combinaison. De même, dans les milieux 

contenant les exsudats racinaires artificiels, avec ou sans solution de sol, aucune 

activité synergique entre Bacillus et Trichoderma n’est observée [349].  

Par ailleurs, une étude sur la compatibilité entre Trichoderma et Bacillus a été menée 

dans la discertation de Silva Guachamín, et a démontré qu’en combinant des souches 

de Trichoderma avec des souches de Bacillus ayant une capacité d’antagonisme 

estimée à plus de 70 %, la croissance de Trichoderma est inhibée. Lorsque la capacité 

d’antagonisme de Bacillus est plus faible (40 à 50 %), une compatibilité peut être 

établie entre certaines souches de ces champignons et bactéries [350]. 

Pour résumer, ces études ont montré que la coculture de Bacillus et Trichoderma 

avec une co-inoculation défavorise la croissance du champignon, notamment à cause 

de l’activité antagoniste de Bacillus et de son rythme de croissance rapide. La 

variation des conditions physicochimiques ainsi que le milieu de culture et la méthode 

d’inoculation jouent un rôle dans l’orientation de l’interaction entre ces 

microorganismes. La modulation de ces variantes constitue alors une piste 

intéressante pour optimiser la production de métabolites antibactériens impliqués dans 

la lutte biologique des phytopathogènes. Dans les études citées, une compétition entre 

Bacillus et Trichoderma est toujours reportée, bien que le contrôle des pathogènes 

semble être plus efficace en combinant ces deux souches plutôt qu’en les utilisant 

chacune de manière indépendante. 
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8. Objectifs 
L’étude bibliographique proposée dans cette thèse a permis de démontrer 

l’importance et la complémentarité des genres Bacillus et Trichoderma pour le 

biocontrôle des maladies des plantes. L’objectif principal de ce travail est de 

caractériser le comportement des deux souches en cocultures dans l’optique de 

développer un nouveau produit contenant ces deux microorganismes.  

Dans un premier temps, l’activité potentiellement antagoniste de B. velezensis GA1 

vis-à-vis de T. harzianum IHEM5437 sera vérifiée et le rôle joué par les lipopeptides 

produits par B. velezensis GA1 dans cette activité antagoniste sera caractérisé. Par la 

suite, différentes approches de culture seront développées afin de définir des 

conditions rendant une coculture de ces deux souches possible : 

- Dispositifs combinant la culture planctonique et la culture en biofilm sur 

support, 

- Ensemencement simultané ou différé des deux souches, 

- Utilisation de milieu de culture induisant une dépendance nutritionnelle entre 

les deux souches. 

L’impact de ces différentes approches sur l’expression des gènes codant les 

enzymes responsables de la synthèse des lipopeptides et sur la production des 

lipopeptides eux-mêmes sera défini.  

Les résultats obtenus pourraient conduire au développement d’un produit de 

biocontrôle combinant des BCAs des genres Bacillus et Trichoderma et présentant 

une efficacité potentiellement supérieure à celle des produits qui existent déjà sur le 

marché mondial. Ce produit sera original sur les marchés français et belges, où ce type 

de formulation n’est pas encore proposé. 
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1. Souches 
Différentes souches de Bacillus et Trichoderma ont été utilisées dans le cadre de ce 

projet de thèse. Toutefois, les deux souches principales autour desquelles les analyses 

d’interactions ont été effectuées sont Bacillus velezensis GA1 et Trichoderma 

harzianum IHEM5437. La première souche, initialement nommée B. 

amyloliquefaciens GA1 a été isolée à partir de fraisiers italiens par le Laboratorio 

Vitrocoop Cesana et identifiée par Arguelles-Arias et al. (2009) [120]. Quant au 

champignon T. harzianum, il a été fourni par le laboratoire du professeur Bruno 

Cammue de l'Université de Louvain. 

Des mutants de B. velezensis GA1, mutés au niveau des gènes codant les synthétases 

de lipopeptides, ainsi que d’autres espèces et souches de Bacillus et Trichoderma ont 

servi à approfondir l’étude de l’interaction entre les deux souches de base. Différents 

phytopathogènes ont aussi été utilisés pour tester l’efficacité de B. velezensis GA1 et 

T. harzianum IIHEM5437 dans le biocontrôle. Les différents microorganismes, leurs 

caractéristiques et leurs origines sont présentés dans le Tableau 5. 

Les mutants de la souche GA1 ont été obtenus par délétion des gènes impliqués dans 

la biosynthèsedes différents lipopeptides (srfABCD pour la surfactine, fenABCD pour 

la fengycine, ituDABC pour l’iturine, et sfp pour la 4’-phosphopantétheinyl 

transférase requise à l’activation des synthétases de lipopeptides). Ces délétions ont 

été suivies par l’insertion d’un fragment recombinant contenant le gène de résistance 

au chloramphénicol ou à la phléomycine dans le cas des doubles mutants, par 

compétence naturelle induite par limitation en azote. 

Toutes les souches sont conservées dans 40 % (v/v) de glycérol à -80 °C. Une 

colonie de bactérie prélevée sur une boite de Tryptone - Extrait de levure solide (1 % 

de tryptone, 0,5 % d'extrait de levure, 0,5 % de NaCl (p/v) supplémenté avec 1,5 % 

d’agar (p/v)) est ensemencée dans le milieu TY liquide pour 18h à 30°C. Cette culture 

est additonnée de glycérol. La conservation des champignons est effectuée sous forme 

de spores. Celles-ci sont générées sur des boites de Pétri contenant du milieu solide 

Dextrose - Pomme de terre (PDA, Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne) incubées 10 

jours à 30 °C. Les spores sont récupérées avec de l'eau physiologique à laquelle 2 

gouttes de Tween20 ont été ajoutées. 
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Tableau 5 : Les différentes souches utilisées, leurs caractéristiques et leurs origines 

Souche Caractéristique Origine 

B. velezensis GA1 Δsfp 
Mutant non producteur de 

lipopeptides 

Générées par 

l'équipe du Pr 

Marc Ongena de 

l'Université de 

Liège - 

Gembloux 

AgroBiotech 

(Publication 

soumise) 

B. velezensis GA1 Δsrf 
Mutant non producteur de 

surfactine 

B. velezensis GA1 Δitu Mutant non producteur d’iturine 

B. velezensis GA1 Δfen 
Mutant non producteur de 

fengycine 

B. velezensis GA1 Δsrf 

Δitu 

Mutant monoproducteur de 

fengycine 

B. velezensis GA1 Δsrf 

Δfen 
Mutant monoproducteur d’iturine 

B. velezensis GA1 Δitu 

Δfen 

Mutant monoproducteur de 

surfactine 

B. velezensis FZB42 
Souche productrice de 

lipopeptides 

ABiTEP GMBH, 

Allemagne 

B. velezensis S499 
Souche productrice de 

lipopeptides 

Origines diverses, 

disponibles dans 

le souchier 

TERRA 

B. velezensis 168 
Souche non productrice de 

lipopeptides 

B. licheniformis 

ATCC14580 

Souche capable de réduire le 

nitrate 

Clavibacter michiganensis Pathogène des plantes 

Xanthomonas campestris 

LMG582 
Pathogène des plantes 

Rhodococcus fascians D - 

188 
Pathogène des plantes 

Agrobacterium 

tumefaciens C58 
Pathogène des plantes 

Botrytis cinerea Pathogène des plantes 

Rhodotorula mucilaginosa Pathogène des plantes 

Fusarium oxysporum Pathogène des plantes  

Trichoderma sp. MUCL 

58094 
Non déterminée Isolées du sol à 

l’Université de 

Lille T. atrobrunneum MUCL 

58095 
Non déterminée 
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2. Méthodes d’analyses biologiques 

2.1. Microscopie optique et électronique à balayage 

Deux techniques de microscopie ont été utilisées pour l’observation des 

échantillons : 

- La microscopie optique et la microscopie à microscope inversé Nikon Eclipse 

Ti2 (Nikon, Tokyo, Japon) : les échantillons sont placés entre lame et lamelle. 

De l’huile à immersion est utilisée pour les observations avec l’objectif x100.  

- La microscopie électronique à balayage avec un microscope SEM JEOL à un 

voltage de 2 kV : les échantillons ont été prétraités pour ce genre 

d’observation. Pour ceux en condition planctonique, une filtration sous vide 

à travers un filtre miracloth (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) a permis 

d’immobiliser la biomasse sur le filtre. Pour les échantillons préalablement 

immobilisés sur un support, un carré de 1 cm2 de celui-ci est découpé.  

Les filtres et les fragments du support auxquels les échantillons à observer 

sont adhérés ont été traités par un gradient d’éthanol afin de remplacer l’eau 

par l’éthanol. À cet effet, ces derniers sont imprégnés dans trois bains 

successifs à 70 % d’éthanol pour une durée respective de 30 min, 30 min, et 

12 h. Ils sont ensuite immergés dans 2 bains successifs de 30 min dans de 

l’éthanol 90 % et un bain final d’une heure dans de l’éthanol 100 % afin 

d’éliminer toute l’eau qui persiste dans la biomasse et la substituer par 

l’éthanol. Tous les bains sont effectués à 4 °C, et après le dernier bain, les 

échantillons peuvent être conservés plusieurs jours à 4 °C. Cette première 

étape est essentielle pour éviter la déformation de l’échantillon suite à 

l’évaporation violente de l’eau pendant la prochaine étape : le séchage. Celui-

ci consiste à remplacer l’éthanol par du dioxyde de carbone (CO2) en passant 

par le point critique du CO2. Le passage par le point critique permet d’éliminer 

la tension de surface des échantillons en limitant le passage de l’état liquide à 

l’état gazeux et ainsi préserver sa structure. Le choix du CO2 vient du fait que 

le point critique du CO2 est facilement atteint dans les conditions du 

laboratoire par rapport à l’eau : une température de 31 °C contre 374 °C et 

une pression de 73,8 bar contre 221 bar. Une enceinte AgarScientific 

(Stansted, Royaumes-Unis) est utilisée pour le séchage. Subséquemment, les 

échantillons nécessitent de devenir conducteurs pour pouvoir être aperçus par 

le microscope à balayage électronique. Ils sont alors posés sur un support et 

pulvérisés avec des ions grâce à une pulvérisation cathodique par un système 

JEOL à pulvérisateur ionique JFC-1100E. Dans l’enceinte sous vide partiel de 

ce système, les échantillons sont couverts d’une fine couche de métal 

provenant d’atomes arrachés à l’argon ionisé. 
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2.2. Quantification de T. harzianum  
La quantification du champignon sous ses formes de spores et de mycélium se fait 

respectivement par numération sur cellule de Burker et par détermination de la matière 

sèche. 

La solution de spores est diluée puis déposée sur la cellule de Burker (VWR 

International, Darmstadt, Allemagne) (Figure 15).  

 

Figure 15 : Schématisation de la cellule de Burker utilisée pour le comptage des spores de 

T. harzianum (les spores dans les cadrans 1, 2, 3, 4 et 5 sont comptées.) 

Le comptage se fait à travers l’objectif x10 d’un microscope optique. Les spores se 

trouvant dans les 4 cadrans des coins ainsi que le cadran central sont comptés. La 

formule suivante permet de les convertir en concentration de spores : 
 

Concentration de spores =
Spores décomptés ⨯ Facteur de dilution

Surface dénombrée ⨯ Profondeur du champ
 

                                

                                Concentration de spores en spore.µL-1 

                                Surface dénombrée en mm2 sachant qu’un cadran fait 1 mm2 

                                Profondeur du champ égale à 0,1 mm 
 

Pour la biomasse fongique sous forme de mycélium, la détermination de la masse 

sèche a été choisie comme méthode de quantification. Pour les cultures sur supports 

métalliques, la masse du support est mesurée et notée avant de le placer dans les fioles. 

À la fin de la culture, le support est enlevé de la fiole, égoutté pendant 2 heures pour 

éliminer l’excès de milieu de culture et incubé 24 h à 106 °C. Ensuite, les supports 

sont repesés et la différence de masse avec le support initial constitue la masse sèche 

du matériel biologique attaché. En ce qui concerne les cultures planctoniques, elles 

sont centrifugées, le surnageant est éliminé et la biomasse récupérée est placée dans 

une cuve en métal de masse préalablement déterminée. La différence de masse avec 

celle obtenue après 24 h d’incubation à 106 °C représente la masse sèche de 

l’échantillon. La masse sèche déterminée correspond à celle dans 100 mL de culture. 
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2.3. Quantification de B. velezensis 

Les bactéries ont été principalement quantifiées par densité optique mesurée à 600 

nm (DO600nm) avec un spectrophotomètre V-1200 (VWR International, Darmstadt, 

Allemagne) ou un lecteur de microplaque (SpectraMax M2e, Molecular Devices, 

Sigma-Aldrich) quand les cultures sont effectuées dans des microplaques de 96 puits. 

Dans le cas de coculture avec un champignon, les échantillons sont filtrés à travers un 

filtre seringue de porosité de 5 µm permettant d’éliminer la biomasse fongique 

pouvant interférer dans la lecture de la DO600nm. 

La concentration de B. velezensis a également été déterminée par cytométrie de flux 

(CF) avec le cytomètre en flux Accuri C6 (BD Accuri, San Jose CA, Etats-Unis) à un 

débit fixé à 35 µL.min-1. Préalablement, l’échantillon est dilué avec du tampon 

phosphate (PBS, 137 mM chlorure de sodium, 10 mM phosphate, 2,7 mM chlorure 

de potassium ; pH = 7,4) pour atteindre une concentration inférieure à 2500 

cellules.µL-1. Pour que les résultats soient statistiquement validés, 40000 cellules sont 

dénombrées pour calculer la concentration. De même que pour la mesure de la 

DO600nm, les échantillons provenant de cocultures sont préalablement filtrés avec un 

filtre de 5 µm. 

Pour établir une courbe de calibration DO600nm – concentration, une culture de 24 h 

de B. velezensis dans du TY a été diluée en 5 dilutions successives de 2 en 2. La DO 

ainsi que la concentration par CF de chaque dilution a été déterminée afin de pouvoir 

tracer une courbe de calibration.  

Lorsque B. velezensis est immobilisé sur le support métallique, la quantification est 

faite par détermination de la masse sèche attachée au support (comme décrite ci-

dessus). 

 

3. Génération de surnageants de culture 

Le surnageant de culture constitue la phase liquide de celle-ci, qui renferme les 

molécules produites et sécrétées par les souches cultivées. Les surnageants des 

différentes conditions de culture sont récupérés par centrifugation de l’échantillon 

suivi par une filtration stérile de la phase liquide. Des filtres à seringue en acétate de 

cellulose (CA) d’une porosité de 0,22 µm (Sartorius Stedim Biotech GmbH, 

Goettingen, Allemagne) sont utilisés pour la filtration. 

Un fractionnement a été mené sur le surnageant d’une culture de T. harzianum 

IHEM5437 de 6 jours dans le milieu nitrate (MM décrit dans la section 5) dans le but 

de séparer les molécules qu’il renferme selon leur masse moléculaire. Le surnageant 

est passé successivement à travers des filtres à centrifuger de porosité de 50, 30, 10 et 

3 kDa (Amicon® Ultra – 15, Merck Millipore Ltd, Cork Ireland). Dans un premier 

temps, le surnageant de T. harzianum est placé dans le tube contenant la membrane 

de cut off (ou seuil de coupure) 50 kDa. Le tube est centrifugé 30 min à 5000 rpm. Le 

perméat est ensuite refiltré mais avec un cut off de 30 kDa, et ainsi de suite. À chaque 
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étape, le rétentat est lavé deux fois avec de l’eau physiologique (toujours à travers la 

même membrane). À la fin du fractionnement, 5 fractions sont générées : 

- Fraction A : molécules de masse moléculaire supérieure à 50 kDa 

- Fraction B : molécules de masse moléculaire comprise entre 30 et 50 kDa 

- Fraction C : molécules de masse moléculaire comprise entre 10 et 30 kDa  

- Fraction D : molécules de masse moléculaire comprise entre 3 et 30 kDa 

- Fraction E : molécules de masse moléculaire inférieure à 3 kDa 

Certaines molécules pouvant être retenues dans les filaments de T. harzianum, des 

extractions au méthanol ont été effectuées à partir de biomasse de coculture en 

planctonique (récupérée par centrifugation) ou sur support métallique (récupérée avec 

un scalpel). Les biomasses sont plongées dans 10 mL de méthanol, mélangées 

vigoureusement et incubées pendant 2 h puis centrifugées 30 mins à 8000 x g. La 

phase liquide contenant le méthanol et les molécules extraites de la biomasse est filtrée 

avec des filtres à seringue en polytétrafluoroéthylène (PTFE) (Sartorius Stedim 

Biotech GmbH, Goettingen, Allemagne) d’une porosité de 0,22 µm. Ensuite, une 

concentration de l’échantillon est faite par évaporation totale du méthanol avec un 

concentrateur centrifuge sous vide speedvac (ThermoScientific, Rochester, Etats-

Unis) dont le programme est réglé pour l’évaporation de solvant à 40 °C. Les dépôts 

sont ensuite solubilisés dans 500 µL d’eau et refiltrés avec des filtres de 0,22 µm avant 

les analyses HPLC requises. 

 

4. Culture dans le milieu riche 

4.1. Composition du milieu et conditions de culture 

Le milieu de culture utilisé dans la première partie des expériences est le milieu 

Tryptone-Extrait de levure décrit précédemment, auquel 0,1 mM de MnCl2 a été 

ajouté [281]. Des fioles de 250 mL à col large contenant 100 mL de TY ont été 

utilisées pour effectuer les cultures. Dans certaines conditions, un support (Laboratory 

packings, Sulzer Chemtech, Winterthur, Suisse) est utilisé pour l’attachement des 

biomasses et la favorisation de la formation de biofilms. Ce support, formé de 2 

feuilles en métal structuré découpées en rectangle de dimensions de 80 × 50 mm et 

attachées avec un collier de serrage (Figure 16), est inséré dans les fioles avant 

l’autoclavage.  
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Figure 16 : Support métallique composé de deux feuilles en métal structuré  

attachées avec un collier de serrage utilisé pour la culture en biofilm dans des bioréacteurs 

Après chaque expérience, le support est traité pendant 24 h avec une solution de 4 

M de NaOH pour faciliter le détachement du biofilm, puis incubé une heure dans de 

l’eau distillée à 100 °C [351]. Les cultures sont incubées à une température de 30 °C 

de 24 h jusqu’à 96 h selon les expériences. 

L’inoculation du champignon est faite à partir d’une solution de spores générée 

comme décrit ci-dessus, pour une concentration finale de 2.105 spore.mL-1.  

L’inoculum bactérien est issu d’une préculture d’une nuit dans le milieu TY. La 

préculture est centrifugée pendant 5 min à 8000 x g, et le culot de cellules resolubilisé 

dans de l’eau physiologique est ajouté à la culture pour atteindre une DO600nm finale 

de 0,01.  

Des monocultures de B. velezensis GA1, de T. harzianum IHEM5437 et des 

cocultures de ces souches sont effectuées dans ce milieu TY. 

4.2. Optimisation des conditions de culture et d’attachement 

sur support 
4.2.1. Le pH 

L’effet de la régulation du pH sur l’attachement de B. velezensis GA1 sur le support 

a été suivi dans un bioréacteur à biofilm à film tombant, constitué d’un bioréacteur 

conventionnel de 2 L (BIOSTAT B Plus, Sartorius Stedim, Schaerbeek, Belgique) 

contenant le milieu de culture TY, relié à une colonne qui renferme 5 disques de 

support métallique superposés et de poids connu, avec le milieu de culture y circulant 

en continu (Figure 17).  
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Figure 17 : Schématisation du bioréacteur à biofilm à film tombant, constitué d’un 

bioréacteur conventionnel de 2 L relié à une colonne renfermant 5 disques de support 

métallique superposés. Le milieu de culture circule du bioréacteur, où se trouvent les sondes 

permettant le contrôle du pH et de la température, vers la colonne, puis de la colonne vers le 

bioréacteur 

L’inoculation du bioréacteur se fait à partir d’une préculture d’une nuit dans le 

milieu TY à l’aide d’un système de pompage qui prélève la préculture stérilement. 

Dans le bioréacteur, la culture est maintenue à 30 °C avec une agitation de 400 rpm. 

Dans une première condition, le pH n’a pas été contrôlé. Dans la seconde, il a été 

maintenu à 6,5 grâce au système de régulation de pH du bioréacteur qui supplémente 

le milieu de culture avec de l’acide chloridrique ou de l’hydroxyde de sodium. Après 

48 h de culture, les 5 disques de support métallique sont prélevés de la colonne et 

égouttés pendant 2 h pour retirer le surplus de milieu. La matière sèche est 

ultérieurement déterminée après 24 h d’incubation à 106 °C. 

4.2.2. Vitesse d’agitation 

La vitesse d’agitation optimale pour l’attachement de la biomasse sur le support 

métallique est évaluée en fiole. En respectant les conditions d’inoculation décrites 

dans la section 4.1, 3 vitesses d’agitation différentes : 80, 100 et 120 rpm ont été 

testées pour les cultures de T. harzianum et B. velezensis séparément. Chaque 24 h et 

pendant 4 jours, les supports, de masse préalablement déterminée, sont retirés des 

fioles, égouttés pendant 2 h puis placés 24 h à 106 °C afin de pouvoir déterminer la 

masse de la matière sèche attachée. Les résultats présentés sont basés sur des 

expérimentations menées en triplicata.  
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4.2.3. Inoculation séquentielle 

Plusieurs stratégies d’inoculation ont été analysées pour déterminer celle favorisant 

la croissance des deux souches en coculture : 

- Une co-inoculation dans laquelle la bactérie et le champignon sont ajoutés 

simultanément au début de la culture 

- Une inoculation séquentielle où B. velezensis est inoculé 24 h avant les spores 

de T. harzianum 

- Une inoculation séquentielle où les spores de T. harzianum sont inoculées 24 

h ou 48 h avant l’ajout de B. velezensis 

Pour toutes les stratégies envisagées, l’inoculation des cultures a été faite dans les 

conditions décrites dans la section 4.1, dans des fioles contenant un support 

métallique. Après l’inoculation de la seconde souche, les fioles sont maintenues en 

incubation pendant 72 h. La DO600nm de la phase planctonique est déterminée chaque 

24 h. La biomasse qui a adhéré au support est déterminée par le calcul de la matière 

sèche sans séparation des souches chaque 24 h également. À la fin de l’incubation, 

des observations microscopiques de la phase planctonique et de la phase immobilisée 

sur support sont effectuées. Les résultats présentés sont basés sur des 

expérimentations menées en triplicat. 

En plus de la croissance, la production de lipopeptides par la souche GA1 a été 

suivie par UPLC-MS (méthode décrite dans la section 6.2) afin d’évaluer l’effet de la 

coculture avec T. harzianum sur la génération de ces métabolites à activité 

antifongique. 

4.3. Effet des lipopeptides de B. velezensis sur T. harzianum 
4.3.1. Test de confrontation sur boite avec des mutants de B. velezensis 

L’effet des lipopeptides sécrétés par B. velezensis a été déterminé par l’utilisation 

de mutants de la souche GA1, produisant 1 ou 2 lipopeptides, ainsi qu’avec une souche 

ne produisant aucun lipopeptide (Tableau 5). La souche GA1 est utilisée comme 

témoin.  

Les tests sont effectués sur des boites de TY solide. Les champignons sont inoculés 

à partir d’une solution de spores de concentration ajustée à 2.105 spore.mL-1, 24 h 

avant l’inoculation des bactéries. Cinq microlitres de la solution de spores sont 

déposés à proximité du centre de la boite de Pétri comme décrit dans la Figure 18. 

Les boites sont incubées, couvercle vers le bas, à 30 °C. 
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Figure 18 : Détermination de l'effet antagoniste des différents mutants de B. velezensis 

GA1 vis-à-vis de T. harzianum IHEM5437 sur boite de Pétri contenant le milieu TY solide. 

Une goutte contenant les cellules bactériennes est placée à 1 cm de la colonie de 

champignon. La zone d’inhibition Zi entre les deux colonies de microorganismes est mesurée 

après 48 h d’incubation. 

L’inoculum bactérien est préparé à partir d’une culture de 24 h dans du TY à 30 °C. 

La culture est centrifugée et le culot suspendu dans de l’eau physiologique pour 

atteindre une DO600nm de 0,01. Deux microlitres de cette solution sont déposés à 1 cm 

de distance de la colonie du champignon dont les spores ont germé. Les boites sont 

incubées pour 48 h supplémentaires couvercle vers le bas à 30 °C. 

L’inhibition ou non de la croissance de T. harzianum est évaluée par la mesure de 

la distance entre sa colonie et celle des souches de B. velezensis, correspondant à la 

zone d’inhibition Zi. 

4.3.2. Test de culture de T. harzianum avec supplémentation de lipopeptides 

dans le milieu 

L’effet des lipopeptides sur la croissance du champignon est déterminé, plus 

précisément, en réalisant des cultures de T. harzianum dans le milieu TY avec ajout 

de chacun des 3 lipopeptides (surfactine, fengycine et iturine) séparément. La 

surfactine et la fengycine utilisées ont été produites respectivement par les souches de 

B. subtilis BBG131 et BC27, selon le protocole décrit par Desmyttere et al. (2019) 

[352]. La mycosubtiline, appartenant à la famille des iturines et utilisée dans cette 

expérience, a été produite par la souche BBG125 selon le protocole décrit par Béchet 

et al. (2013) [353]. Des solutions de lipopeptides de concentration de 12 g.L-1 sont 

préparées dans 10 mL d’eau distillée. Trois millilitres de chaque solution sont ajoutés 

à une culture de T. harzianum de 20 mL, réalisée en triplicat. Les cultures du 

champignon contiennent alors 36 mg de lipopeptide pur. Les cultures sont incubées à 

30 °C avec agitation à 100 rpm pendant 48 h. La matière sèche est calculée par la suite 
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afin d’évaluer la croissance du champignon dans ces conditions en comparaison avec 

une culture témoin sans ajout de lipopeptides.  

4.4. Effet du surnageant de T. harzianum sur l’activité 

antifongique et antibactérienne de B. velezensis 

Pour élucider l’impact des molécules produites par T. harzianum sur l’activité 

antimicrobienne de la souche GA1, des cultures de cette bactérie dans du TY sont 

effectuées en absence ou en présence de 5 % ou 10 % (v/v) de surnageant de T. 

harzianum. Dans un volume final de culture de 100 mL, 0, 5 ou 10 mL d’un 

surnageant, issu d’une culture de 48 h de T. harzianum, sont ajoutés. Après 24 h de 

culture, les différents surnageants de B. velezensis sont récupérés selon le protocole 

décrit dans la section 3.  

Sur une boite de Pétri contenant du milieu TY solide, 4 puits équidistants sont 

creusés à l’aide d’un emporte-pièce. Les pathogènes sont ensuite ensemencés en stries 

à l’aide d’un coton-tige de façon à couvrir de manière homogène toute la boite. Le 

coton-tige est trempé dans une solution d’eau physiologique contenant les bactéries 

ou les spores des champignons pathogènes. La solution de bactérie est préparée à 

partir de cellules récupérées d’une culture de 48 h, lavées et resuspendues dans l’eau 

physiologique pour atteindre une DO600nm de 0,01. La solution de spores des 

champignons est récupérée à partir d’une boite de Pétri et la concentration est ajustée 

à 2.105 spore.mL-1. Les surnageants des différentes cultures de B. velezensis sont 

déposés respectivement dans 3 puits. Un volume de 100 µL est déposé à chaque fois. 

Dans le 4ème puits, 100 µL d’eau distillée stérile sont ajoutés pour servir comme témoin 

négatif. La Figure 19 reprend le dispositif expérimental de la méthode des puits. 

 

Figure 19 : Détermination de l'activité antifongique du surnageant de B. velezensis GA1 

par la méthode des puits en ajoutant les variants de ce surnageants dans les puits et en 

analysant la zone d’inhibition autour des puits 
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Après 48 h d’incubation à 30 °C, le diamètre de la zone d’inhibition qui représente 

la zone de non-croissance du pathogène autour des puits est mesurée et permet 

d’estimer l’effet inhibiteur des surnageants de B. velezensis. Les résultats présentés 

sont basés sur des expérimentations menées en triplicat. 

 

5. Cultures en milieu nitrate 

5.1. Composition du milieu et conditions de culture 

Un deuxième milieu, le milieu nitrate (MN), est utilisé pour cultiver les 

microorganismes [354]. Celui-ci contient des éléments sous forme minérale à 

l’exception de la source organique de carbone, le glucose. L’azote y est présent 

uniquement sous forme de nitrate. Tous les composants sont ajoutés dans de l’eau 

distillée stérile à partir de solutions stocks dont les concentrations et le facteur de 

dilution dans le milieu de culture final sont décrits dans le Tableau 6.  

Tableau 6 : Composition du milieu nitrate MN 

Solution 
Concentration de 

la solution stock 

Facteur de dilution 

dans le volume final 

Glucose 10 % (p/v) 10 

MgSO4, 7H2O 1 M 500 

Minéraux 

NaNO3 3,5 M 

50 KCl 0,35 M 

KH2HPO4 0,55 M 

Le pH de la solution est ajusté à 5,5 avec 4 M de NaOH avant autoclavage. 

Oligoéléments 

ZnSO4, 7H2O 38 mM 

500 

H3BO3 89 mM 

MnCl2, 4H2O 12,5 mM 

FeSO4, 7H2O 9 mM 

CoCl2, 6H2O 3,55 mM 

CuSO4, 5H2O 3,2 mM 

Na2MoO4, 2H2O 3,1 mM 

EDTA-Na2, 7H2O 87 mM 

L’EDTA (acide éthylènediaminetétraacétique) est dissout en premier dans un petit 

volume d’H2O en ajustant le pH avec 4 M de NaOH. Les autres éléments sont ajoutés ensuite 

séparément au fur et à mesure de leur dissolution. Après ajustement du volume, la solution 

est stérilisée par filtration avec des filtres seringues d’une porosité de 0,22 µm. 
 

Les microorganismes sont inoculés simultanément, dans les mêmes ratios que ceux 

décrits dans le milieu TY, dans des fioles contenant 100 mL de MN. Les cultures sont 

incubées à 30 °C avec une agitation de 100 rpm de 48 h jusqu’à 6 jours. Le support 

métallique est utilisé dans certaines conditions.  
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5.2. Cultures dans le milieu nitrate avec différentes sources 

d’azote 

Des cultures de la souche GA1 ont été effectuées dans le MN supplémenté avec 

différentes sources d’azote organique afin d’étudier l’effet de la disponibilité d’azote 

sur sa croissance ainsi que son interaction avec la souche IHEM5437 par le biais de 

coculture.  

En plus du nitrate, présent initialement dans le MN, des monocultures de bactérie et 

des cocultures avec le champignon sont réalisées avec supplémentation de sulfate 

d’ammonium pour une concentration finale de 10 mM. Toutes les cultures sont 

incubées pendant 48 h (6 jours pour les cocultures). La croissance de la bactérie est 

exprimée en DO600nm et celle du champignon en matière sèche. 

Un criblage a été effectué pour déterminer les acides aminés qui constituent une 

source d’azote assimilable par B. velezensis GA1. Des solutions stocks de 10 mM 

d’alanine, arginine, asparagine, aspartate, cystéine, glutamate, glycine, histidine, 

isoleucine, leucine, lysine, méthionine, phénylalanine, proline, sérine, thréonine, 

tryptophane, tyrosine, et valine sont préparées et amendées dans le MN à 

concentration finale de 1 mM. Les analyses sont faites dans des microplaques de 96-

puits. Un volume de 200 µL de MN préalablement supplémenté avec l’acide aminé et 

inoculé par la bactérie est placé dans un puits. Chaque condition de culture est 

effectuée en triplicat, dans 3 puits différents. Les microplaques sont ensuite incubées 

dans le lecteur de microplaque pendant 48 h à 30 °C avec une faible agitation chaque 

10 minutes (avant la lecture). Une autre source d’azote organique a également été 

étudiée en la supplémentant dans le MN en monoculture et coculture : les 

casaminoacides avec une proportion massique finale de 0,1 % (p/v). Les mêmes 

analyses décrites précédemment ont permis de suivre la croissance de la bactérie dans 

cette condition. 

Par ailleurs, la source d’azote principale du MN a été modifiée. Dans un premier 

temps, la solution stock de minérauxnitrite a été préparée en remplaçant les 3,5 M de 

NaNO3 par 3,5 M de NaNO2. Des monocultures de B. velezensis et de T. harzianum 

ainsi que des cocultures sont réalisées dans ce milieu. Après 6 jours d’incubation à 30 

°C avec agitation à 100 rpm, la DO600nm des cultures est déterminée ainsi que la masse 

sèche du champignon. Des monocultures de B. velezensis ont aussi été effectuées dans 

ce MNnitrite supplémenté avec 10 mM d’ammonium. Leur croissance est déterminée 

via la DO600nm après 48 h d’incubation. Dans un second temps, le nitrate de la solution 

de minéraux a été remplacé par 1,75 M de sulfate d’ammonium (tout en conservant le 

nombre de moles d’azote) pour étudier l’effet de la présence de cette source d’azote 

uniquement sur la croissance de B. velezensis en monoculture et coculture. L’impact 

sur la croissance a été déterminé via la DO600nm après 48 h d’incubation. 

Afin de vérifier si les hypothèses émises peuvent être généralisées à d’autres 

souches de Bacillus et Trichoderma, différentes cultures et analyses similaires à celles 

décrites ci-dessus ont été réalisées. Les souches testées sont B. velezensis FZB42, B. 

velezensis S499, B. licheniformis ATCC14580, T. harzianum atrobrunneum 
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MUCL58095, Trichoderma sp MUCL58094, citées dans le Tableau 5. Les conditions 

de culture varient selon la source d’azote du MN : nitrate ou nitrite. 

Dans le MN et MNnitrite, des monocultures des différentes souches de Bacillus et de 

Trichoderma et des cocultures de différents couples sont faites dans des fioles de 50 

mL contenant 20 mL de milieu de culture.  

Pour déterminer la source d’azote fournie par T. harzianum dans le MN, des cultures 

de la souche GA1 ont été faites dans ce même milieu avec supplémentation de 

surnageant de T. harzianum, des différentes fractions du surnageant (détaillées dans 

la section 3) et le mycélium désactivé du champignon. Ce mycélium est récupéré 

d’une culture de 6 jours de T. harzianum dans le MN par centrifugation pendant 30 

min à 5000 x g. La biomasse est lavée 3 fois avec de l’eau physiologique pour éliminer 

tous les résidus du surnageant (alternance de centrifugation et resuspension). La 

suspension finale est placée dans une bouteille et autoclavée pendant 20 min à 121 

°C. Après autoclave, la biomasse désactivée est distribuée stérilement dans les fioles 

dans lesquelles le milieu sera ajouté.  

Toutes les cultures dans les différentes conditions sont menées en triplicat. 

5.3. Etude de la viabilité et l’état métabolique des cellules de 

B. velezensis par cytométrie en flux 

En plus du comptage des cellules bactériennes, la technique de CF a été utilisée pour 

déterminer la viabilité et l’état métabolique des cellules de B. velesensis GA1 dans le 

MN et en coculture avec T. harzianum, en condition planctonique ou immobilisée. 

Dans les cultures immobilisées sur support, l’analyse est faite sur les cellules présentes 

dans la phase planctonique uniquement. La détermination de la viabilité des cellules 

est possible grâce à l’utilisation de l’iodure de propidium (PI). Ce contre-colorant 

rouge est un intercalant des séquences d’ADN. Cependant, sa pénétration dans la 

cellule dépend de la perméabilité de sa membrane qui, dépend elle-même de la 

viabilité de la cellule. En d’autres termes, uniquement quand la cellule est morte, sa 

membrane est perméabilisée et émettra donc une fluorescence rouge en raison de 

l’intercalage du PI dans son génome. La fluorescence est détectée par les canaux du 

CF. 

Le réactif RedoxSensor green (RSG) est utilisé pour évaluer l’activité métabolique 

des cellules de la souche GA1. Ce réactif permet d’examiner l’activité réductase des 

cellules et ainsi le fonctionnement des chaines de transporteurs d’électrons. Quand la 

cellule est métaboliquement active, ses transporteurs d’électrons le sont également et 

permettront de réduire le RSG et émettre une fluorescence verte. La fluorescence est 

détectée par les canaux du CF. 

Des prélèvements quotidiens de B. velezensis dans des monocultures et des 

cocultures avec T. harzianum en conditions planctoniques et sur support sont effectués 

stérilement pendant 6 jours. L’échantillon est tout d’abord filtré avec un filtre seringue 

de porosité de 5 µm pour éliminer la biomasse fongique ainsi que les biofilms pouvant 

se former dans la culture. Ensuite, l’échantillon est dilué avec du PBS pour atteindre 
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une concentration inférieure à 2500 cellule.µL-1 dans un volume final de 2 mL. Ces 2 

mL sont ensuite divisés en deux volumes égaux dans deux tubes de 1,5 mL. Dans le 

premier tube 5 µL de PI sont ajoutés et dans le second 1 µL de RSG. Les mélanges 

sont incubés 10 min à l’abri de la lumière puis analysés par CF à un débit fixé à 35 

µL.min-1. Un seuil de détection à 30000 au niveau du forward scatter a été fixé. Les 

canaux de détection de fluorescence rouge (FL3) pour les échantillons traités avec le 

PI et de fluorescence verte (FL1) pour ceux avec le RSG ont été utilisés. Les résultats 

sont exprimés en termes de side scatter (SSC), forward scatter (FSC) et de 

fluorescence rouge pour le PI et verte pour le RSG. Pour que les résultats soient 

statistiquement validés, 40000 cellules sont dénombrées pour calculer la 

concentration. Toutes les expérimentations sont menées en triplicat. 

La visualisation des résultats est faite grâce à un code développé sur Spyder, 

Anaconda, un outil Python dédié au développement d’applications pour la gestion des 

données. Le code vise à créer des graphes répartissant les données en fonction de leur 

SSC, FSC et fluorescence. Un code couleur est utilisé pour exprimer l’abondance des 

populations cellulaires, le rouge pour les populations les plus concentrées et le bleu 

pour les populations faibles, en passant par le jaune et le vert. Les résultats obtenus 

sur le logiciel de traitement de données CFlow® Plus du CF sont exportés sous le 

format de FCS et serviront d’entrée pour le code.  

5.4. Effet de T. harzianum sur la production de lipopeptides 

par B. velezensis 
5.4.1 Effet du surnageant de T. harzianum 

Pour étudier la capacité de T. harzianum, et en particulier des molécules produites 

par ce champignon dans le MN, à dégrader les lipopeptides, des solutions de 

lipopeptides sont mélangées au surnageant de T. harzianum. La surfactine, la 

fengycine et la mycosubtiline (un membre de la famille des iturines) utilisées dans 

cette expérience sont produites par les souches B. subtilis BBG131, BC27 et BBG125 

respectivement comme décrit précédemment [5]. Chaque solution est préparée dans 

un volume de 1,5 mL d’eau à une concentration de 0,5 g.L-1 et filtrée avec un filtre 

seringue à 0,22 µm de porosité. La solution est ensuite répartie dans 3 tubes de 1,5 

mL pour mener les expériences en triplicats. Dans chaque tube, 0,5 mL de surnageant 

de T. harzianum provenant d’une culture de 6 jours dans le MN est ajouté. La 

concentration en lipopeptides est suivie par UPLC chaque heure, pendant les 4 

premières heures, puis à 24 h.  

Le pH du milieu de culture de la coculture de B. velezensis et T. harzianum est aussi 

suivi pour étudier l’effet de sa modification par T. harzianum sur les lipopeptides. Une 

coculture est effectuée dans un milieu nitrate tamponné avec 21 g.L-1 de MOPS à un 

pH de 6,5. Le MOPS est ajouté dans la solution H2O du MN et le pH est réglé avec 

du NaOH à 4 M. 
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5.4.2 Effet de l’interaction physique T. harzianum – B. velezensis 

L’impact de l’interaction physique entre les souches T. harzianum IHEM5437 et B. 

velezensis GA1, c’est-à-dire l’effet qu’a le contact de biomasse des deux souches sur 

la production de lipopeptides ne peut être élucidé qu’en séparant les deux souches. 

Cette séparation doit tenir compte du maintien de l’échange de métabolites 

interspécifique. Un dispositif de coculture avec séparation de membrane a été mis en 

place en se basant sur le protocole décrit dans la publication de Heyse et al. (2019) 

[340] avec de légères modifications. Les puits d’une microplaque à 6 puits sont 

remplis avec 3 mL de MN et inoculés avec 103 spore.mL-1 de Trichoderma. Un insert 

contenant une membrane ayant une porosité de 0,4 µm est placé dans chaque puits et 

3 mL de MN inoculés avec la bactérie à une DO600nm finale de 0,01 y sont versés. La 

plaque est scellée avec du parafilm et placée dans une enceinte préalablement saturée 

avec de l’eau pour minimiser l’évaporation. Dans le même objectif, des microplaques 

dont les puits sont remplis avec 3 mL d’eau distillée sont placées en-dessus des 

microplaques contenant les cocultures. Les plaques sont incubés 6 jours à 30 °C avec 

une agitation de 80 rpm. Le transit de molécules entre les différents compartiments 

(puits et insert) a été préalablement vérifié en utilisant du colorant textile, placé dans 

le puits ou l’insert. Après 2 h, la migration de la couleur a été suivie par observation 

à l’œil nu.  

5.5. Effet de la coculture sur l’activité antifongique et 

antibactérienne de T. harzianum et B. velezensis 

La détermination de l’activité antimicrobienne de la coculture T. harzianum -B. 

velezensis est faite par la méthode de puits décrite dans la section 4.4. Un pathogène 

parmi la liste du Tableau 5 est d’abord ensemencé sur une boite TY. Ensuite, les 

surnageants d’une monoculture de T. harzianum et d’une coculture de ce champignon 

avec la souche GA1 sont ajoutés respectivement dans un puits creusé dans cette boite. 

Dans un 3ème puits, 100 µL d’eau distillée stérile sont ajoutés pour servir comme 

témoin négatif. 

Après 48 h d’incubation à 30 °C, le diamètre de la zone d’inhibition qui représente 

la zone de non-croissance du pathogène autour des puits est mesuré. Les résultats 

présentés sont basés sur des expérimentations menées en triplicata. 

 

6. Méthodes d’analyses chimiques 

6.1. Quantification du glucose par HPLC 
La consommation du glucose dans le MN des monocultures de B. velezensis et T. 

harzianum et des cocultures, en conditions planctoniques et immobilisées sur support 

est suivie. Le profil de consommation de cette unique source de carbone reflètera l’état 

de croissance des souches dans les différentes conditions. Ces analyses sont faites par 

chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC : High-Performance 

Liquid Chromatography, Agilent 1200 pompe binaire, VWD). Chaque jour, pendant 
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6 jours, un échantillon est pris de chaque condition de culture, filtré avec un filtre 0,22 

µm et analysé par HPLC. Une colonne d’exclusion d’ions Aminex HPX-87H de 

dimensions 300 mm x 7,8 mm est utilisée à une température de 40 °C. Le volume 

d’injection est de 10 µL et l’élution est réalisée avec 5 mM d’acide sulfurique à un 

débit de 0,5 mL.min-1 pendant 35 min. La détection du glucose est faite par 

réfractométrie. Les résultats sont analysés avec le programme Open Lab CDS 2.3, la 

concentration du glucose est calculée à partir de l’aire du pic correspondant à ce sucre. 

Une droite d’étalonnage est établie à partir d’une solution mère de 10 g.L-1 de glucose 

diluée à plusieurs concentrations permettant d’établir la conversion entre l’aire des 

pics et la concentration. 

6.2. Détection et quantification des lipopeptides par UPLC-

MS 

La production de lipopeptides par la souche GA1 dans les différentes conditions de 

culture est suivie par chromatographie en phase liquide à haute pression (UPLC : 

Ultra-Performance Liquid Chromatography). Cette technique permettra de séparer les 

différentes formes de lipopeptides qui seront élués à des temps différents. Leur 

identification est ensuite confirmée par la mesure de leur masse grâce à un 

spectromètre de masse (Waters, Milford, Massachusetts, Etats-Unis) couplé à 

l’UPLC. Le spectromètre est réglé en modes négatif (ESI-) and positif (ESI+) à un 

voltage de 60 V pour détecter le rapport m/z des molécules allant de 300 à 2048. La 

colonne utilisée est une Acquity UPLC® BEH C18 de dimensions 2,1 ⨯ 50 mm avec 

des particules de diamètre de 1,7 µm (Waters, Milford, Massachusetts, Etats-Unis). 

La colonne est placée dans le four de l’UPLC réglé à 40 °C.  

Un volume de 10 µL de surnageant de culture est injecté pour chaque analyse. La 

séparation et l’élution des lipopeptides se font grâce à un gradient d’acétonitrile de 7 

min à un débit de 0,6 mL.min-1. Deux solvants sont utilisés : l’eau milliQ additionnée 

de 0,1 % d’acide formique désignée par le solvant A et l’acétonitrile avec 0,1 % 

d’acide formique désigné par le solvent B. Pendant les premières 2,4 min, un ratio de 

70 % A : 30 % B est établi. Le pourcentage du solvent B est ensuite élevé jusqu’à 95 

% et maintenu pendant 2,8 min. Le gradient finit par une phase de 1,8 min au même 

ratio qu’au départ. 

Pour le calcul de la concentration des lipopeptides, des standards sont préparés avec 

des poudres pures dissoutes dans l’éthanol à une concentration de 0,1 g.L-1. À partir 

de cette solution mère, plusieurs dilutions sont faites afin de réaliser une droite 

d’étalonnage. Le dosage de ces standards lors de l’analyse des surnageants de culture 

permet d’établir une droite d’étalonnage qui sert à calculer la concentration des 

lipopeptides dans l’échantillon. L’aire des différents pics correspondants à chaque 

lipopeptide est calculée par intégration avec le logiciel MassLynx et convertie en 

concentration en se basant sur la droite d’étalonnage. 
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6.3. Analyse des composants du surnageant par MALDI-TOF 

Les protéines/peptides présents dans le surnageant de T. harzianum et ses différentes 

fractions, générées dans la section 3, ont été analysés par MALDI-TOF (Désorption-

Ionisation Laser Assistée par Matrice couplée à un analyseur en masse à temps de 

vol).  

Cette technique permet de déterminer rapidement la masse des molécules via un 

processus impliquant une étape d’ionisation à l’aide d’un laser dans la source MALDI, 

une séparation des ions dans un champ électrostatique selon leur temps de vol dans 

l’analyseur TOF jusqu’au détecteur. Le rapport masse / charge (m/z) des molécules 

ionisées, associé à leur temps de vol, est alors déterminé. L’ionisation directe des 

molécules à l’aide du laser ne peut se faire qu’en présence d’une matrice, mélangée 

en excès à l’échantillon, qui permet d’absorber l’énergie du laser et de transmettre une 

énergie plus faible permettant l’ionisation « douce » des molécules. La matrice 

utilisée ici est de l’acide -cyano-4-hydroxy-cinnamique à 10 g.L-1 dissout dans de 

l’acétonitrile supplémenté par 2 % (v/v) d’acide trifluoroacétique. A cet effet, une co-

cristallisation sur cible MALDI (AnchorChipTM, Bruker Daltonik) de 0,5 µL 

d’échantillon et de 0,5 µL de matrice est effectuée. La matrice est également déposée 

seule en tant que contrôle négatif. Les dépôts sont ensuite analysés par le spectromètre 

de masse Autoflex SpeedTM TOF/TOF (Bruker Daltonik) piloté par le logiciel 

FlexControl™ 3.4 (Bruker Daltonik). La mesure des rapports m/z est faite en mode 

positive linéaire et réfléctron. Les données sont générées suite à 700 coups de laser et 

les spectres sont visualisés et traités via le logiciel Flexanalysis™ 3.4 (Bruker 

Daltonik). Une calibration a été préalablement effectuée avec les ions monoisotopique 

[M+H]+ de la bradykinine 1-7, l’angiotensine I, l’angiotensine II, la substance P, la 

bombésine et l’hormone adrénocorticotrope, provenant du kit standard de calibration 

de peptides (Bruker Daltonik). 

6.4. Analyse des composants du surnageant par HPLC-ESI-

Q/TOF 

La combinaison de l’HPLC à un spectromètre de masse de haute résolution permet 

dans un premier temps la décomplexification des échantillons par la séparation des 

molécules selon leur hydrophobicité et dans un second temps leur séparation selon 

leur rapport m/z avec une précision de mesure nettement supérieur au MALDI-TOF. 

Cette technique nous permettra également de détecter des plus petits ions (inférieurs 

à un rapport m/z de 800 Da) généralement non détectés par MALDI-TOF.  

Les différents échantillons (surnageant de T. harzianum et les fractions 3, 4 et 5) ont 

été séchés dans des tubes en verre à l’aide d’un concentrateur centrifuge sous vide 

(Genvac miVac Quattro, Biopharma Technologies France) puis repris dans 1,5 mL de 

H2O amendés de 0,1 % TFA (v/v).  

La fraction E, renfermant les molécules de masse moléculaire inférieure à 3 kDa, a 

été concentrée 15 fois pour permettre la détection des molécules en faible 

concentration. A ce fait, 1,5 ml de cet échantillon sont placés dans un tube en verre et 
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séchés par un concentrateur centrifuge sous vide. Le culot a été repris dans 100 µL 

d’eau / 0,1% TFA et centrifugé 10 min à 8000 x g.  

Dix microlitres de chaque échantillon ont été séparés par HPLC (ACQUITY UPLC 

system, Waters Corporation) grâce à une colonne C18-AQ (250 x 3 mm, particules de 

3 µm, Interchim, Montluçon, France). L’élution est faite avec un débit de 0,5 ml.min-

1 d’un gradient établi avec les solvants A et B (H2O + 0,1 % FA (v/v) et ACN + 0,1 % 

FA (v/v) respectivement) comme suit : passage de 1 à 30 % de solvant B en 45 min, 

suivi d’un passage à 95 % en 5 min et stabilisation à 95 % pendant 4 min. A la sortie 

de la colonne, l’éluât est analysé par le spectromètre de masse Synapt G2-Si™ 

(Waters Corporation). Les molécules sont ainsi ionisées par électrospray (à 150 °C et 

avec une tension de 3000 et 60 V pour le capillaire et le cône respectivement) à 

laquelle succède la séparation et la détection des rapports m/z des molécules ionisées 

dans un analyseur quadripôle couplé à un temps de vol (Q/TOF). L’analyse est 

effectuée en mode positif et en acquisition dépendante des données (DDA de l’anglais 

data dependent acquisition) pour les molécules de valeur m/z entre 50 Da et 2000 Da, 

avec un temps de balayage de 0,2 sec. Pour l’échantillon de la fraction E concentrée, 

une analyse MS en tandem est réalisée afin d’obtenir des informations sur la séquence 

des peptides. Dans cet objectif, un maximum de 10 ions obtenus par l’analyse MS est 

fragmenté par dissociation induite par collision (CID de l’anglais Collision Induced 

Dissociation) avec à un temps de balayage de 0,1 sec. Au cours de l’analyse, la leucine 

enképhaline ([M+H]+ = 556,632 Da) est injectée pendant 0,5 sec chaque 2,5 min afin 

de suivre et corriger les erreurs de mesure de masse.  

Pour identifier les peptides dans la fraction 5 du surnageant de T. harzianum une 

recherche par confrontation dans la base de données UniProt restreinte au protéome 

de l'organisme Trichoderma harzianum est effectuée via PEAKS Studio 8.5 

(Bioinformatics Solutions). Cette identification est faite avec une tolérance de masse 

de 35 ppm pour l’ion parent, de 0,2 Da pour les fragments et en prenant en 

considération l’oxydation variable de la méthionine. La pertinence des identités 

protéiques et peptidiques a été jugée en fonction de leur score dans le logiciel de 

recherche (p value < 0,05, taux de faux positifs < 1 %). 

6.5. Analyse des acides aminés par HPLC 

Le contenu en acide aminé du surnageant de T. harzianum a été décrypté via une 

analyse HPLC. Des dosages d’acides aminés totaux et acides aminés soufrés sont 

effectués. 

Pour cela, des échantillons sont pris à partir de 3 cultures fongiques chaque 24 h à 

partir du 3ème jour de culture et jusqu’au 6ème (échantillons en triplicat).  

La quantité d’azote totale dans les surnageants a été déterminée en utilisant le kit de 

dosage Test 'N Tube avec une plage de mesure de 2 à 150 mg.L-1 (HACH Company, 

Loveland, Colorado). Ce dosage permettra de calculer ultérieurement le volume 

nécessaire à analyser pour atteindre la concentration seuil en azote pour la détection 

par l’HPLC. Cette méthode consiste en une digestion au persulfate conduisant à la 

libération de l’azote, suivi d’une réaction colorimétrique et un dosage à l’aide d’un 
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spectrophotomètre HACH LANGE DR/2000 (HACH Company, Loveland, 

Colorado). Le dosage est fait selon le protocole préconisé par le fournisseur.  

Un second dosage d’azote a été effectué par la méthode Kjeldahl afin de déterminer 

la concentration d’azote présent sous forme oxydable, et par la suite les autres formes 

que le nitrate. Le nitrate, présent en grande concentration, est susceptible de biaiser le 

calcul du volume requis pour les analyses d’acides aminés. Cette méthode consiste à 

minéraliser la matière organique en sel d’ammonium, puis de transformer 

l’ammonium en ammoniac par distillation à la soude. L’ammoniac est finalement dosé 

avec une solution acide en présence d’un indice coloré. Le pH des surnageants de T. 

harzianum a été ajusté à 3 par addition d’HCl au moment du prélèvement afin de 

préserver l’azote sous forme d’ammoniac qui peut y être présent. 

Une fois la concentration en azote déterminée, le calcul est fait selon la formule 

suivante pour avoir un minimum de 10 mg d’azote total dans l’échantillon : 

 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑟𝑒𝑞𝑢𝑖𝑠 =
Masse requise 

Concentration d′azote total
 

                                                

                                                     Volume requis en L 

                                                     Masse requise en g 

                                                     Concentration d’azote total en g.L-1 

 

Puisque le milieu de culture contient de l’azote minéral sous forme de nitrate qui 

peut interférer dans le dosage d’azote total, une fois et demie le volume requis est 

placé dans une bouteille en verre de 250 mL pyrolysée sur la nuit. Les échantillons 

sont congelés 24 h à -20 °C puis traités à l’azote liquide pour éviter la formation de 

mousse pendant la lyophilisation. Cette dernière technique est utilisée ensuite pour les 

sécher et les récupérer sous forme de poudre (lyophilisateur Delta 1-24 LSC, Martin 

Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, Allemagne). Le séchage 

des échantillons est nécessaire pour éviter la dilution de l’acide lors de l’hydrolyse des 

acides aminés. Ainsi, pour effectuer l’hydrolyse acide, 10 mL d’acide chloridrique 6N 

amendé de 0,1 % de phénol (v/v) sont ajoutés au produit lyophilisé, la bouteille est 

hermétiquement fermée et incubée 24 h à 110 °C. Puis, les bouteilles sont refroidies 

pendant 30 min à température ambiante et 100 µL du standard interne composé de 1 

% d’acide aminobutyrique (Sigma Aldrich, Etats-Unis) dans 0,1 N d’acide 

chlorhydrique, y sont ajoutés. Un volume de 2,5 mL de la solution finale est filtré à 

travers des filtres seringues à membrane en polyfluorure de vinylidène (PVDF) de 

0,45 et 0,22 µm successivement. Le produit filtré est dilué 20 fois et 10 µL sont 

mélangés avec 70 µL d’un tampon borate (3 % acide borique H3BO3, 3,26 % 

d’hydroxyde de potassium KOH, pH = 10,4 ajusté avec l’acide orthophosphorique) et 

20 µL d’un tampon 2A (kit de dérivatisation AccQ-FluorTM, Waters, Milford, Etats-

Unis). Le mélange est ensuite incubé 1 min à température ambiante, suivi d’une 

incubation de 10 min à 55 °C, avant d’être analysé par HPLC (Waters Alliance, 

Milford, Massachusetts, Etats-Unis) couplé à un détecteur de fluorescence (excitation 

250 nm / émission 395 nm). Un standard d’acide aminé H (ThermoScientific, 
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Rochester, Etats-Unis) constitué d’un mélange de 18 acides aminés est parallèlement 

dosé pour identifier et quantifier les acides aminés des échantillons testés. La colonne 

utilisée est une ACCQ-TagTM de diamètre de 3,9 mm et de longueur de 150 mm, 

spécifique pour l’analyse des hydrolysats d’acides aminés (Waters, Milford, 

Massachusetts, Etats-Unis). Les informations relatives aux paramètres de l’HPLC 

sont présentées dans le Tableau 7 . 

Tableau 7 : Les paramètres d'élution des hydrolysats d'acides aminés par HPLC 

 
 

7. Quantification des biomasses des différentes 
souches en coculture par qPCR 

En coculture, il est difficile de quantifier les biomasses des différentes souches en 

se basant sur des paramètres conventionnels telle que la masse sèche. Il s’avère 

impossible de séparer les biomasses fongiques et bactériennes sans perte, ce qui peut 

fausser la quantification. Pour cette raison, une méthode basée sur la réaction en 

chaine par polymérase quantitative (qPCR) a été développée. 

7.1. Relation matière fraiche – matière sèche 

Pour exprimer la quantité d’ADN déterminée à l’issue de la qPCR par matière sèche, 

une relation doit être établie entre celle-ci et la matière fraiche puisque ce n’est pas 
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possible de déterminer directement la masse sèche (Ms) des échantillons qui vont 

subir l’extraction d’ADN. Des cultures de B. velezensis GA1 et T. harzianum 

IHEM5437 de 24 h dans du TY sont utilisées. Pour le champignon, la biomasse est 

récupérée par centrifugation. Différentes masses fraiches (Mf) en provenance de la 

même culture sont pesées. Pour la bactérie, plusieurs volumes sont prélevés et leur Mf 

est déterminée. Pour chaque souche, 5 points de Mf différentes sont pris. La Ms de 

tous ces échantillons est ultérieurement mesurée et une courbe de calibration est 

établie. La corrélation de la matière sèche à celle de la biomasse a généré deux 

équations qui permettront la conversion entre ces deux paramètres (Figure 20 : (A) 

Corrélation entre la matière fraiche et la matière sèche de B. velezensis et  

T. harzianum issus de monocultures dans le milieu TY, (B) Corrélation entre la 

matière fraiche de ces mêmes microorganismes et la concentrationd’ADN extrait avec 

le kit Fungi/Yeast genomic DNA isolation et dosé avec le Qubit 3.0Figure 20A) : 

 

Figure 20 : (A) Corrélation entre la matière fraiche et la matière sèche de B. velezensis et  

T. harzianum issus de monocultures dans le milieu TY, (B) Corrélation entre la matière 

fraiche de ces mêmes microorganismes et la concentrationd’ADN extrait avec le kit 

Fungi/Yeast genomic DNA isolation et dosé avec le Qubit 3.0 

Pour B. velezensis : Matière sèche (mg) = 0,1905*Biomasse (mg) 

Pour T. harzianum : Matière sèche (mg) = 0,0311*Biomasse (mg) 



Chapitre 2 : Matériels et Méthodes  

 

85 

 

7.2. Extraction de l’ADN 

Pour extraire l’ADN des souches, une technique doit être mise au point pour 

permettre une bonne extraction des souches appartenant à des règnes différents. Deux 

kits d’extractions d’ADN sont testés sur des monocultures en condition planctonique. 

7.2.1. Extraction avec le kit GeneJet genomic DNA purification 

Les premiers essais d’extraction d’ADN sont faits avec le kit GeneJet genomic DNA 

purification (Thermoscientific Molecular Biology). Des échantillons sont prélevés des 

monocultures de B. velezensis et T. harzianum et centrifugés 5 min à 8000 x g. Le 

surnageant est éliminé. Dans le tube contenant le culot (la biomasse), 360 µL de la 

solution de digestion ainsi que 20 µL de protéinase K sont ajoutés afin d’éliminer les 

enzymes susceptibles de dégrader l’ADN. Le mélange est transféré dans un tube de 2 

mL spécifique à l’usage d’un dismembrateur qui contient 100 µL de billes de verre. 

Les tubes sont mixés 1 min à 2000 rpm dans un Mikro-Dismenbrator (Sartorius, 

Allemagne), puis incubés 15 min à 56 °C avant d’être mixés de nouveau. Ensuite, 400 

µL de tampon de lyse sont ajoutés dans les tubes qui sont réincubés 10 min à 56 °C. 

Afin de dégrader les ARN pouvant interférer dans l’échantillon, 20 µL d’ARNase y 

sont ajoutés, les tubes sont vortexés et incubés 10 min à température ambiante. Toutes 

les impuretés sont ensuite éliminées par 2 minutes de centrifugation à 10000 x g. Les 

débris cellulaires, les protéines et l’ARN vont se déposer au fond du tube et l’ADN 

restera en suspension. L’ADN est ensuite précipité par ajout de l’éthanol 50 % sur la 

phase liquide récupérée du tube dans un ratio de 1 : 1 (450 µL d’éthanol pour 450 µL 

de surnageant). La purification de l’ADN se fait sur colonne déposée dans un tube de 

collection avec une première étape de fixation (le mélange surnageant – éthanol est 

déposé sur la colonne et le tout est centrifugé 1 min à 6000 x g, le perméat dans le 

tube de collection est éliminé), une seconde étape de lavage (2 étapes successives avec 

500 µL des tampons de lavage respectivement et par centrifugation 1 min à 8000 x g, 

suivie par une étape de centrifugation de 1 min à 12000 x g pour éliminer les résidus 

de l’éthanol dans les solutions tampons, le perméat dans le tube de collection est 

éliminé à chaque étape). Finalement, la colonne est placée dans un nouveau tube 

(Eppendorf de 1,5 mL) pour éluer l’ADN avec 100 µL de tampon d’élution. Après 

ajout du tampon, une incubation de 2 min est réalisée avant de centrifuger 

l’échantillon (1 min à 8000 x g). Pour s’assurer que la totalité de l’ADN fixé sur la 

membrane de la colonne est éluée, l’éluat peut être repassée de nouveau sur la même 

colonne. 

7.2.2. Extraction avec le kit Fungi/Yeast genomic DNA isolation 

Pour optimiser l’extraction de l’ADN, un second kit acquis chez Norgen Biotek est 

testé. Le principe est similaire au premier kit. Une première étape de lyse cellulaire 

avec le tampon préconisé par le kit et des billes de verre consiste à libérer l’ADN des 

cellules. Les débris sont ensuite éliminés par centrifugation (2 min à 14000 x g) et 

l’ADN précipité avec de l’éthanol 96 – 100 %. La purification est également faite sur 
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colonne avec fixation de l’ADN, suivie par des lavages de la membrane et enfin une 

élution avec les solutions proposées dans le kit.  

7.2.3. Quantification de l’ADN 

La quantité d’ADN extraite par les différents kits est déterminée avec le Qubit 3.0 

(Invitrogen, Carlsband, Californie, Etats-Unis). Ce dosage fluorimétrique consiste à 

mélanger dans le tampon fourni dans le kit un réactif fluorescent qui a des propriétés 

d’intercalant et 1 µL de l’échantillon d’ADN. La quantification est ensuite réalisée 

avec un fluoromètre (Invitrogen, Carlsband, CA, Etats-Unis) qui mesure l’absorbance 

à 260 nm.  

7.2.4. Vérification de la qualité de l’ADN 

L’intégrité de l’ADN est contrôlée sur gel agarose à 0,8 % (0,8 g d’agarose dans 

100 mL de tampon TAE (40 mM Tris – Acétate et 1 mM EDTA). Pour marquer les 

acides nucléiques, 5 µL du colorant Midori Green (Nippon Genetics Europe GmbH, 

Allemagne) sont ajoutés au gel avant de le couler dans le moule. La migration sur le 

gel de l’ADN mélangé à 20 % du tampon de charge Orange Loading Dye (Promega, 

Madison, États-Unis) est faite par électrophorèse (Electrophorèse RunOne, VWR) 

pendant 25 min à 100 V. Vu la grande taille de l’ADN génomique et l’impertinence 

de l’estimer avec un marqueur de taille, celui-ci est utilisé uniquement comme témoin 

du bon déroulement de l’électrophorèse (Smartladder, Eurogentech, Belgique). Le 

profil de migration est observé avec un trans-illuminateur UV (GenoSmart, VWR).  

7.3. Relation matière fraiche – quantité d’ADN 

Une droite de calibration entre la quantité d’ADN extraite et la matière fraiche doit 

être créée afin de vérifier la reproductibilité de l’extraction d’ADN en fonction de la 

biomasse de départ. Différents échantillons provenant des monocultures de B. 

velezensis et T. harzianum sur support et de masse déterminée ont servi pour 

l’extraction d’ADN. Pour la monoculture de B. velezensis, des échantillons sont 

prélevés de la phase planctonique et immobilisée sur le support. Des extractions à 

partir de 4 échantillons de masses différentes sont faites dans le but d’établir cette 

droite (Figure 20B). Une équation a permis de corréler la concentration d’ADN à la 

biomasse fongique : 
 

Concentration d’ADN (ng.µL-1) = 0,3702 * Biomasse (mg) 
 

En revanche, l’extraction de B. velezensis n’est pas complètement reproductible 

puisque la concentration d’ADN obtenue n’est pas proportionnelle à la biomasse 

traitée. 

7.4. Design des amorces pour T. harzianum  

Pour l’amplification de T. harzianum par qPCR, des amorces spécifiques à ce 

champignon doivent être conçues. L’espaceur interne transcrit (ou « internal 

transcribed spacer » ITS) est la région la plus évidente à cibler pour le choix des 
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amorces. C’est une région universelle pour les champignons mais très polymorphe. 

Des amorces universelles existent déjà, mais ne sont pas spécifiques à cette souche.  

Dans un premier temps, les ITS de T. harzianum sont amplifiés par PCR 

(Polymerase Chain Reaction) avec les amorces ITS1 et ITS4 présentées dans le 

Tableau 8A, en utilisant l’ADN polymérase Q5® High-Fidelity (New England 

Biolabs, Beverly, États-Unis) qui a une fidélité supérieure à celle de la Taq ADN 

polymérase. L’enzyme est mélangée avec l’ADN, les amorces, les nucléotides dans 

un tampon selon les quantités présentées dans le Tableau 8B. L’amplification est 

réalisée en 30 cycles décrits dans le Tableau 8C. 

Tableau 8 : Paramètres d'amplification PCR du gène ITS : (A) les amorces utilisées,  

(B) la composition du mix de réaction, (C) les cycles PCR  

 
Le produit de la PCR est déposé sur gel agarose pour migration comme décrit ci-

dessus. La bande d’ADN est découpée avec un scalpel et l’ADN est purifié avec le kit 

GeneJetGel extraction (Thermoscientific Molecular Biology). Le gel d’agarose est 

fondu dans un tampon de fixation à 60 °C pendant une dizaine de minutes. L’ADN 

est élué sur colonne, dosé avec le kit Qubit 3.0, puis envoyé pour séquençage à la 

société Eurogentec.  

La séquence de l’ADN est téléchargée sur le site primer3web 4.0.0 

(https://primer3plus.com/primer3web/primer3web_input.htm) afin de générer le 

meilleur couple d’amorces. Ainsi, le couple d’amorces conçu spécifiquement aux ITS 

de ce champignon est : 

TrITS Fw : cgtcatttcaaccctcgaac 

TrITS Rv : cctacctgatccgaggtcaa 

 

L’efficacité des amorces à s’hybrider et amplifier les régions ITS de T. harzianum 

a été vérifiée sur gel après amplification PCR de son génome à l’aide de ces amorces. 

Une bande d’ADN d’une taille de 700 paires de base approximativement a été 

observée sur gel agarose permettant ainsi de valider l’utilisation de ces amorces pour 

les analyses ultérieures.  

La spécificité du couple des amorces synthétisées est vérifiée par une PCR sur 

l’ADN de T. harzianum, en suivant le même protocole décrit ci-dessus (même mix et 

cycles de PCR décrit respectivement dans les Tableau 8B et C) avec les nouvelles 

https://primer3plus.com/primer3web/primer3web_input.htm
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amorces. Après amplification, l’échantillon est mélangé avec du tampon de charge et 

déposé sur gel agarose pour visualisation. Si les amorces sont correctes, elles 

s’hybrideront efficacement à l’ADN de T. harzianum et l’amplifieront, générant une 

bande d’ADN sur le gel.  

7.5. Vérification de la spécificité des amorces vis-à-vis de 

chaque souche 

Des tests préliminaires sont essentiels pour contrôler la qualité de la qPCR. Dans un 

premier temps, la spécificité des amorces d’une souche envers l’autre a été testée. Des 

mix de PCR avec l’ADN de T. harzianum et les amorces spécifiques du génome de 

Bacillus ou l’ADN de B. velezensis avec les amorces des ITS sont préparés pour 

étudier la spécificité des amorces vis-à-vis de l’espèce opposée. Si une amplification 

d’ADN est observée, les amorces ne sont alors pas adaptées pour quantifier l’ADN 

d’une souche dans un mélange d’ADN des 2 souches. Conséquemment, d’autres 

amorces doivent être synthétisées. 

Les amorces spécifiques du gène de la gyrase de B. velezensis S499 sont utilisées 

pour l’hybridation au génome de la bactérie (Tableau 9A).  

Tableau 9 : Paramètres de la qPCR pour la quantification de l’ADN génomique : (A) les 

amorces de la gyrase utilisées, (B) la composition du mix de réaction, (C) les cycles qPCR 

 
Des tests de spécificité ont été effectués avec l’ADN de la souche GA1 comme 

décrit dans la section 7.5. 

Ensuite, la spécificité de ces amorces uniquement vis-à-vis de B. velezensis et non 

de T. harzianum a été vérifiée. Ce résultat est fourni par la courbe de fusion générée 

après l’amplification, qui montre que les pics relatifs à une synthèse d’ADN double 

brin à la suite d’une hybridation spécifique avec les amorces sortent à la même 

température (température de fusion = 86,01 °C). Toutes les hybridations non 

spécifiques sont caractérisées par des pics d’amplitude plus faible, qui sortent à 

d’autres températures. La Figure 21A montre en gris les courbes correspondant à 

l’amplification du gène de la gyrase chez B. velezensis GA1, en rouge chez T. 

harzianum IHEM5437 et en jaune la courbe obtenue avec le témoin négatif (H2O).  
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Figure 21 : (A) Courbe de fusion pour les amplifications par qPCR réalisées sur les 

génomes de B. velezensis GA1 (gris) et T. harzianum IHEM5437 (rouge) avec les amorces 

de la gyrase de B. velezensis S499 (QGyr), (B) Courbe standard des Ct obtenus pour 

différentes concentrations d’ADN de B. velezensis GA1, diluées de 5 en 5  

La spécificité de ces amorces envers le gène de la gyrase uniquement chez B. 

velezensis a été validée, à la suite de l’absence de synthèse d’ADN double brin chez 

T. harzianum, mais des hybridations non spécifiques ont été observées. 

Les mêmes expériences effectuées dans le cadre de l’étude de la spécificité des 

amorces de la gyrase pour la souche GA1 ainsi que la proportionnalité de 

l’amplification par qPCR et la quantité d’ADN utilisée sont réalisées pour T. 

harzianum IHEM5437 et ses amorces. La spécificité des nouvelles amorces amplifiant 

les régions ITS est validée par l’absence de signal correspondant à une hybridation 

spécifique et une amplification de séquences génétiques chez B. velezensis GA1 

(Figure 22A). Toutefois, des hybridations non spécifiques des amorces sont 

observées sur cette même figure. 
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Figure 22 : (A) Courbe de fusion pour les amplifications par qPCR réalisées sur les 

génomes de T. harzianum IHEM5437 (rouge) et de B. velezensis GA1 (gris) avec les 

amorces des régions ITS de T. harzianum IHEM5437, (B) Courbe standard des Ct obtenus 

pour différentes concentrations d’ADN de T. harzianum, diluées de 5 en 5  

7.6. Quantification des biomasses par qPCR 

Avant de pouvoir utiliser la technique de la qPCR pour quantifier les biomasses dans 

un biofilm mixte, il est primordial de vérifier la proportionnalité du résultat de la 

qPCR à la concentration d’ADN de l’échantillon. En effet, la qPCR est une technique 

qui permet de quantifier l’ADN d’un échantillon en suivant l’amplification d’un signal 

fluorescent, corrélée à la concentration du matériel génomique. Une sonde 

fluorescente est ajoutée dans le mélange réactionnel. Cette sonde s’hybride à l’ADN 

et son signal est ainsi amplifié dans les mêmes ratios au cours des cycles de la qPCR. 

Une plus grande quantité d’ADN de départ mène à atteindre un niveau de fluorescence 

déterminé en moins de cycles qu’une plus faible quantité. Le nombre de cycle 

nécessaire pour atteindre ce niveau est qualifié de valeur Ct. En d’autres termes, le Ct 

est le nombre de cycles nécessaires pour arriver au seuil de détection de fluorescence. 

Pour des Ct inférieurs à 30, le transcrit est considéré présent dans l’échantillon. Les 

Ct supérieurs à 30 reflètent alors l’absence d’une séquence reconnue et amplifiée par 

les amorces utilisées [355]. 

Dans le cadre de cette étude, le SYBR® Green est la sonde fluorescente utilisée. 

Elle est incluse dans le kit Luna® Universal qPCR Master Mix (NEB, Beverly MA, 

Etats-Unis) qui contient aussi le tampon pour le mélange réactionnel. Les composants 

de ce dernier sont repris dans le Tableau 9B. La fluorescence est détectée par le 

thermocycleur StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster 

City, Californie, Etats-Unis). Comme pour la PCR, la qPCR comprend plusieurs 

cycles afin d’amplifier le matériel génétique de départ. Ces cycles sont repris dans le 

Tableau 9C. Lors du dernier cycle, la courbe de fusion est générée et permet de 
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vérifier la spécificité des amorces. Si elles sont spécifiques d’un seul amplicon et 

qu’aucune hybridation entre les amorces ne s’est établie, la courbe sera unimodale. 

Le pic obtenu correspond à la température de fusion de l’ADN amplifié. 

Différentes concentrations d’ADN de chaque souche sont préparées 

(préférablement des dilutions en série de 1/5). La proportinnalité entre les Ct et les 

concentrations des différents échantillons permettra de déterminer la spécificité des 

amorces vis-à-vis de l’ADN cible. Pour B. velezensis, les quantités d’ADN testées 

sont 0,2, 1, 5, 25 et 100 ng. Le nombre de cycles nécessaires pour atteindre une 

concentration d’ADN détectable pour chacun de ces échantillons doit ainsi varier avec 

une différence constante, proportionnelle au facteur de dilution constant. La Figure 

21B qui représente la courbe standard, montre que l’amplification par qPCR du gène 

de la gyrase chez B. velezensis GA1 est bien proportionnelle à la quantité d’ADN 

utilisée (sur l’axe des abscisses de la Figure 21B la quantité 1 correspond à la quantité 

maximale d’ADN utilisée : 100 ng). Trois Ct supplémentaires sont nécessaires pour 

détecter des quantités d’ADN 5 fois plus petites. De même pour T. harzianum 

IHEM5437, la proportionnalité de la valeur de Ct à la quantité d’ADN initiale (0,2, 1, 

5, 25 et 100 ng) a été confirmée par la courbe standard où 3 Ct additionnels sont 

constatés pour chaque dilution d’un facteur 5 (Figure 22B). 

Une dernière expérience de vérification de l’efficacité de cette méthode pour la 

quantification de la biomasse respective de chaque souche dans un mélange de celles-

ci consiste à analyser un mélange de biomasse de poids connus de ces deux 

microorganismes provenant de monocultures. La composition des différents mélanges 

ainsi que la concentration d’ADN extrait sont présentées dans le Tableau 10. 

Tableau 10 : Concentration d'ADN (ng par µl) extrait d'un mélange de différentes 

biomasses (en mg) de B. velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437 

 
 

En considérant que la concentration d’ADN de T. harzianum peut être déduite par 

la formule établie dans la section 7.3, la part de B. velezensis est alors calculée en 

retranchant la concentration d’ADN respectif à T. harzianum de la concentration 

totale. Une certaine proportionnalité entre la biomasse de B. velezensis et la quantité 

d’ADN obtenue est observée (Figure 23). 
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Figure 23 : Concentration d'ADN (en ng par µL) de B. velezensis calculée dans le mélange 

de biomasse (en mg) de B. velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437  

L’extraction de l’ADN total a été suivie par des analyses qPCR avec l’une ou l’autre 

des amorces, avec de l’ADN fongique et bactériens isolés comme témoin négatifs. 

Des contaminations sont constatées dans les contrôles (présence d’amplification dans 

le génome de T. harzianum avec les amorces de la gyrase et vice versa). Le même 

problème est rencontré quand un mélange d’ADN de concentration déterminée 

provenant de B. velezensis GA1 et T. harzianum séparément est utilisé. Les résultats 

ne permettent donc pas de quantifier correctement un échantillon en condition réelle, 

la biomasse immobilisée a été par la suite quantifiée en totalité sans pouvoir distinguer 

une espèce de l’autre. 
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8. Etude de l’expression des gènes de synthétases de 
lipopeptides par RT-qPCR 

Comme les lipopeptides constituent l’élément d’évaluation de l’effet de 

l’interaction, il s’avère essentiel de suivre l’effet des différents milieux de culture ainsi 

que de la coculture sur l’expression des gènes des synthétases de ces lipopeptides. Le 

taux d’expression est suivi par RT-qPCR suite à des extractions d’ARN dans 

différentes conditions de cultures décrites dans les sections précédentes :  

- B. velezensis GA1 dans TY 

- B. velezensis GA1 dans MN supplémenté avec 90 % du surnageant de T. 

harzianum IHEM5437 dans MN 

- B. velezensis GA1 en coculture avec T. harzianum IHEM5437 dans MN 

8.1. Extraction d’ARN 

Plusieurs kits ont été utilisés afin d’optimiser l’extraction d’ARN de la souche : 

NucleoSpin RNA Set for NucleoZol, NucleoSpin RNA Plus, NucleoSpin RNA 

Midi (Macherey-Nagel, Düren, Germany).  

L’extraction d’ARN est effectuée selon la procédure préconisée par chaque kit. La 

première phase de lyse est celle qui diffère d’un kit à l’autre. Pour le kit NucleoSpin 

RNA Set for NucleoZol, le NucleoZol est utilisé pour la lyse des cellules. Ce réactif 

remplace l’utilisation du chloroforme nocif et garantit l’extraction des ARN de toutes 

les tailles. Pour les autres kits, le lysozyme est utilisé pour dégrader les parois 

cellulaires et libérer les composants intracellulaires.  

Un essai d’extraction a également été réalisé en suivant le protocole détaillé dans 

les travaux de Villa-Rodríguez et al. (2018) [356]. Celui-ci consiste à lyser les cellules 

en utilisant le lysozyme couplé à l’utilisation du TRIzol – chloroforme.  

Plusieurs essais d’optimisation des protocoles sont étudiés afin d’améliorer la 

stabilité de l’ARN et l’efficacité de la lyse cellulaire. Pour garantir que l’ARN extrait 

ne soit pas dégradé en partie ou en totalité, les cellules sont directement placées dans 

du RNAlater (Invitrogen, Carlsbad, États-Unis), une solution qui stabilise l’ARN et 

qui permet de le garder intact pendant des heures à température ambiante et des jours 

à 4 °C. La quantité de transcrits, proportionnelle au niveau d’expression des gènes, est 

ainsi conservée. L’amélioration de la lyse cellulaire est réalisée par plusieurs moyens. 

Dans un premier temps, un broyage des cellules à l’azote liquide facilite la lyse des 

parois cellulaires. Dans un second temps, différentes conditions de lyse avec le 

lysozyme sont testées en suivant les instructions proposées dans l’étude de Guez et al. 

(2009) [357]. Le temps d’incubation dans le lysozyme et l’intensité d’agitation sont 

alors fixés à 10 min d’incubation et 10 min d’agitation avec des billes respectivement.  

À l’issue de ces étapes d’optimisation, un protocole adapté à l’extraction de l’ARN 

total de B. velezensis GA1 a été mis au point. Des prélèvements sont effectués chaque 

4 h pendant la phase exponentielle de croissance (pour les monocultures de B. 

velezensis). Les cellules sont récupérées par centrifugation de 2 minutes à 8000 x g, 

le surnageant est écarté. Le culot de bactéries est suspendu dans 400 µL de RNAlater. 
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Le mélange est incubé 24 h à 4 °C pour permettre au RNAlater de pénétrer la cellule, 

puis à -80 °C jusqu’à l’extraction. La DO600nm est mesurée lors de chaque prélèvement 

pour permettre de déterminer précisément la phase de croissance des cellules et 

sélectionner les échantillons les plus judicieux à l’extraction. Afin de débuter 

l’extraction, les cellules sont récupérées par centrifugation de 10 min à 10000 x g. 

Puisque le RNAlater est visqueux, une force de centrifugation plus puissante est 

nécessaire pour réussir à déposer les cellules au fond du tube, sans pour autant affecter 

l’intégrité de l’ARN stabilisé. Le surnageant est éliminé. Le culot est suspendu dans 

100 µL de solution de lysozyme à 10 g. L-1 solubilisé dans un tampon TE (10 mM Tris 

– 1 mM EDTA) et incubé 10 min à 37 °C. Ensuite, 350 µL du tampon de lyse et 3,5 

µL de -mercaptoéthanol sont ajoutés au mélange pour achever la lyse des cellules. 

Les débris cellulaires et les protéines sont ensuite éliminés par filtration sur colonne. 

De l’éthanol 70 % est utilisé pour la précipitation du matériel génétique qui est ensuite 

élué sur colonne selon les instructions du fabricant. Son élution est précédée par une 

étape de dessalement et de dégradation de l’ADN en ajoutant de la DNase diluée dans 

son tampon d’activation. 

8.2. Quantification de l’ARN et vérification de sa qualité 

La concentration d’ARN dans les échantillons est dosée par méthode de 

spectrophotométrie en utilisant le Nanodrop 2000® (Wilmington, États-Unis). Des 

concentrations d’ARN allant de 445 à 1210 ng.µL-1 ont été obtenues à partir des 

échantillons bactériens collectés (Tableau 11).  

Tableau 11 : Concentration d'ARN (en ng par µl) extrait des cellules de B. velezensis GA1 

en monoculture dans le milieu TY et dans le MN supplémenté de 90 % de surnageant de T. 

harzianum IHEM5437 issu d’une culture de 144 h et en coculture avec T. harzianum dans le 

MN 

 
Par la suite, les extraits d’ARN ont été dilués pour avoir une concentration finale de 

50 ng.µL-1. Quant à la qualité de l’ARN, elle a été vérifiée sur gel agarose par 

électrophorèse comme mentionné dans la section 7.2.4. Pour qualifier l’ARN de 

bonne qualité, un smear correspondant à la diffusion de l’ARN doit apparaitre avec 2 

bandes plus intenses renfermant les ARN ribosomiaux. 
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Pour les conditions sélectionnées, les bactéries ont été récupérées par centrifugation 

et l’ARN a été stabilisé par l’ajout de RNAlater. Bien que les premiers essais n’aient 

pas permis d’obtenir une qualité d’ARN suffisante (pas de visualisation des deux 

bandes correspondantes aux ARN ribosomiques), le kit NucleoSpin RNA Midi a 

montré la meilleure efficacité quant au rendement d’extraction obtenu (Figure 24). 

Ce kit a donc été utilisé par la suite pour les extractions d’ARN. 

 

Figure 24 : Vérification sur gel de la qualité de l'ARN extrait des cellules de B. velezensis 

GA1 issues d’une monoculture de 24 h dans le milieu TY après extraction avec plusieurs kits 

utilisant différentes méthodes de lyse 

8.3. Expression des gènes par RT-qPCR 

Le taux d’expression des gènes des synthétases de surfactine, fengycine et iturine a 

été suivi par RT-qPCR. La normalisation de l’expression est faite en se référant au 

gène de la gyrase comme décrit ci-dessous. Les échantillons sélectionnés selon la 

phase de croissance de B. velezensis sont analysés.  

Les amorces utilisées, en plus de celles de la gyrase, sont décrites dans le Tableau 

12A.  
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Tableau 12 : Paramètres de la RT-qPCR pour quantification de l’ARN : (A) les amorces 

homologues aux synthétases de lipopeptides utilisées, (B) la composition du mix de réaction, 

(C) les cycles RT-qPCR 

 
Les amorces des gènes des synthétases de lipopeptides sont spécifiques à différents 

modules selon le type de la synthétase. Pour la synthétase de surfactine, les amorces 

sont hybridées à la séquence codant pour le premier module alors que pour les 

synthétases de fengycine et d’iturine, les amorces ciblent la séquence codant 

respectivement pour le troisième et le dernier module. 

Le kit utilisé pour cette analyse est Luna® Universal qPCR Master Mix (NEB, 

Beverly MA, Etats-Unis) qui contient le tampon pour le mélange réactionnel 

renfermant le SYBR® Green qui est la sonde fluorescente servant à la détection de 

l’amplification. Le mélange réactionnel pour l’amplification est décrit dans le 

Tableau 12B ainsi que les différents cycles nécessaires (Tableau 12C). Un cycle 

supplémentaire de transcription de l’ARN en ADNc est ajouté au début de 

l’amplification par rapport à la RT-qPCR de l’ADN. Cette rétrotranscription est 

effectuée par la reverse transcriptase présente dans le mix d’enzyme. Les courbes de 

fusion sont contrôlées afin de vérifier la spécificité des amorces et la pureté des 

échantillons.  

Pour comparer les taux d’expression entre les différentes conditions, il est essentiel 

dans un premier temps de normaliser indirectement la quantité d’ARN, traduite en Ct, 

par rapport à un gène de référence dont l’expression est stable dans les différentes 

cultures. Le gène de la gyrase est sélectionné comme référence. Le ∆Ct est ainsi 

calculé selon la formule suivante : 

 

∆Ct =  Ctéchantillon –  Ctréférence 

 

Ctéchantillon : la valeur Ct obtenue pour le gène d’intérêt (srf, fen ou itu) dans une condition précise 

    Ctréférence : la valeur Ct obtenue pour le gène de référence (gyr) dans la même condition 
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Ensuite, une condition de culture doit être sélectionnée comme référence afin de 

comparer le taux d’expression dans les autres conditions à celle-ci. La valeur Ct 

obtenue avec les différentes amorces dans cette condition sera ainsi fixée et le ∆∆Ct 

calculé :  

∆∆Ct =  ∆Ct − (Ctéchantillon –  Ctcontrôle) 
 

Ctéchantillon : la valeur Ct obtenue pour le gène d’intérêt (srf, fen ou itu) dans une condition précise 

    Ctréférence : la valeur Ct obtenue pour le même gène d’intérêt (srf, fen ou itu) dans la condition 

                         contrôle  
 

Finalement, le facteur 2-ΔΔCt est calculé afin de déterminer la variation du nombre de 

copies du gène d’intérêt par rapport à la condition de contrôle, pour laquelle le facteur 

2-ΔΔCt est égale à 1. Ce facteur est référé par le terme RQ. Cette méthode de double 

normalisation a été développée par Livak et Schmittgen [358]. 

 

9. Méthodes d’analyses bioinformatiques  

9.1. Analyse des voies métaboliques par KEGG 

Les voies du métabolisme du carbone et de l'azote ont été analysées par la base de 

données Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG, 

https://www.genome.jp/kegg/). B. velezensis FZB42 et T. reesei QM6a ont été 

sélectionnés comme organismes modèles car les souches utilisées dans la présente 

étude ne figurent pas dans la base de données. Dans la rubrique « Pathway Maps », le 

métabolisme de l’azote est sélectionné en premier, puis l’organisme est choisi dans la 

rubrique « Change Pathway Type ». La disponibilité des enzymes requis pour 

métaboliser différentes formes d’azote : le nitrate, le nitrite et l’ammonium est 

examinée. 

9.2. Recherche des gènes d’intérêts par BLAST 
Pour la confirmation des résultats de l’absence ou de la présence de l’enzyme nitrite 

réductase NirA, responsable de la réduction du nitrite en ammonium, chez les souches 

de Bacillus, une analyse BLAST entre le gène codant cette enzyme (récupérable sur 

le site KEGG) et le génome entier de B. velezensis GA1 a été réalisée.  

 

10. Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel RStudio 1.1.423 

(version en langage R 4.03). Un test de t de Student ou un test de Mann-Whitney sont 

adoptés pour des comparaison entre 2 valeurs. Les groupes sont considérés 

significativement différents à une valeur-p inférieure à 0,05. Pour les comparaisons 

multiples, une analyse unidirectionnelle de la variance (ANOVA) et un test de 

Tuckey, test de la différence franchement significative (HSD) ont été effectués. Les 

groupes avec différentes lettres sont considérés significativement différents à une 

valeur-α inférieure à 0,05.  
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1. Croissance de B. velezensis GA1 et T. harzianum 
IHEM5437 dans le milieu riche TY 

Les études bibliographiques sur les exigences de croissances de Bacillus et 

Trichoderma ont permis de déterminer la température et le pH optimal pour la culture 

des deux espèces. Ces paramètres ont été fixés respectivement à 30 °C et 6,5. Le 

milieu TY enrichi a été sélectionné pour les différentes cultures, sur base de 

recherches bibliographiques qui ont démontré la capacité de ces deux 

microorganismes de s’y développer. 

Ces conditions ont été validées par la culture en condition planctonique de B. 

velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437, séparément dans un premier temps. 

Après 24 h d’incubation à une agitation de 120 rpm, la culture de Bacillus a atteint 

une DO600nm = 4,77 ± 0,53 et celle de T. harzianum une masse sèche de 79 mg dans 

100 mL de culture. Ce champignon filamenteux a formé des pellets compacts 

dispersés dans le milieu. 

Un support métallique a été introduit dans les fioles afin de simuler les conditions 

naturelles dans lesquelles ces microorganismes se développent en formant des 

biofilms sur un support, tel que les racines. Le champignon a été capable de s’attacher 

entièrement au support métallique et de coloniser la partie continuellement submergée 

dans le milieu de culture ou alternativement submergée du fait de l’agitation (Figure 

25A), formant une biomasse de 85,6 mg après 48 h. Aucune croissance n’est détectée 

en phase planctonique.  

 

Figure 25 : Observations à l’œil nu et en microscopie optique (avec les grossissements x 

400 et x 1000) de l’attachement des biomasses respectives de (A) T. harzianum IHEM5437 

et (B) B. velezensis GA1 sur le support métallique en monoculture dans le milieu TY après 

48 h d’incubation à 30 °C 

Cependant, l’attachement de la bactérie est moins efficace. La majorité de la 

population microbienne se multiplie dans la phase liquide de la culture (DO600nm = 
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1,98 ±0,034) et une faible partie se développe de manière immobilisée sur le support, 

et plus précisément sur la partie submergée en permanence (Figure 25B), avec une 

masse sèche de 26,1 mg après 48 h. Ces résultats ont été confirmés par des 

observations microscopiques en microscopie inversée. 

1.1. Optimisation de l’attachement sur le support 
1.1.1. Optimisation de la vitesse d’agitation 

L’agitation des fioles joue un rôle déterminant dans l’attachement des 

microorganismes sur le support. Trois vitesses d’agitation ont été testées et la masse 

sèche de la biomasse formée sur le support a été déterminée (Figure 26). 

 

Figure 26 : Suivi de la matière sèche (en mg) des biofilms de B. velezensis GA1 et T. 

harzianum IHEM5437 attachés sur le support métallique en monoculture dans le milieu TY 

sous différentes vitesses d'agitation (80, 100 et 120 rpm) après 24, 48, 72 et 96 h 

d’incubation à 30 °C 

Pour une vitesse d’agitation de 120 rpm, ni T. harzianum ni B. velezensis ne sont 

capables de s’attacher sur le support. Pour le champignon, l’attachement est possible 

à des niveaux similaires avec une agitation à 80 et 100 rpm. À 80 rpm, la phase 

d’attachement et de croissance marquée par la phase exponentielle de la courbe est 

plus lente et s’étale sur 3 jours. A 100 rpm, la plus grande masse sèche est observée 

après 48 h de culture suivie d’une légère baisse attribuée à la dispersion du biofilm. 

Ces deux vitesses d’agitation semblent être adéquates à la culture de T. harzianum sur 

support. En ce qui concerne B. velezensis, une biomasse plus importante s’accroche 

au support en agitant à 100 rpm. Cette dernière vitesse a donc été sélectionnée pour 

les expériences ultérieures en présence du support.  
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1.1.2. Optimisation du pH 

Afin de favoriser l’attachement de B. velezensis sur le support métallique, il est 

intéressant d’étudier l’effet du pH sur la formation de biofilm. En général, les cultures 

se font sans régulation de pH, dans un milieu de pH initial de 6,5. Un bioréacteur à 

biofilm à film tombant a permis d’étudier l’effet de la régulation continue du pH à 6,5 

sur l’attachement de la souche GA1 sur des disques de support métallique placés dans 

la colonne dans laquelle le milieu de culture circule en permanence. La masse sèche 

des biofilms attachés sur la totalité des disques a été calculée. Dans les deux 

conditions, 0,21 g de masse sèche sont relevés sur les supports (Figure 27). La 

régulation du pH n’a donc pas influencé l’attachement de B. velezensis. 

 

Figure 27 : Matière sèche (en g) du biofilm de B. velezensis GA1 attaché sur les 5 disques 

de support métallique implementés dans un bioréacteur à biofilm à film tombant avec et sans 

régulation de pH à 6,5 dans le milieu TY après 48 h de culture à 30 °C avec une agitation de 

400 rpm. Le graphique montre la moyenne et l'écart-type de trois répétitions biologiques. La 

significativité de la différence est calculée à l'aide du test de t de Student où « ns » signifie 

aucune différence significative ; « * », P<0,05 ; « ** », P<0,01 ; « *** », P<0,001 ; « **** », 

P<0,0001. 

1.2. Coculture de B. velezensis GA1 et T. harzianum 

IHEM5437  

Après avoir déterminé les conditions optimales pour la croissance de ces deux 

microorganismes et leur attachement au support, une première coculture a été 

effectuée en les inoculant simultanément dans le milieu TY en absence du support. 

Après 24 h d’incubation, une dominance de B. velezensis est constatée. La densité 

optique de la coculture, dont l’aspect ressemble à celui de la monoculture de la 

bactérie, a atteint 4,5 ±0,38. Aucune croissance fongique n’a été notée. Ce résultat a 
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été confirmé par des observations microscopiques qui ont montré les spores non 

germées de T. harzianum, parmi les cellules de B. velezensis (Figure 28). 

 

 

Figure 28 : Observations à l’aide d’un microscope optique avec un grossissment x 1000 

des spores non germinées de T. harzianum IHEM5437 (flèche jaune) dans l’inoculum et dans 

la coculture avec B. velezensis GA1 (flèche rouge) dans le milieu TY après 24 h d’incubation 

à 30 °C avec une agitation de 100 rpm 

L’inoculation simultanée d’une bactérie et d’un champignon favorise la croissance 

de la première souche, qui dans notre cas présente un rythme de croissance supérieur 

à celui de T. harzianum. Pour pallier cette différence de vitesse de développement, 

une inoculation séquentielle a été effectuée, dans laquelle T. harzianum est incubé 24 

ou 48 h avant l’inoculation de la bactérie. Cette expérience étant menée en présence 

du support, la biomasse est quantifiée en termes de densité optique pour B. velezensis 

dans la phase planctonique et de matière sèche pour le biofilm attaché au support 

Figure 29. Les résultats obtenus sont comparés à des monocultures des souches 

respectives dans les mêmes conditions de culture. 

  



Chapitre 3 : Résultats  

 

105 

 

 

Figure 29 : (A) Quantification de la croissance de B. velezensis GA1 (DO600nm) dans la 

phase planctonique des monocultures de B. velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437 ainsi 

que dans les cocultures avec inoculation séquentielle (avec un délai de 24 ou 48 h) en 

présence du support métallique dans le milieu TY après 24, 48 et 72 h d’incubation à 30 °C 

avec une agitation de 100 rpm, et (B) quantification de la croissance des biofilms en termes 

de masse sèche sur le support métallique dans ces mêmes conditions de culture. Le graphique 

montre la moyenne et l'écart-type de trois répétitions biologiques. Des lettres différentes 

indiquent des groupes statistiquement différents (ANOVA à sens unique et test HSD de 

Tukey) (significativement différent, α < 0,05). 

Dans la monoculture de T. harzianum, une densité optique nulle est mesurée puisque 

le champignon se développe entièrement sur le support. Dans la monoculture de B. 

velezensis, la DO600nm s’élève à 2,0 après 24 h d’incubation. Une légère baisse est 

observée à 48 et 72 h. Quand T. harzianum est inoculée 24 h avant B. velezensis, des 

valeurs similaires de DO600nm sont obtenues avec une différence non significative avec 

la monoculture de cette bactérie. Cependant, quand B. velezensis est inoculé 48 h après 
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le champignon, une baisse significative de la croissance bactérienne a été mise en 

évidence avec une faible DO600nm = 0,1 après 24 h d’incubation et qui augmente 

légèrement pour atteindre environ 0,5 après 72 h d’incubation de la coculture (Figure 

29A).  

La monoculture de T. harzianum en présence du support a permis l’attachement de 

26 mg de matière sèche après 24 h d’incubation et 60 mg supplémentaires 24 h plus 

tard. Après 24 h, 12 mg de matière sèche de B. velezensis s’est attaché au support en 

monoculture et cette quantité a doublé à 48 h. Après 24 h de coculture où B. velezensis 

est ajouté 24 h après le champignon (48 h d’incubation pour T. harzianum), la masse 

sèche du biofilm est similaire à celle d’une monoculture de 24 h de T. harzianum. Une 

légère augmentation de la quantité de masse sèche attachée est notée à 48 et 72 h. 

Quand B. velezensis est inoculée 48 h après T. harzianum et l’ensemble cocultivé 

pendant 72 h, la quantité de biofilm attaché au support est de 65 mg et ne varie pas 

significativement au cours de la culture.  

Les observations microscopiques de la biomasse attachée au support ont montré que 

la pré-colonisation de celui-ci par le champignon favorise l’attachement de la bactérie 

(Figure 30).  

 

Figure 30 : Observations à l’œil nu et à l’aide d’un microscope optique avec un 

grossissement x 400 de l’attachement sur le support métallique des biofilms mixtes de 

champignon (flèche jaune) et de bactérie (flèche rouge) dans les cocultures avec inoculation 

séquentielle (A) T. harzianum 24 h – B. velezensis et (B) T. harzianum 48 h – B. velezensis 

dans le milieu TY après 48 h d’incubation à 30 °C avec une agitation de 100 rpm 

Pour la coculture T. harzianum 24 h – B. velezensis, des biofilms bactériens sont 

distingués sur les hyphes submergés en continu ou alternativement dans le milieu de 

culture (Figure 30A). Ces biofilms sont plus denses quand T. harzianum est précultivé 

pendant 48 h (Figure 30B). 
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2. Quantification de la proportion relative des 
biomasses dans un biofilm mixte 

La détermination de la matière sèche des biofilms attachés au support ne permet pas 

de discerner la part de chaque microorganisme mais uniquement de quantifier la 

totalité. Ainsi, pour pouvoir quantifier la proportion relative de la biomasse de B. 

velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437 dans les biofilms mixtes, une stratégie se 

basant sur des analyses en qPCR de séquences géniques des individus a été élaborée. 

Ce workflow est constitué de 3 étapes majeures : l’établissement d’une relation 

mathématiques entre la biomasse et la masse sèche pour chaque microorganisme, 

l’établissement d’une relation mathématiques entre la biomasse et la concentration 

d’ADN extrait et une étape finale d’analyse par qPCR. Chaque étape requiert des 

calibrations pour garantir la reproductibilité des résultats. La réussite des différentes 

étapes permettra alors de déterminer la proportion de chaque microorganisme dans le 

biofilm mixte en se basant sur le nombre de Ct obtenu après amplification par qPCR. 

Toutefois, la faible reproductibilité des extractions d’ADN de B. velezensis GA1 et la 

présence d’hybridations non sécifiques des amorces utilisées n’a pas permis 

d’exploiter cette méthode dans la quantification des microorganismes attachés sur le 

support. 

 

3. Compatibilité des souches et effet de leur 
interaction sur leur activité antimicrobienne  

3.1. Effet de B. velezensis sur la croissance de T. harzianum 

Les premiers résultats obtenus lors de la coculture avec inoculation simultanée 

suggère une inhibition de la croissance du champignon par B. velezensis. Le rythme 

de croissance élevé de B. velezensis n’est pas le seul facteur à considérer, puisque ce 

dernier produit des molécules antifongiques (les lipopeptides) qui peuvent inhiber la 

croissance de T. harzianum. Pour élucider le rôle de ces NRPs, deux tests ont été 

réalisés : une confrontation sur boite entre T. harzianum et différents mutants de la 

souche GA1 qui produisent un ou deux lipopeptides (Tableau 5) et une culture liquide 

de T. harzianum supplémentée avec des lipopeptides isolés.  
La confrontation sur boite de TY entre T. harzianum et B. velezensis GA1 montre 

la présence d’une zone d’inhibition de 0,3 cm après 48 h d’incubation. Cette zone est 

inexistante quand le mutant Δsfp qui ne produit aucun lipopeptide est utilisé. Les 

mutants simples, produisant deux lipopeptides à la fois, ont entrainé une inhibition de 

la croissance de T. harzianum. La zone d’inhibition est plus importante avec le mutant 

Δsrf (0,25 cm) suivie par celle du mutant Δfen et Δitu induisant une zone d’inhibition 

de 0,2 et 0,1 respectivement. L’utilisation des doubles mutants Δsrf Δitu, ΔfenΔitu et 

ΔsrfΔfen contre T. harzianum a aussi engendré une zone d’inhibition. La plus grande 

zone d’inhibition a été obtenue avec ΔsrfΔfen (0,15 cm) et la plus faible avec ΔfenΔitu 

(0,05 cm). Une zone d’inhibition de 0,12 cm est notée pour la confrontation de T. 

harzianum avec Δsrf Δitu (Figure 31AI et AII).  
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Figure 31 : (A) Tests de confrontation sur boite de milieu TY entre T. harzianum, B. 

velezensis GA1 et ses différents mutants simples et doubles pour les gènes codant pour les 

synthétases des 3 familles de lipopeptides, (AI) aspect de croissance des microorganismes sur 

boite de Pétri contenant le milieu TY solide, la présence des barres roses, bleus et jaunes 

correspond respectivement à la capacité du mutant à produire l’iturine, la fengycine et la 

surfactine, (AII) La zone d’inhibition (cm) observée entre la colonie de T. harianum 

IHEM5437 et les mutants de B. velezensis GA1. (B) Matière sèche (en mg) de T. harzianum 

obtenue dans une monoculture dans le milieu TY en présence de 12 g.L-1 d’iturine, de 

fengycine ou de surfactine après 48 h d’incubation à 30 °C avec une agitation de 100 rpm. Le 

graphique montre la moyenne et l'écart-type de trois répétitions biologiques. Des lettres 

différentes indiquent des groupes statistiquement différents (ANOVA à sens unique et test 

HSD de Tukey (significativement différent, α < 0,05). 
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Sur base de ce test, le mutant produisant de l’iturine et de la fengycine présente la 

plus grande activité antifongique, soulignant l’implication de ces deux LPs dans 

l’inhibition de la croissance de T. harzianum par rapport à la surfactine. Ce résultat a 

été confirmé par les observations obtenues avec les doubles mutants. 

L’effet direct des lipopeptides sur T. harzianum a été déterminé en effectuant des 

monocultures de ce champignon auxquelles sont ajoutés, séparément, 36 mg de 

surfactine, de fengycine et de mycosubtiline afin d’atteinde une concentration finale 

de 1,5 g.L-1 de chaque lipopeptide. En comparaison avec la condition contrôle dans 

laquelle aucun lipopeptide n’est ajouté à la monoculture, 25 % et 50 % de réduction 

de la croissance de T. harzianum sont observées en présence de surfactine et de 

fengycine respectivement. La mycosubtiline a entièrement inhibé la croissance de ce 

champignon. La faible masse sèche détectée dans cette condition correspond à la 

masse de l’inoculum (Figure 31B). 

3.2. Effet du surnageant de T. harzianum sur la croissance et 

l’activité de B. velezensis  

La souche B. velezensis a été cultivée en monoculture en présence de 5 ou 10 % de 

surnageant de T. harzianum afin de déterminer si ce dernier affecte la croissance et la 

production de métabolites à activité biocide par la bactérie. Les DO600nm après 24 h 

d’incubation des 2 cultures ne sont pas significativement différentes de celle de la 

condition contrôle (sans ajout de surnageant) et restent autour de 4,5 (Figure 32).  

 

Figure 32 : Croissance de B. velezensis GA1 (DO600nm) après 24 h d’incubation à 30 °C 

dans le milieu TY en absence ou en présence de différentes concentrations de surnageant (5 

et 10 %) issu d’une monoculture de T. harzianum âgée de 48 h dans le milieu TY. Le 

graphique montre la moyenne et l'écart-type de trois répétitions biologiques. La 

significativité de la différence est calculée à l'aide du test de t de Student où « ns » signifie 

aucune différence significative. 
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Pour déterminer l’effet du surnageant fongique sur l’activité de B. velezensis dans 

le biocontrôle (en particulier les activités antimicrobiennes), les surnageants des 3 

monocultures précédentes de B. velezensis ont été déposés dans des puits pour tester 

leur efficacité dans l’inhibition de certains phytopathogènes bactériens : A. 

tumefaciens, X. campestris, C. michiganensis, R. fascians et des phytopathogènes 

fongiques : B. cinerea et R. mucilaginosa. L’inhibition de ces 6 pathogènes est 

similaire pour les 3 traitements utilisés (Figure 33). 

 

Figure 33 : Détermination de l’inhibition de la croissance de plusieurs phytopathogènes 

(A. tumefasciens, X. campestris, C. michiganensis, R. fascians, B. cinerea, R. mucilaginosa) 

par la méthode des puits, en présence de 100 µL de surnageants de B. velezensis GA1 issus 

de monocultures dans le milieu TY, supplémentées ou pas avec différentes concentrations (5 

et 10 %) d’un surnageant issu d’une monoculture de T. harzianum dans le milieu TY âgée de 

48 h. L’expérience est effectuée avec 3 répétitions biologiques. 
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3.3. Effet de T. harzianum sur la production de lipopeptides 
Après avoir déterminer l’effet du surnageant de T. harzianum sur la production de 

métabolites antimicrobiens par B. velezensis, une attention a été apportée à l’effet sur 

la production de lipopeptides en monoculture et en coculture avec T. harzianum. Les 

3 conditions de cocultures : avec inoculation simultanée et avec inoculation 

séquentielle à 24 et 48 h ont été analysées. La concentration en lipopeptides a été 

déterminée et comparée à celle de la monoculture de B. velezensis.  

Des courbes d’étalonnage ont été établies d’un côté pour convertir la DO600nm des 

cultures en concentration cellulaire afin d’exprimer la production en unité cellulaire, 

et de l’autre côté pour convertir l’aire des pics correspondants aux lipopeptides dans 

les chromatogrammes d’UPLC en concentration massique.  

Les quatre équations générées sont les suivantes : 

 
 

                    

 

Concentration d’iturine (g.L-1) = Aire des pics / 2 E6 

 

Concentration de fengycine (g.L-1) = Aire des pics / 1 E6 

 

Concentration de surfactine (g.L-1) = Aire des pics / 642174 

 

Lorsque le champignon et la bactérie sont inoculés simultanément, aucune variation 

significative de la production de lipopeptides n’est remarquée par rapport à la 

monoculture de B. velezensis. En effet, 0,13 et 0,16 pg.cellule-1 d’iturine, 0,28 et 0,32 

pg.cellulle-1 de fengycine, 0,17 et 0,21 pg.cellulle-1 de surfactine y sont produits 

respectivement (Figure 34A).  

= 7 E10 * DO600nm – 3 E9 Concentration cellulaire de 

B. velezensis GA1 (cellule.L-1) 
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Figure 34 : (A) Concentrations de lipopeptides déterminées par UPLC (en g par cellule) 

produits en monoculture de B. velezensis GA1 dans le milieu TY et en coculture avec 

inoculation simultanée de B. velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437 dans le milieu TY. 

Le graphique montre la moyenne et l'écart-type de trois répétitions biologiques. La 

significativité de la différence est calculée à l'aide du test de t de Student où « ns » signifie 

aucune différence significative ; « * », P<0,05 ; « ** », P<0,01 ; « *** », P<0,001 ; « **** », 

P<0,0001. (B) Spectre UV généré par UPLC des lipopeptides produits en monoculture de B. 

velezensis et en coculture avec inoculation séquentielle de T. harzianum IHEM5437 24 h - B. 

velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437 48 h – B. velezensis GA1 dans le milieu TY  

En ce qui concerne la coculture avec inoculation séquentielle, l’ajout de B. 

velezensis après 24 h de T. harzianum engendre un profil d’élution des lipopeptides 

par UPLC similaire à celui de la monoculture de B. velezensis. En revanche, 

l’inoculation de la bactérie après 48 h entraine la diminution voire l’absence de 

production de lipopeptides, et en particulier des fengycines et iturines (Figure 34B). 
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4. Croissance de B. velezensis GA1 et T. harzianum 
IHEM5437 dans le milieu nitrate MN 

4.1. Choix de la source d’azote 
Dans l’objetif de sélectionner un milieu de culture qui permettra la croissance des 

deux microorganismes en cocultures, les données relatives au métabolisme de l’azote 

chez les microorganismes du genre B. velezensis et T. harzianum ont été extraites de 

KEGG puis analysées. Les souches B. velezensis FZB42 et T. reesei QM6a ont été 

utilisées comme souches de référence à défaut de la disponibilité d’information sur le 

métabolisme des souches d’intérêt étudiées au cours de ce projet.  

La capacité de ces deux souches à assimiler les différentes sources d’azote minéral 

a pu être démontrée. B. velezensis FZB42 et T. reesei QM6a sont capables d’utiliser 

l’ammonium comme source unique d’azote puisqu’ils disposent des enzymes requises 

à cet effet. T. reesei possède les enzymes impliquées dans la réduction du nitrate (NR) 

et du nitrite (Nit-6) en ammonium utilisable comme source d’azote pour sa croissance. 

De son coté, B. velezensis produit une nitrate réductase (NasAB) mais pas de nitrite 

réductase, ce qui entrave la production d’ammonium et subséquemment la 

biosynthèse d’acides nucléiques et d’acides aminés pour le développement de la 

biomasse (Figure 35).  

 

Figure 35 : Réduction du nitrate par voie assimilatoire chez T. reesei QM6a  

et B. velezensis FZB42 en nitrite par la nitrate réductase NR et NasAB respectivement, puis 

en ammonium par la nitrite réductase Nit6 chez Trichoderma. Le gène codant pour une 

nitrite réductase (NirA) dans Bacillus n’est pas présent chez B. velezensis (d’après KEGG) 

La séquence génétique codante pour les enzymes réductases a été extraite de KEGG 

et un alignement de séquence (via l’outil BLASTn) a été effectué avec le génome de 

T. harzianum T22 (le génome séquencé disponible pour les espèces T. harzianum) et 

B. velezensis GA1. La présence de séquences codantes pour la nitrate et la nitrite 

réductase a été mise en évidence chez le champignon, ainsi que celle de la nitrate 

réductase chez la souche GA1. Les séquences des nitrite réductases Nit-6 et NirA ont 

été comparées avec le génome de B. velezensis GA1 et aucune similitude n’a été 

détectée. Ceci confirme que cette souche est incapable d’assimiler le nitrate s’il est 

l’unique source d’azote présente. 

En conséquence, l’utilisation d’un milieu de culture contenant de l’azote 

uniquement sous forme nitrate offre une voie potentielle pour créer une dépendance 

nutritionnelle entre B. velezensis et T. harzianum. Cette dépendance pourrait permettre 

de générer une interaction positive entre ces microorganismes. 
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4.2. Monoculture de B. velezensis GA1 et T. harzianum 

IHEM5437 dans le MN 
Le milieu nitrate, un milieu défini contenant du nitrate comme unique source 

d’azote, a été utilisé pour étudier l’interaction de ces deux souches. Des monocultures 

et des cocultures avec inoculation simultanée ont été réalisées et incubées 6 jours en 

présence ou en absence du support métallique. Puisque nous nous intéressons 

particulièrement à la croissance de la bactérie dans ce milieu, une cinétique a été 

établie grâce à la technique de cytométrie en flux qui a permis de déterminer la 

concentration cellulaire chaque 24 h, pendant les 6 jours de culture. La cinétique de 

croissance de T. harzianum a été suivie uniquement en monoculture planctonique, et 

la masse sèche finale a été déterminée pour les cocultures en conditions planctonique 

et immobilisée.  

En monoculture en condition planctonique, T. harzianum se développe en formant 

des pellets, tandis qu’en présence du support, l’ensemble de la biomasse s’attache sur 

ce dernier. Dans la première condition, une masse sèche de 48 mg s’est formée et dans 

la seconde 60 mg de biofilm s’est attaché au support (Figure 36A).  
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Figure 36 : (A) Matière sèche de T. harzianum IHEM5437(en mg) en monocultures et 

cocultures avec B. velezensis en conditions planctoniques et sur support dans le MN après 6 

jours d’incubation à 30 °C avec une agitation de 100 rpm. Le graphique montre la moyenne 

et l'écart-type de trois répétitions biologiques. Des lettres différentes indiquent des groupes 

statistiquement différents (ANOVA à sens unique et test HSD de Tukey) (significativement 

différent, α < 0,05), (B) Cinétique de croissance de T. harzianum établie en fonction de la 

matière sèche (en mg) formée en monoculture planctonique dans le MN pendant 6 jours 

d’incubation à 30 °C avec une agitation de 100 rpm  

La cinétique de croissance en condition planctonique dans MN montre une phase 

exponentielle de 3 jours, puis une entrée en phase stationnaire à partir du 4ème jour de 

culture (Figure 36B). 

La croissance de B. velezensis GA1 en monoculture dans le MN, que ce soit en 

condition planctonique ou sur support, est relativement faible. Dans la première 

condition, la quantité de cellules initiales (2.107 cellules approximativement) a 
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augmentée de 3,5 fois. Cette quantité est ensuite restée stable avec une légère 

augmentation pendant 4 jours de culture après lesquels elle a triplé pour atteindre une 

concentration de 2,7.108 cellule.L-1 (Figure 37A).  

 

Figure 37 : Suivi de la concentration de B. velezensis GA1 par cytométrie en flux dans la 

phase planctonique en monoculture et en coculture avec T. harzianum IHEM5437 pendant 6 

jours de culture dans le MN en conditions (A) planctonique et (B) immobilisée. Les 

graphiques montrent la moyenne et l'écart-type de trois répétitions biologiques. Des lettres 

différentes indiquent des groupes statistiquement différents (ANOVA à sens unique et test 

HSD de Tukey) (significativement différent, α < 0,05). 
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Quand un support est utilisé, une tendance différente est observée, même si après 

24 h d’incubation le résultat est similaire à celui observé en condition planctonique 

(concentration cellulaire augmentée de 3,8 fois). A 48 h, la concentration de cellules 

bactériennes a atteint 1,3.108 et une augmentation exponentielle amène cette 

concentration à 1,9.109 cellule.L-1 au dernier jour d’incubation. Une faible chute de 23 

% de cette concentration est observée au 5ème jour (Figure 37B).  

4.3. Coculture de B. velezensis GA1 et T. harzianum 

IHEM5437 dans le MN 
Après 6 jours de coculture de B. velezensis et T. harzianum, il est constaté que ces 

deux microorganismes sont capables de se développer conjointement. La masse sèche 

de T. harzianum après 6 jours de coculture est de 38 et 53 mg en conditions 

planctonique et immobilisée sur support respectivement (Figure 36A).  

En ce qui concerne le développement de B. velezensis en coculture en condition 

planctonique, la concentration des cellules a augmenté de 50 fois après 24 h de culture, 

puis elle a doublé à 96 h. Au 5ème jour de coculture, la bactérie s’est développée pour 

atteindre une concentration de 3,7.1010 cellule.L-1 (Figure 37A). L’utilisation du 

support en coculture a induit, après 1 jour d’incubation, une multiplication de la 

quantité initiale de bactéries par 25, quantité de nouveau multipliée par 3 après 4 jours. 

Une baisse de 50 % apparait au 5ème jour et la concentration cellulaire atteignant alors 

6,8.108 cellule.L-1, augmente ensuite jusqu’à 1,9.109 cellule.L-1 le dernier jour 

d’incubation (Figure 37B).  

Pendant la coculture, un attachement des cellules de B. velezensis au mycélium de 

T. harzianum est observé par microscopie à balayage électronique. Dans la coculture 

en condition planctonique, cet attachement est plus faible. Les cellules sont éparpillées 

sur les hyphes condensées en pellet (Figure 38A). 
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Figure 38 : Observation par microscopie électronique à balayage des cocultures de B. 

velezensis GA1 (flèche rouge) et T. harzianum IHEM5437 (flèche jaune) âgées de 6 jours 

dans le MN en (A) conditions planctonique (avec un grossissement x 5500 pour l’image de 

gauche et x 4500 pour l’image de droite) et (B) sur support (avec un grossissement x 3300 

pour l’image de gauche et x 4000 pour l’image de droite) 

Dans la coculture en présence de support, B. velezensis forme des biofilms denses 

sur le mycélium du champignon (Figure 38B). 

4.4. Suivi de la consommation du glucose dans les 

monocultures et cocultures 
La consommation du glucose, l’unique source de carbone dans le MN, a été suivie 

par HPLC pendant les 6 jours de monoculture et de coculture de B. velezensis GA1 et 

T. harzianum IHEM5437. Une courbe d’étalonnage a été préalablement établie afin 

de permettre la conversion de l’aire des pics correspondants au glucose dans les 

chromatogrammes de l’HPLC en concentration en g.L-1.  
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Une équation a été générée pour effectuer cette conversion : 

  

Concentration glucose (g.L-1) = Aire des pics / 354581 

En monoculture en condition planctonique ou immobilisée sur support de T. 

harzianum, le glucose est consommé rapidement pendant les 3 premiers jours de 

culture, jusqu’à épuisement après le 4ème jour. 

Aucune consommation de glucose n’est observée dans les deux conditions de 

monoculture de B. velezensis. 

En coculture en condition planctonique, la consommation du glucose est plus lente 

et s’étale sur les 6 jours de culture. La totalité du glucose est consommée le dernier 

jour de culture. En présence du support, la concentration du glucose diminue 

graduellement jusqu’à 0,4 g.L-1 en 96 h. Après 24 h (5 jours de coculture), aucune 

trace de glucose n’est observée (Figure 39). 

 

Figure 39 : Suivi de la consommation de glucose (en g par L) en monocultures et en 

cocultures de B. velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437 en conditions planctonique et 

immobilisée sur support dans le MN  
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5. Compatibilité des souches dans le milieu nitrate 
Le comportement des microorganismes en coculture dans le milieu nitrate a été 

investigué afin de déterminer si la croissance de l’un est inhibée par la présence de 

l’autre. 

Pour T. harzianum, l’évaluation de sa viabilité dans la coculture a été effectuée sur 

une boite de Pétri contenant du MN solide ensemencé avec le champignon. Le 

surnageant de la coculture a été ajouté dans un puit. Aucune inhibition de la croissance 

de ce champignon n’a été constatée (Figure 40). 

 

Figure 40 : Effet du surnageant de la coculture de B. velezensis et T. harzianum dans le 

MN sur la croissance de T. harzianum IHEM5437 déterminé par la méthode des puits 

L’état de B. velezensis GA1 a été évalué en analysant la viabilité et l’activité 

métabolique des cellules par cytométrie en flux grâce à l’utilisation du PI et du RSG 

respectivement. Toutes les analyses de viabilité des cellules de B. velezensis en 

monoculture et en coculture planctoniques ou en présence d’un support ont montré 

que les cellules bactériennes sont vivantes. Le signal de fluorescence détecté 

correspond à une imperméabilité des membranes cellulaires témoignant de la survie 

des cellules 

Toutefois, leur activité métabolique, reflétée par leur activité respiratoire ou de 

réduction, présente des variations selon le type de culture (monoculture ou coculture) 

mais pas selon la condition de culture (planctonique ou immobilisée sur support) 

(Figure 41).  

 



Chapitre 3 : Résultats  

 

121 

 

 

Figure 41 : Détermination de l’activité métabolique des cellules de B. velezensis GA1 par 

cytométrie en flux avec le RSG en monoculture en condition (A) planctonique et (C) 

immobilisée sur support et en coculture avec T. harzianum IHEM5437 en condition (B) 

planctonique et (D) immobilisée sur support, à 24 h, 72 h, et 144 h de culture dans le MN. 

Les résultats sont exprimés en termes de side scatter (SSC), forward scatter (FSC) et de 

fluorescence verte (FL1) avec un dénombrement de 40000 cellules. Toutes les 

expérimentations ont été menées en triplicat. Les couleurs rouge et bleu correspondent 

respectivement à une forte et une faible population. 

Dans les deux conditions de monoculture, 5 à 12 % des cellules sont 

métaboliquement actives après 24 h de culture. A 72 h, ce taux augmente à 65 % avec 

la présence de deux populations microbiennes ayant une activité respiratoire 

différente. Ce pourcentage diminue ensuite à 22 % à la fin de la culture. En revanche, 

la coculture avec T. harzianum permet de rendre les bactéries plus actives 

métaboliquement. La majorité des cellules sont capables de métaboliser le RSG tout 

au long de la coculture. Après 24 h d’incubation, 93 % des cellules sont actives. Une 

faible population bactérienne perd son activité après 72 h (30 %) mais à la fin de la 

coculture 85 % des bacilles demeurent actifs.  

 

6. Validation du modèle de la coculture 
Les résultats obtenus avec l’utilisation de MN démontre la difficulté de B. velezensis 

GA1 à se développer en monoculture avec le nitrate comme source d’azote. La 

coculture avec T. harzianum a permis d’apporter une solution à ce problème. Afin de 

confirmer l’implication de la source d’azote dans le comportement de B. velezensis et 

de vérifier si ce modèle de coculture est applicable avec d’autres souches, deux types 

de validations ont été effectuées. Pour ces expériences, les cultures ont été réalisées 

uniquement en condition planctonique afin de pouvoir facilement quantifier les 

différentes biomasses. 
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6.1. Variation de la source d’azote  
Les analyses du métabolisme de l’azote ont montré que B. velezensis peut utiliser 

l’ammonium pour se développer. Une monoculture de cette souche ainsi qu’une 

coculture avec T. harzianum ont été réalisées dans du MN supplémenté avec 10 mM 

de sulfate d’ammonium et dans un MN où le nitrate est totalement substitué par de 

l’ammonium. La croissance de B. velezensis dans toutes ces conditions a été 

quantifiée. Dans la première, des DO600nm de 1,06 et 1,1 ont été obtenues en 

monoculture et en coculture respectivement. Concernant la condition où la totalité du 

nitrate a été substituée par l’ammonium, les valeurs de DO600nm de 6,6 et 5,5 ont été 

respectivement obtenues. En coculture, aucune croissance de T. harzianum n’a pu être 

détectée (Figure 42). 

 

Figure 42 : Croissance de B. velezensis GA1 (DO600nm) en monoculture et en coculture  

avec T. harzianum IHEM5437 dans le MN, le MN supplémenté avec 10 mM de sulfate 

d’ammonium, le MN sans nitrate MN supplémenté avec 35 mM de sulfate d’ammonium, le 

MN où le nitrate est substitué par le nitrite et le MN supplémenté avec 0,1 % de 

casaminoacides après 48 h d’incubation pour les monocultures et 144 h d’incubation pour les 

cocultures à 30 °C. Le graphique montre la moyenne et l'écart-type de trois répétitions 

biologiques. Des lettres différentes indiquent des groupes statistiquement différents 

(ANOVA à sens unique et test HSD de Tukey) (significativement différent, α < 0,05) 

Du fait de l’absence de la nitrite réductase, B. velezensis n’est pas en mesure 

d’assimiler le nitrite. Le nitrate du MN a donc été substitué par du nitrite et des 

monocultures de B. velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437, ainsi qu’une 

coculture, ont été réalisées. Une très faible croissance a été constatée en monoculture 

(DO600nm = 0,08) tandis qu’en coculture la bactérie a pu se développer et atteindre une 

densité optique égale à 0,55.  
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Par la suite, plusieurs sources d’azote organique ont été testées pour vérifier si la 

suppression de la dépendance nutritionnelle modifie la compatibilité des souches. 

L’ajout de casaminoacides au MN a induit la croissance de B. velezensis en 

monoculture et en coculture à des DO600nm finales respectives de 5,1 et 5,2. En 

coculture, le développement de T. harzianum est inhibé par la bactérie (Figure 42). 

Des monocultures de B. velezensis ont été réalisées dans du MN en présence des 20 

acides aminés séparément afin de vérifier si ces sources d’azote permettent la 

croissance de la bactérie dans ce milieu de culture. La DO600nm des monocultures a été 

suivie en continu dans un lecteur de microplaque et pendant 48 h de culture (Figure 

43).  

 

Figure 43 : Suivi de la croissance de B. velezensis GA1 (DO600nm) en microplaque pendant 

48 h, en monoculture dans le MN supplémenté séparément avec les 20 acides aminés avec 

une concentration finale de 1 mM. Le graphique montre la moyenne et les écart-types de 

trois répétitions biologiques. 

Les acides aminés permettant la croissance de B. velezensis dans le MN sont 

l’asparagine, l’acide glutamique, la glutamine, l’alanine, l’arginine, la proline et 

l’acide aspartique. La plus forte croissance a été observée avec l’asparagine, la 

glutamine, l’arginine et la proline où une DO600nm proche de 1,2 a été atteinte. 
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6.2. Validation du modèle sur différentes souches de Bacillus 

et Trichoderma 
La reproductibilité des résultats obtenus avec d’autres espèces de Bacillus et 

Trichoderma a été vérifiée via des monocultures des bactéries et des cocultures avec 

les différents champignons dans du MN et du MNnitrite. Deux souches de B. velezensis 

produisant des lipopeptides (FZB42 et S499) et une espèce de B. licheniformis ont été 

utilisées. Cette dernière possède les enzymes requises à l’assimilation du nitrate 

comme unique source d’azote. En plus de T. harzianum IHEM5437, Trichoderma sp. 

MUCL58094 et T. atrobrunneum MUCL58095 ont été testés en coculture 

respectivement avec les bactéries citées précédemment. Les résultats obtenus sont 

présentés dans la Figure 44.  
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Figure 44 : (A) Croissance des bactéries B. velezensis GA1, B. velezensis FZB42, B. velezensis 

S499 et B. licheniformis ATCC14580 (DO600nm mesurée après 48 h pour les monocultures et 144 h 

pour les cocultures) et (B) des champignons T. harzianum IHEM5437, Trichoderma sp. 

MUCL58094 et T. atrobrunneum MUCL58095 (matière sèche en mg mesurée après 144 h 

d’incubation) en monoculture et en coculture dans le MN (I) et MNnitrite (II) incubées à 30 °C avec 

une agitation de 100 rpm. Le graphique montre la moyenne et l'écart-type de trois répétitions 

biologiques. Des lettres différentes indiquent des groupes statistiquement différents (ANOVA à sens 

unique et test HSD de Tukey) (significativement différent, α < 0,05). 
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Aucune des souches de B. velezensis n’est capable de se développer 

significativement dans le MN ou le MNnitrite en monoculture, à l’opposé de B. 

licheniformis qui a atteint une DO600nm autour 1,4 en MN et 1,1 en MNnitrite (Figure 

44A, I et II). La coculture avec les 3 souches de Trichoderma a permis une croissance 

de toutes les souches de B. velezensis dans les deux milieux de culture. La croissance 

des champignons en coculture avec B. licheniformis est inhibée, probablement du fait 

d’une croissance plus rapide et plus importante de la bactérie. Toutefois, en coculture 

avec les bactéries de l’espèce B. velezensis, une croissance des champignons a été 

constatée. Cette croissance n’est pas différente de celle en monoculture de ces mêmes 

champignons, avec une masse sèche moyenne obtenue de 40 mg dans 100 mL de 

milieu de culture (Figure 44B, I et II). 

 

7. Effet de T. harzianum sur la croissance de B. 
velezensis GA1 dans le milieu nitrate 

7.1. Croissance de B. velezensis avec les composantes de la 

monoculture de T. harzianum 
Les résultats obtenus jusqu’ici montrent que T. harzianum favorise et amplifie la 

croissance de B. velezensis dans le MN en absence de source d’azote assimilable par 

la bactérie. Afin de mieux comprendre comment le champignon intervient dans la 

croissance de la souche GA1, des monocultures de cette dernière en présence du 

mycélium désactivé du champignon ou de son surnageant ont été effectuées.  

L’ajout du mycélium n’a pas permis d’induire un développement de B. velezensis 

en monoculture. 

Des surnageants de monocultures de T. harzianum IHEM5437 prélevés à 24, 48, 72, 

96, 120 et 144 h ont été ajoutés séparément à la monoculture de B. velezensis en 

microplaque pour une concentration finale de 10 %. La croissance a été suivie pendant 

30 h. La croissance de la bactérie est d’autant plus favorisée lorsque l’âge de la 

monoculture de T. harzianum dont provient le surnageant augmente. La plus faible 

croissance a été obtenue avec le surnageant de 24 h et la croissance la plus importante 

avec les surnageants de 120 et 144 h. La densité optique de la monoculture de B. 

velezensis dépasse 0,3 quand le milieu de culture est supplémenté avec le surnageant 

d’une monoculture de T. harzianum de 144 h (Figure 45A).  
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Figure 45 : (A) Croissance de B. velezensis GA1 (DO600nm) en monoculture dans le MN en 

présence du surnageant de T. harzianum IHEM5437 pris chaque 24 h d’une monoculture de 

ce champignon, et (B) en présence des différentes fractions du surnageant pris à 144 h de 

culture (Fraction A, B, C, D et E renfermant respectivement les molécules de masse 

moléculaires supérieures à 50 kDa, entre 30 et 50 kDa, 10 et 30 kDa, 3 et 10 kDa et 

inférieures à 3 kDa)  

Ce surnageant a ensuite été fractionné en fonction de la masse moléculaire des 

molécules. Les différentes fractions ont été ajoutées au milieu de culture de B. 

velezensis en microplaque et la croissance a été suivie. L’ajout des fractions A, B, C 

et D renfermant les molécules de masses moléculaires supérieures à 3 kDa n’a pas 

induit la croissance de la bactérie. Toutefois, la fraction E qui renferme les molécules 
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de taille moléculaire inférieure à 3 kDa a permis d’induire une croissance de B. 

velezensis en monoculture dans le MN, avec une DO600nm de 0,23 après 60 h de culture 

(Figure 45B).  

Dans un test similaire, 90 % de surnageant de T. harzianum de 144 h a été ajouté à 

la monoculture de B. velezensis. Un milieu MN10X a ainsi été utilisé afin de ne pas 

diluer les autres apports nutritionnels après l’ajout du surnageant. La DO600nm de la 

culture a été mesurée après 30 h d’incubation et estimée à 7,9, montrant bien que 

l’effet de stimulation observée dépend de la concentration d’au moins l’une des 

molécules présente dans le surnageant et en particulier des molécules de masse 

moléculaire plus petite que 3 kDa.  

7.2. Analyse de la composition du surnageant 

Puisque le surnageant du champignon permet d’induire la croissance de B. 

velezensis, une analyse poussée a été effectuée dans le but de déterminer quelles 

molécules sont présentes dans celui-ci. Ces molécules étant sensées être une source 

d’azote, les analyses se sont focalisées sur les peptides et les acides aminés présents. 

7.2.1. Identification des peptides 

 Dans un premier temps, la composition du surnageant du champignon et de ses 

fractions a été étudiée par MALDI-TOF, avec une attention spécifique sur la fraction 

E qui semble renfermer la source d’azote d’intérêt. D’après les chromatogrammes 

obtenus, les molécules présentes dans le surnageant sont réparties dans les différentes 

fractions. Quant à la fraction E, elle renferme bien les molécules ayant les plus faibles 

rapports m/z, allant de 634 à 861 (Figure 46). 

 

Figure 46 : Chromatogrammes MALDI-TOF de la fraction du surnageant d’une culture de 

144 h de T. harzianum IHEM5437 dans le milieu MN renfermant les molécules de masse 

moléculaire inférieure à 3 kDa établi en mode linéaire et mode réflecton 

Pour détecter les ions ayant un plus faible rapport masse/charge, une analyse 

supplémentaire par HPLC-ESI-Q/TOF a été réalisée. La fraction E du surnageant de 

T. harzianum a été concentrée afin d’augmenter la possibilité de détecter les molécules 
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les plus diluées. Cette analyse a permis de mettre en évidence 6 molécules de rapport 

m/z égal à 453, 393, 349, 405, 305 et 227 (Figure 47). Les pics correspondants à ces 

molécules sont accentués dans la fraction du surnageant concentrée.  

 

 

Figure 47 : Chromatogramme HPLC-ESI-Q/TOF de la fraction du surnageant d’une 

culture de 144 h de T. harzianum IHEM5437 dans le milieu MN renfermant les molécules de 

masse moléculaire inférieure à 3 kDa et de cette même fraction concentrée 15 fois 

Le spectre de masse des pics obtenus dans le chromatogramme a ensuite été analysé 

afin de vérifier que les pics correspondent bien à des molécules. Dans ce cas, le pic 

équivalant à la masse de chaque moléculese retrouve joint par celui de la masse + 1 

(molécule protonée). Ceci est bien le cas de tous les pics observés dans le 

chromatogramme, ce qui confirme que ces pics correspondent bien à des molécules 

présentes dans le surnaegant de T. harzianum (Figure 48). 
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Figure 48 : Spectre de masse des différents pics du chromatogramme  

de l'HPLC-ESI-Q/TOF correspondant à la fraction du surnageant d’une culture de 144 h 

de T. harzianum IHEM5437 dans le milieu MN renfermant les molécules de masse 

moléculaire inférieure à 3 kDa 

Par confrontation de ces données avec celles répertoriées dans la base de données 

UniProt, restreinte au protéome de l'organisme T. harzianum, ces molécules ont été 

identifiés comme étant des peptides renfermant des domaines d’amino-oxydases.  

7.2.2. Identification des acides aminés 

La composition en acides aminés du surnageant de la monoculture de T. harzianum 

dans le MN est déterminée aux jours 3, 4, 5 et 6 de culture. Avant tout, la concentration 

d’azote totale dans les différents échantillons est dosée avec le kit HACH et le résultat 

est présenté sur la Figure 49A.  
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Figure 49 : Concentration d'azote (en mg par litre) dans les surnageants de monoculture de 

T. harzianum prélevés au jour 3, 4, 5 et 6 de culture dans le MN à 30°C (A) par le kit HACH 

qui permet de doser la concentration d’azote total et (B) par la méthode Kjeldahl qui permet 

de doser les formes oxydables de l’azote. Ces graphiques représentent les résultats obtenus 

avec 3 répétitions biologiques. 

La concentration d’azote diminue progressivement du jour 3 au jour 5 (valeur 

moyenne qui baisse de 780 à 490 mg.L-1). Exceptionnellement, la concentration 

d’azote dans le 2ème réplicat augmente de 640 à 720 mg.L-1 entre le 3ème et le 4ème jour 

de culture. Au 6ème jour, une augmentation de la concentration d’azote est observée 

(moins accentuée dans le cas du 3ème réplicat) pour atteinde une concentration 

moyenne de 635 mg.L-1. 

L’azote sous forme oxydable a été également dosé par la méthode Kjeldahl qui 

permet de calculer la concentration d’azote organique, la fraction la plus déterminante 
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pour les dosages d’acides aminés ultérieurs. Par rapport au dosage avec le kit HACH, 

des concentrations significativement plus faibles d’azote ont été observées (Figure 

49B). A l’exception du surnageant du 3ème réplicat dans lequelle la concentration 

d’azote au jour 3 est de 44 mg.L-1, les concentrations dosées dans les autres 

échantillons restent de l’ordre de moins d’une dizaine de milligrammes par litre. 

Le volume requis de surnageant pour atteindre le seuil de détection des acides 

aminés par HPLC est calculé selon l’équation établie dans la section 6.5 du 2ème 

chapitre, en se basant sur les résultats obtenus par la méthode Kjeldahl. Ces volumes 

sont présentés dans le Tableau 13.  

Tableau 13 : Volume de surnageant de T. harzianum IHEM5437 minimal requis pour les 

dosages HPLC afin d’atteindre le seuil de détection des acides aminés 

 
 

L’obtention d’une grande quantité de surnageant de champignon étant complexe, un 

dosage a été effectué avec de moindres volumes. Ce dosage n’a pas permis de détecter 

les acides aminés éventuellement présents dans le surnageant. 

 

8. Effet de la coculture sur la production de 
metabolites secondaires 

8.1. Echange de métabolites entre T. harzianum et B. 

velezensis 

Des cocultures de T. harzianum IHEM5437 et B. velezensis GA1 où chaque souche 

est séparée par une membrane semi-perméable ont été effectuées pour étudier l’effet 

de l’échange de métabolites entre ces deux microorganismes sur la production de LPs 

par la bactérie. Dans un premier temps, la migration de molécules entre l’insert et le 

puits a été mise en évidence en utilisant un colorant textile fushia. En remplissant le 

puits ou l’insert avec la solution colorée, celle-ci s’est retrouvée dans l’autre 

compartiment après moins de 2 h d’incubation.  

Une fois le flux entre les deux compartiments du système confirmé, les cocultures 

ont été réalisées. Après 6 jours d’incubation, des filaments de champignon ont été 

retrouvés dans l’insert, compartiment dédié à la croissance de la bactérie. Malgré 

l’ajout d’un filtre de 0,22 µm dans l’insert, le milieu de culture de la bactérie a été 

contaminé par T. harzianum. 
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8.2. Les métabolites produits par T. harzianum 

T. harzianum et B. velezensis GA1 étant capables de produire des molécules à 

activité antibactérienne et antifongique en plus des LPs, l’effet de la coculture sur leur 

production a été déterminé contre certains pathogènes. L’activité du surnageant de la 

coculture a été comparé uniquement à celle du surnageant de la monoculture de T. 

harzianum car la croissance de B. velezensis dans ce milieu n’est pas considérable. 

Aucune activité antimicrobienne n’a été observée en testant le surnageant de la 

monoculture et celui de la coculture contre les bactéries A. tumefaciens, X. campestris, 

C. michiganensis, ni contre le champignon F. oxysporum, comme en atteste l’absence 

de zone d’inhibition de croissance autour des puits (Figure 50). 

 

Figure 50 : Détermination de l’inhibition de la croissance de plusieurs phytopathogènes 

(A. tumefaciens, X. campestris, C. michiganensis et F. oxysporum) par la méthode des puits, 

en présence de 100 µL de surnageant prélevé d’une monoculture de T. harzianum 

IHEM5437 de 144 h dans le MN ou d’une coculture avec B. velezensis GA1 dans le MN 

après 144 h d’incubation. L’expérience a été effectuée avec 3 répétitions biologiques. 

La production de lipopeptides par la bactérie a été suivie en monoculture dans le 

MN supplémenté par le sulfate d’ammonium, le surnageant de T. harzianum à une 

concentration finale de 90 % et en coculture avec T. harzianum IHEM5437.  

La supplémentation du milieu de culture avec les différentes solutions a engendré 

la production des 3 familles de lipopeptides (Figure 51).  
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Figure 51 : Quantification par UPLC des lipopeptides (en g par cellule) produits par B. 

velezensis GA1 en monoculture planctonique de 48 h dans le MN supplémenté soit avec 10 

mM de sulfate d’ammonium, soit avec 90 % de surnageant de T. harzianum IHEM5437 

provenant d’une monoculture de 144 h, et des lipopeptides produits après 144 h de coculture 

avec T. harzianum IHEM5437 en MN. Le graphique montre la moyenne et l'écart-type de 

trois répétitions biologiques. La significativité de la différence est calculée à l'aide du test de 

t de Student où « ns » signifie aucune différence significative ; « * », P<0,05 ; « ** », P<0,01 

; « *** », P<0,001 ; « **** », P<0,0001. 

Une production de 0,2 et 1,8 pg.cellule-1 d’iturine est observée respectivement en 

monoculture supplémentée en sulfate d’ammonium et en surnageant fongique. Des 

productions de 0,73 et 10 pg.cellule-1 de fengycine, 0,63 et 6,1 pg.cellule-1 de surfactine 

y ont été dosés respectivement. En coculture, aucune production de lipopeptide n’a 

été détectée dans le surnageant. Afin d’écarter les possibilités que ces métabolites 

soient produits à des faibles concentrations ou colocalisés avec le mycélium fongique 

plutôt que dans le surnageant, une concentration du surnageant de la coculture ainsi 

qu’une extraction au méthanol à partir de la biomasse fongique ont été réalisées. 

Aucune trace de ces NRPs n’a été détectée dans les deux cas.  

8.3. Effet de T. harzianum sur la production de lipopeptides  

Les résultats précédents montrent qu’une production de lipopeptides est possible en 

présence du surnageant de T. harzianum mais pas en coculture avec ce champignon. 

Différentes hypothèses pouvant amener à la non-détection des lipopeptides ont été 

testées. 

Dans un premier temps, le pH des cultures a été mesuré pendant les 6 jours 

d’incubation. Les lipopeptides pouvant précipiter à un pH inférieur à 6, la tendance 

du milieu de culture à s’alcaliniser écarte cette possibilité (Figure 52A).  
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Figure 52 : (A) Suivi du pH des monocultures de B. velezensis GA1 et T. harzianum 

IHEM5437 dans le MM ainsi que de leur coculture dans ce milieu tamponné ou non avec du 

MOPS chaque 24 h et pendant 144 h d’incubation à 30 °C avec une agitation de 100 rpm, (B) 

Suivi par UPLC de la concentration des lipopeptides (suspendus dans une solution de 

concentration initiale de 0,5 g.L-1) dans un mélange avec du surnageant de T. harzianum issu 

d’une culture de 144 h dans un rapport de 1 : 1 pendant 24 h. Le graphique montre la 

moyenne et l'écart-type de trois répétitions techniques. 

En effet, en coculture, le pH du milieu augmente progressivement de 6,5 à 8,5 à la 

fin des 6 jours d’incubation. Cette alcalinisation est attribuée principalement à l’action 

champignon, dont le pH de la monoculture augmente également à 9 après 6 jours. Le 

pH de la monoculture de B. velezensis reste globalement stable, dû à sa très faible 

croissance. L’ajout du MOPS au MN permet de garder stable le pH à 6,5 pendant toute 

la durée de l’expérience. Malgré le contrôle de pH, aucun lipopeptide n’a été produit. 

Dans un second temps, nous avons vérifié la stabilité des lipopeptides au cours du 

temps en présence du surnageant de T. harzianum afin de déterminer s’il renferme des 

molécules capables de dégrader les NRPs. Des solutions séparées de surfactine, 
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fengycine et mycosubtiline ont été préparées et mélangées au surnageant du 

champignon. Les mélanges ont été incubés pendant 24 h à 30 °C et un dosage par 

UPLC a été effectué toutes les heures pendant 4 heures et puis à 24 h (Figure 52B). 

Pour les 3 familles de lipopeptides, une petite baisse de la concentration est détectée 

la première heure mais par la suite celle-ci demeure stable jusqu’à 24 h d’incubation. 

Dans un troisième temps, l’expression des gènes des iturines, fengycines et 

surfactines synthétases chez B. velezensis GA1 a été étudiée dans la monoculture en 

présence de 90 % du surnageant de T. harzianum et en coculture avec ce même 

champignon. L’expression dans ces deux conditions a été comparée à celle dans le 

milieu riche TY.  

Puisque la croissance de la bactérie n’est pas similaire dans les 3 cultures différentes 

(croissance plus rapide dans le milieu riche), un suivie de DO600nm a permis d’analyser 

l’expression des gènes à la même phase de croissance, c’est-à-dire à la fin de la phase 

exponentielle (Figure 53).  

 

Figure 53 : Cinétique de croissance de B. velezensis GA1 (DO600nm) (A) en monoculture 

dans le milieu TY et dans le MN supplémenté de 90 % de surnageant de T. harzianum 

IHEM5437 issu d’une culture de 144 h sur ce même milieu MN et (B) en coculture avec T. 

harzianum IHEM5437 dans le MN, les étoiles rouges correspondent aux heures de 

prélèvement pour l’analyse par RT-qPCR. Le graphique montre la moyenne et l'écart-type de 

trois répétitions biologiques. 

En monoculture dans le TY, une analyse de RT-qPCR a été réalisée sur les 

prélèvements aux heures 16, 20 et 24 h de culture, permettant à une DO600nm de 10 

d’être atteinte. Dans le MN supplémenté avec le surnageant du champignon, la phase 

exponentielle s’achève à 28 h de culture dans laquelle la bactérie s’est développée 

jusqu’une DO600nm de 7,9 (Figure 53A). L’analyse de l’expression des gènes a été 

effectuée sur cet échantillon ainsi que sur ceux prélevés à 20 et 24 h. En coculture, le 

suivi de croissance a été fait sur une base quotidienne étant donné la croissance lente 
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de la bactérie. Les prélèvements de 144 et 168 h ont été utilisés pour l’analyse de 

l’expression des gènes codants pour les LPs synthétases (Figure 53B). 

L’expression de ces gènes a été étudiée en ustilisant le gène de la gyrase comme 

référence pour normaliser la quantité d’ARN entre les différentes conditions. Le 

niveau d’expression des 3 gènes des synthétases chez B. velezensis GA1 en 

monoculture dans le TY à 24 h est définie comme référence (RQ fixé à 1) pour la 

comparaison avec les résultats obtenus dans les autres conditions. 

Le gène codant pour la synthétase d’iturine est 2 fois plus exprimé en monoculture 

dans TY à 20 h de culture par rapport à 16 et 24 h dans ce même milieu. Le niveau 

d’expression est similaire dans les trois échantillons dans le MN supplémenté de 90 

% de surnageant de T. harzianum (RQ de 1, 0,75 et 1 à 20 h, 24 h et 28 h 

respectivement). En coculture avec le champignon, l’expression de ce gène est 

réprimée. Des RQ de 0,02 sont calculés à 144 h et 166 h (Figure 54A).  
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Figure 54 : (A) Niveau d'expression (RQ qui correspond à la valeur 2-ΔΔCt) des gènes codants 

pour les synthétases d'iturine, de fengycine et de surfactine chez B. velezensis GA1 en 

monoculture dans le milieu TY et dans le MN supplémenté de 90 % de surnageant de T. 

harzianum IHEM5437 issu d’une culture de 144 h et en coculture avec T. harzianum 

IHEM5437 dans le MN, déterminé par RT-qPCR. Le graphique montre la moyenne et 

l'écart-type de trois répétitions biologiques. Des lettres différentes indiquent des groupes 

statistiquement différents (ANOVA à sens unique et test HSD de Tukey) (significativement 

différent, α < 0,05), (B) Quantification (en g par cellule) par UPLC des lipopeptides produits 

dans ces même conditions. Le graphique montre la moyenne et l'écart-type de trois 

répétitions biologiques. La significativité de la différence est calculée à l'aide du test de t de 

Student où « ns » signifie aucune différence significative ; « * », P<0,05 ; « ** », P<0,01 ; « 

*** », P<0,001 ; « **** », P<0,0001. 
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L’expression du gène codant pour la synthétase de fengycine est similaire dans 

toutes les conditions de monoculture sur TY et sur MN avec le surnageant fongique. 

Une inhibition de la synthèse a été constatée en coculture où les RQ sont de 0,25 et 

0,19 à 144 h et 168 h respectivement (Figure 54A). 

Un même niveau d’expression du gène codant pour la synthétase de surfactine a été 

observé à 16, 20 et 24 h en monoculture dans le TY. Cette expression est plus faible 

(RQ autour de 0,65) dans le MN supplémenté en surnageant de champignon. Comme 

pour les autres gènes codants pour des synthétases de LPs, ceux codant pour la 

synthétase de surfactine sont sous-exprimés en coculture. Les RQ dans cette condition 

de culture sont de 0,17 à 144 h et 0,13 à 168 h (Figure 54A). 

La production de LPs dans ces 3 conditions de culture a été suivie par UPLC. En 

monoculture dans le TY, B.velezenis GA1 a produit 0,92 pg.cellule-1 d’iturine, 5,3 

pg.cellule-1 de fengycine et 1,8 pg.cellule-1 de surfactine. En monoculture dans le MN 

en présence du surnageant de T. harzianum, 1,8 pg.cellule-1 d’iturine, 10 pg.cellule-1 

de fengycine et 6,1 pg.cellule-1 de surfactine ont été produits, comme décrit dans la 

section précédente. En coculture, il est confirmé qu’aucun lipopeptide n’est détecté 

dans le milieu de culture (Figure 54B). 
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L’étude de deux microorganismes ou plus en coculture pose deux problématiques 

majeures. La première, la plus évidente, est de parvenir à mettre au point un milieu de 

culture et un mode d’inoculation propice au développement des deux souches, sans 

que l’une des deux ne prennent l’ascendant sur l’autre. La seconde problématique 

consiste à mettre au point des méthodes d’analyses permettant de suivre la croissance 

des deux microorganismes se développant dans un environnement physique commun, 

ainsi que la production de leurs métabolites respectifs.  

 

1. Quantification des microorganismes dans un 
biofilm mixte en coculture par qPCR 

Pour répondre à cette seconde problématique, nous avons développé au cours de 

cette étude une méthode basée sur la quantification par qPCR des deux espèces. Cette 

approche a déjà prouvé son efficacité pour la quantification de levures, de bactéries et 

de champignons [359–361]. En particulier, des méthodes de quantification des 

bactéries du genre B. velezensis et des champignons du genre Trichoderma, utilisant 

la qPCR, ont déjà été décrites [359,362]. Ces études ont permis de déterminer le taux 

de croissance de ces microorganismes sur les plantes sans avoir à les cultiver in vitro. 

Un autre avantage que présente cette méthode est la spécificité vis-à-vis de l’espèce 

ciblée (si les bonnes amorces sont utilisées), la rapidité et la reproductibilité [360]. 

Toutefois, le développement d’une telle approche nécessite plusieurs calibrations, afin 

de pouvoir corréler le résultat final au matériel génétique de départ. 

Pour la première fois, cette technique a été appliquée sur un mélange de B. velezensis 

et T. harzianum. Quand la quantification se rapporte à des ADN différents dans un 

mélange, la qPCR permet de refléter les proportions relatives de chaque souche et non 

la quantité exacte de chacune. Même si le Ct obtenu est bien proportionnel à la 

concentration d’ADN provenant d’une espèce, sa valeur n’est pas conservée pour la 

même concentration d’ADN d’une autre espèce. Ces biais de qPCR sont souvent reliés 

à la taille du génome et sa composition en GC [363,364]. Bien qu’elle paraisse 

prometteuse dans la détermination de l’abondance relative de chaque espèce dans les 

biofilms mixte, cette technique reste encore à développer. En effet, plusieurs 

problèmes se sont présentés avec notamment des difficultés à obtenir une 

concentration d’ADN proportionnelle à la biomasse de B. velezensis. Cette bactérie 

est connue pour son aptitude à former des biofilms riches en EPSs. Ces substances 

comportant des polysaccharides, des lipides, des protéines et des substances humiques 

peuvent se lier aux acides nucléiques et impacter la qualité et la quantité de l’ADN 

extrait [365–367]. Cet élément permet d’expliquer la variabilité observée dans la 

quantité d’ADN obtenue à partir de biomasses similaires. Il est possible de contourner 

cet obstacle en ajoutant, en amont de la lyse cellulaire, une étape qui consiste à lyser 

et éliminer les EPSs et les éléments pouvant interférer dans l’extraction de l’ADN 

[368].  
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Un second problème mis en évidence au cours du développement de cette approche 

est la contamination croisée des échantillons. Malgré les répétitions effectuées et 

l’utilisation de nouvelles solutions d’amorces, la résolution du problème de 

contamination entre les échantillons quand B. velezensis et T. harzianum sont 

manipulés ensemble n’a pas été concluante. 

Par conséquent, cette approche n’a pas été retenue pour la quantification de B. 

velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437. Une des alternatives envisagée et 

appliquée consistait à séparer les microorganismes en fonction de leur taille lorsqu’ils 

sont cultivés en mode planctonique et d’exprimer la croissance de la bactérie en 

densité optique (ou concentration cellulaire) et le champignon en matière sèche. 

Lorsqu’ils sont en coculture, immobilisés sur support, la quantification de la bactérie 

a été faite dans la phase planctonique uniquement et celle du champignon dans la 

partie attachée sur le support. 

 

2. Le pH et la vitesse d’agitation, paramètres clés 
influençant l’attachement des microorganismes 
sur le support 

Deux conditions de coculture ont été envisagées comme indiqué précédemment : 

planctonique et immobilisée sur support. L’idée de l’utilisation du support est inspirée 

par le fait que ces microorganismes se développent sur les racines de plantes, 

lorsqu’ils sont dans leur habitat naturel. L’immobilisation des microorganismes 

permettra ainsi de rapprocher leurs caractéristiques de croissance et de production à 

celles observées en conditions naturelles dans la rhizosphère. Le support utilisé au 

cours de cette étude est inerte, constitué par des treillis ondulés en acier inoxydable. 

Il est déjà exploité pour ses avantages dans l’induction de la production de métabolites 

d’intérêt ainsi que leur purification à partir du milieu de culture [351,369,370].  

Le champignon filamenteux T. harzianum est capable de s’attacher facilement à ce 

support avec ses hyphes qui pénètrent dans les mailles et y adhèrent. Ceci a également 

été démontré par Khales et al. (2014) en bioréacteur avec T. reesei où la production 

de l’hydrophobine a été améliorée grâce à l’utilisation de ce support [371]. Par rapport 

à sa croissance en phase planctonique, T. harzianum présente une plus grande surface 

d’échange avec les phases liquide et gazeuse [372]. La consommation de nutriments 

à partir du milieu de culture est favorisée, ainsi que la consommation de l’oxygène 

grâce à l’alternance des phases de submersion et de non-submersion dans le liquide. 

Les pellets produits en culture en condition planctonique entrainent une limitation 

nutritionnelle et respiratoire aux hyphes développés dans la région centrale [373]. 

Pour cette raison, la consommation de glucose par T. harzianum est plus rapide en 

culture immobilisée.  

La formation de biofilm par B. velezensis sur ce support s’avère être moins évidente. 

En effet, les bactéries du genre Bacillus, non filamenteuses et productrices de 

lipopeptides ont montrées de plus faibles capacités d’adhésion sur ce support 

métallique [374]. L’attachement de B. subtilis 168 a été amélioré par des 
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manipulations génétiques qui ont permis de rendre cette bactérie filamenteuse et de 

lui conférer la capacité de produire des biofilms plus robustes [375]. Plusieurs 

paramètres peuvent affecter l’attachement des cellules sur le support y compris 

l’hydrophobicité de ce dernier et sa tension de surface. Les bactéries tendent à 

s’attacher plus facilement sur les surfaces hydrophobes [376]. L’utilisation d’un 

support avec une surface hydrophile limite l’accrochage et la formation de biofilm 

[377].  

L’augmentation de la capacité d’attachement des cellules de B. velezensis sur le 

mycélium fongique par rapport au support peut s’expliquer par leur degré 

d’hydrophobicité. Shakerifard et al. (2009) a démontré que les cellules de B. cereus 

et le support en acier inoxydable possèdent des hydrophobicités opposées [378]. 

L’attachement des bactéries au support hydrophile est alors défavorisé. La formation 

de biofilm de T. harzianum sur le support rend la surface plus hydrophobe et améliore 

l’attachement des cellules bactériennes [379]. L’ampleur de l’adhésion des bacilles 

sur T. harzianum varie en fonction du mode de coculture. En condition planctonique, 

dans laquelle le champignon forme des pellets, la bactérie s’y attache en plus faible 

quantité, sans formation de biofilms. Les pellets constituent des amas de mycéliums 

très compacts qui se forment suite au mouvement causé par l’agitation de la culture. 

L’adhésion des bactéries sur les champignons a déjà été constatée dans plusieurs 

études [281]. Cette aptitude dépend de plusieurs facteurs comme la viabilité du 

champignon, son stade de croissance et la région à coloniser. Par exemple, 

Pseudomonas aeruginosa s’attache préférentiellement sur le mycélium de Candida 

albicans et non pas sur les spores de cette levure [380]. En ce qui concerne B. 

velezensis, Artursson et Jansson (2003) ont démontré que l’attachement de B. 

velezensis cereus VA1 est favorisé sur les hyphes dégradés [381]. Par ailleurs, 

l’attachement de B. subtilis sur certaines régions des filaments d’Aspergillus niger 

peut s’expliquer par l’hétérogénéité de production de protéines par ce champignon. 

Ainsi, les zones produisant plus de protéines attirent davantage les bactéries [281]. 

L’accessibilité plus élevée de B. velezensis GA1 aux filaments de T. harzianum 

développés sur support induit un meilleur attachement dans cette condition de 

coculture.  

D’autres paramètres physico-chimiques influencent l’attachement des 

microorganismes sur le support. Il est essentiel notamment de trouver une vitesse 

d’agitation qui permet la formation d’un biofilm stable au cours de la culture. 

L’agitation du système de culture permet l’aération, l’homogénéisation du milieu de 

culture et empêche le dépôt des microorganismes au fond ou à la surface du liquide. 

La vitesse d’agitation peut impacter le degré d’attachement et la stabilité des 

microorganismes non motiles sur le support par la force de cisaillement qu’elle impose 

sur sa surface [382]. En effet, à partir d’une certaine vitesse, les cellules sont 

incapables de s’attacher solidement au support. La vitesse qui permet la formation 

d’une plus grande biomasse de B. velezensis GA1 et T. harzianum doit alors être 

déterminée afin d’optimiser la croissance de ces deux souches en présence du support. 

Ainsi, la vitesse d’agitation a été fixée à 100 rpm. 
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Parmi les paramètres physico-chimiques étudiés, nous retrouvons le pH du milieu 

de culture. L’effet de ce paramètre a par exemple été mis en évidence dans le cadre 

de l’étude de Vassaux et al. (2019) qui a démontré que le contrôle du pH de la culture 

du champignon Cyanodermella asteris a fortement réduit sa capacité à se développer 

et à former des biofilms sur le support métallique utilisé [351]. L’effet de ce paramètre 

a donc été étudié dans le cadre du développement de biofilm de B. velezensis GA1 sur 

le support. Cet attachement n’étant pas optimal dans les conditions de culture sans 

contrôle de pH, l’effet du maintien de celui-ci à une valeur optimale pour la croissance 

de cette bactérie a été examiné. L’analyse a permis de conclure que dans le cas étudié 

ici, l’attachement de la souche GA1 sur le support est indépendant de la régulation de 

pH. D’autre part, la formation d’une plus grande quantité de biomasse est dépendante 

de la capacité du champignon à se développer dans le pH du milieu qui varie au cours 

de la culture. En effet, les microorganismes modifient le pH de leur milieu de culture 

(acidification ou alcalinisation) par les réactions biochimiques qu’ils génèrent ainsi 

que par leur sécrétome. Leur croissance est ensuite influencée par ce changement en 

fonction de leur pH optimal de croissance. Par exemple, la croissance de la bactérie 

Lactobacillus plantarum induit l’acidification du milieu et puisque sa croissance est 

favorisée à des pH faibles, son développement est par la suite favorisé [383]. En 

résumé, les conditions de pH non contrôlées sont préférables pour la croissance de B. 

velezensis sans exercer une influence sur son attachement sur le support. Par 

conséquent, le pH des cultures n’a pas été controlé. 

 

3. Développement de stratégies de coculture 
Les modes de culture planctonique et immobilisée sur support ont été utilisés dans 

les deux approches de coculture développées au cours de cette étude. Ces approches 

ont fait appel à deux milieux de culture différents. L’effet des milieux de culture sur 

la coculture sur boites de Pétri des microorganismes a été mis en évidence dans les 

travaux d’Izquierdo-García et al. (2020) [349]. L’interaction entre T. virens GI006 et 

B. velezensis BS006 varie selon la composition du milieu de culture. La croissance du 

champignon est complètement inhibée par la bactérie dans un milieu riche synthétique 

(LB et PDA), mais pas dans un milieu où la croissance de cette dernière est ralentie. 

Ces résultats n’ont jamais été démontrés en coculture liquide. Dans cette étude, nous 

avons sélectionné un milieu riche et un milieu chimiquement défini contenant le 

nitrate comme seule source d’azote afin d’y comparer la croissance de B. velezensis 

GA1 et T. harzianum IHEM5437 en monoculture et en coculture. L’influence du 

milieu utilisé sur l’interaction entre ces microorganismes et l’activité de biocontrôle, 

déterminée en termes de production de lipopeptides par B. velezensis, a été analysée. 

Les principaux résultats sont présentés dans le Tableau 14. 
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Tableau 14 : Tableau récapitulatif des principaux résultats obtenus dans les différentes 

conditions de culture de B. velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437 

 
 

3.1. Milieux de culture sélectionnés en fonction des sources de 

nutriments 
Le milieu riche TY utilisé est un milieu synthétique et conventionnel pour la culture 

des bactéries et des champignons [281] et qui renferme tous les éléments nutritifs 

nécessaires au développement des deux microorganismes d’intérêt. Le milieu 

chimiquement défini a été sélectionné à la suite d’analyses métaboliques via la base 

de données KEGG, afin de défavoriser la croissance de la bactérie. En effet, les 

analyses de génomique et de métabolomique ont permis de dévoiler les 

complémentarités métaboliques entre les microorganismes d’intérêt. L’absence de 

certaines fonctions de biosynthèse chez le premier, empêchant ainsi sa croissance en 

monoculture, pourra être compensé par la présence du second en coculture [384]. 

La capacité des souches du genre B. velezensis et T. harzianum à assimiler 

différentes sources d’azote a été étudiée. Les premiers résultats montrent que B. 

velezensis est incapable d’utiliser le nitrate comme unique source d’azote à cause de 

l’absence de la nitrite réductase, contrairement à T. harzianum. Cette enzyme est 

essentielle pour la conversion du nitrate ou du nitrite en ammonium pour la 

biosynthèse des acides nucléiques et des acides aminés [310]. Ainsi, le nitrate a été 

choisi comme source d’azote employée dans ce second milieu de culture appelé milieu 

nitrate, dans l’objectif de restreindre son utilisation au champignon dans la coculture.  

3.2. Croissance en monocultures favorisée dans le milieu TY 

par rapport au MN 

En monocultures dans le TY, T. harzianum IHEM5437 et B. velezensis GA1 se 

développent de manière optimale. L’utilisation du support dans la monoculture de T. 

harzianum permet d’avoir une biomasse plus importante à la fin de l’incubation par 

rapport à la monoculture en condition planctonique. La croissance des champignons 

immobilisés sur un support améliore la production de biomasse, comme dans le cas 
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de Cyanodermella asteris où 39 % de biomasse en plus est générée dans la culture 

immobilisée [351]. Le rendement en biomasse par rapport à la consommation de 

nutriment, et la production de protéines sont plus élevés dans cette condition [351]. 

En ce qui concerne B. velezensis, la biomasse est répartie entre la phase planctonique 

et le support dans la monoculture immobilisée. La DO600nm obtenue dans la phase 

planctonique est égale à la moitié de celle observée en monoculture en condition 

planctonique. Néanmoins, nous ne pouvons pas considérer que la croissance de B. 

velezensis est plus faible en présence d’un support puisqu’une partie de la biomasse, 

attachée au support, n’a pas pu être quantifiée indépendamment de la biomasse 

fongique. 

 En comparaison avec le milieu nitrate, le champignon a le même comportement 

physiologique (développement sous forme de pellets en condition planctonique ou 

complètement attaché sur le support en condition immobilisée) mais avec un taux de 

croissance plus faible. Ce ralentissement de la vitesse de croissance s’explique par la 

forme de la source d’azote disponible. En effet, bien que Trichoderma puisse assimiler 

le nitrate, cette source d’azote n’est pas la source optimale pour sa croissance [385]. 

La formation de biomasse est plus importante quand l’ammonium est utilisé comme 

source d’azote. Dans cette condition, 227 mg de biomasse ont été obtenus en 

comparaison avec 100 mg en présence du nitrate. La consommation de l’ammonium 

engendre l’acidification du milieu qui devient plus adapté à la croissance du 

champignon. Les sources d’azote organiques tels que les caséines et les peptones 

favorisent aussi la croissance de T. viride avec un développement plus important que 

ceux obtenus en utilisant le nitrate [386]. Quant à B. velezensis, sa croissance dans le 

MN est très faible. En suivant l’évolution de la croissance cellulaire, la concentration 

de B. velezensis en culture planctonique a augmenté de 10 fois uniquement après 6 

jours de culture (qui correspond à une matière sèche de 1,6 mg dans 1 L de culture) et 

de 100 fois en présence du support, en comparaison à une croissance de 107 fois dans 

le milieu TY. Il a été constaté qu’une légère croissance de B. velezensis est présente 

malgré l’absence d’une source d’azote assimilable. Cette croissance peut s’expliquer 

par la présence d’impuretés dans les produits utilisés dans le milieu de culture, et en 

particulier le nitrate de sodium, qui peuvent contenir des traces d’azote sous forme 

assimilable par B. velezensis. Sachant que l’azote constitue 12 % de la matière sèche 

de Bacillus, la formation de 1,6 mg de matière sèche nécessite un apport de 0,19 mg 

d’azote assimilable dans le milieu de culture. Ce milieu contient 5,9 g de nitrate de 

sodium ayant une pureté ≥ 99 %. Ainsi, un apport approximatif de 59 mg d’impuretés 

est largement suffisant pour assurer la croissance de la bactérie en monoculture dans 

le MN. La différence de croissance observée en condition immobilisée sur support 

peut être expliquée par la présence de reste de matière organique sur le support 

recyclé. Cette matière aurait résisté au nettoyage préalable du support. 

L’utilisation du nitrite comme unique source d’azote n’a pas permis la croissance 

de la bactérie en monoculture, car la souche GA1 est incapable d’assimiler cette forme 

d’azote minérale comme mentionné dans KEGG. Quant à l’ammonium ou les sources 

organiques d’azote, et d’après KEGG, ils peuvent être utilisés par B. velezensis. Ce 
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résultat a été confirmé par la croissance de la bactérie dans le MN supplémenté de 

sulfate d’ammonium ou de casaminoacides. La substitution totale du nitrate par 

l’ammonium dans le MN provoque une croissance de B. velezensis supérieure à celle 

observée quand le milieu contenant le nitrate et l’ammonium simultanément. Cette 

observation n’est pas due à la régulation de l’assimilation de l’ammonium en présence 

du nitrate mais à la concentration d’ammonium plus élevée dans la condition de 

culture où le nitrate est complètement substitué par l’ammonium (35 mM 

d’ammonium contre 10 mM). En résumé, T. harzianum est capable de se développer 

dans le TY et le MN, à l’inverse de B. velezensis dont la croissance est limitée dans le 

MN par la source d’azote utilisée.  

Afin de détecter la présence d’un stress potentiel chez B. velezensis lié au manque 

de la source d’azote, la vitalité et l’état métabolique des cellules ont été déterminés en 

utilisant des réactifs fluoresents combinés à la cytométrie en flux. Le PI est un 

intercalant de l’ADN cellulaire. Pour y accéder, la membrane de la cellule doit etre 

suffisamment perméable [387]. Par conséquent, le PI ne peut pas accéder aux cellules 

vivantes ayant des membranes imperméables. Cette approche est utilisée dans l’étude 

des cycles cellulaires et de l’apoptose [388]. En monoculture dans le MN, aucune 

cellule de B. velezensis n’est fluorescente, elles sont donc toutes considérées comme 

vivantes. En ce qui concerne leur état métabolique, le réactif RSG permet de détecter 

leur activité de réduction et reflète ainsi les modifications dans l’activité de transfert 

d’éléctron [389]. L’utilisation du RSG est dédiée à l’étude de l’impact de facteurs 

variés sur l’activité métabolique des cellules [390]. Les cellules de B. velezensis sont 

en majorité non actives métaboliquement au début et à la fin de la monoculture en 

conditions planctonique ou attachée au support. Les cellules bactériennes présentent 

donc un stress lié à l’absence d’une source d’azote, essentielle pour leur 

développement. L’apparition d’une activité métabolique chez une partie de la 

population en cours de la culture peut être reliée à l’activation des chaines de 

transporteurs d’éléctrons suite à la libération d’une source d’azote provenant des 

cellules elles-mêmes.  

3.3. Croissance en cocultures favorisée dans le MN par 

rapport au TY 

Des stratégies différentes ont été développées pour la coculture de ces deux 

microorganismes selon le milieu utilisé. Les résultats principaux obtenus sont résumés 

dans la Figure 55. 
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Figure 55 : Récapitulatif des modalités d'interaction entre B. velezensis GA1 et T. 

harzianum IHEM5437 dans les différentes stratégies de coculture 

3.3.1. Amensalisme de B. velezensis vis-à-vis de T. harzianum en coculture 

en milieu riche TY 

En milieu riche, l’inhibition de la croissance des champignons du genre 

Trichoderma par Bacillus a été rapportée à plusieurs reprises [344–346,348]. Cette 

inhibition est principalement due au rythme de développement très rapide de la 

bactérie d’une part, et à la production de molécules antifongiques de l’autre part. En 

effet, les bactéries du genre Bacillus sont connues pour la production de nombreux 

métabolites dotés d’une activité antifongique [391]. Parmi ces métabolites, les 

lipopeptides, et en particulier ceux de la famille des fengycines et des iturines, sont 

exploités pour leur efficacité dans l’inhibition de la croissance des champignons 

pathogènes [44,157,164]. À titre d’exemple, leur activité a été démontrée contre 

Fusarium graminearum, Botrytis cinerea et Bipolaris maydis [165,392,393]. 

L’inhibition des champignons du genre Trichoderma (T. harzianum, T. koningii, T. 

viridescens et Trichoderma sp) par des souches de Bacillus a aussi été décrite dans les 

études de Kim et al. (2008) et Knight et al. (2018) [394,395]. Dans la seconde étude, 

cette inhibition a été attribuée à la production de lipopeptides par la souche de B. 

subtilis utilisée. Ces NRPs présentent un effet direct sur la croissance de Trichoderma. 

En effet, les extraits bruts de lipopeptides provenant de plusieurs souches de Bacillus 

productrices (B. velezensis FZB42, B. subtilis NH-100 et B. atrophaeus 176s) inhibent 

la croissance de T. atroviride [396]. La souche B. velezensis GA1, exploitée dans ce 

projet, produit des lipopeptides de la famille des iturines, fengycines et surfactines 

[120].  

Dans notre étude, cette activité antagoniste a été vérifiée, dans un premier temps, 

par l’activité directe de B. velezensis et ses mutants sur la croissance du champignon 
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sur boite. Ce type de test de confrontation est largement utilisé pour étudier 

l’interaction entre différents microorganismes, avec une possibilité de contrôle des 

conditions physico-chimiques telles que la température [397]. Dans le biocontrôle, les 

tests de confrontation permettent d’évaluer l’activité inhibitrice de croissance du BCA 

vis-à-vis du pathogène et par la suite de déterminer la cible la plus sensible au 

traitement [398]. En particulier, l’effet d’une certaine activité peut être décrypté en 

utilisant des mutants qui surexpriment ou n’expriment pas les gènes responsables de 

ce caractère [399]. Dans son étude, Kulimushi (2017) a analysé, en utilsant des 

mutants de Bacillus qui produisent différentes combinaisons de LPs, l’effet de ces 

derniers sur l’inhibition de Rhizomucor variabilis, champignon pathogène du maïs. 

Ces résultats ont confirmé que la fengycine constitue le LP le plus efficace contre ce 

pathogène [400]. Dans la présente étude, l’effet des différents lipopeptides et des 

combinaisons de ces lipopeptides sur la croissance de T. harzianum a été testé par 

confrontation de ce champignon avec divers mutants de B. velezensis GA1. L’absence 

de production de lipopeptides éradique l’activité inhibitrice de Bacillus, impliquant le 

contact des hyphes du champignon et des colonies de la bactérie. La moindre 

production d’un ou de deux lipopeptides entraine l’inhibition de la croissance du 

champignon à différents degrés, dépendant de la nature du lipopeptide produit. La 

plus forte inhibition a été observée avec le mutant produisant la fengycine et l’iturine 

simultanément, avec une très faible baisse par rapport à la souche sauvage. La 

fengycine et l’iturine sont ainsi les LPs les plus impliqués dans l’activité antifongique 

de B. velezensis, avec une plus grande activité notée avec l’iturine. Ce résultat a été 

confirmé par les mutants de la souche GA1 qui produisent uniquement un type de LP, 

où les inhibitions les plus importantes ont été observées avec ceux produisant l’iturine 

et la fengycine respectivement. Toutefois, l’inhibition par les doubles mutants reste 

plus faible par rapport à celle obtenue par les mutants simples, attestant d’une activité 

synergique de la fengycine et l’iturine. Ces deux LPs produits par B. velezensis Y6 et 

F7, ont également été sélectionnés comme les métabolites ayant l’activité 

antifongique la plus importante contre R. solanacearum et F. oxysporum [401].  

En addition des LPs, B. velezensis GA1 produit une panoplie de métabolites à 

activité antifongique. Ceux-ci peuvent interférer dans les tests de confrontation. 

L’activité spécifique de chacun de ces LPs a donc été contrôlée par l’addition 

individuelle de solutions contenant l’iturine, la fengycine ou la surfactine à la 

monoculture de T. harzianum. La mycosubtiline a été utilisée comme LP de la famille 

des iturines. A l’issue de cette expérience, le LP de la famille des iturines s’est avéré 

être le LP antifongique le plus puissant avec une inhibition totale de la croissance du 

champignon, suivie par la fengycine. L’activité antifongique de la surfactine est la 

plus faible. Dans les tests de confrontation, l’écart entre l’activité antifongique de la 

fengycine et l’iturine est moins marqué que quand ces LPs sont ajoutés séparément à 

la culture du champignon. En effet, la mutation sur les gènes impliqués dans la 

biosynthèse d’un lipopeptide est parfois compensée par la surproduction d’un autre 

lipopeptide afin de maintenir une activité antifongique suffisante. Par exemple, une 

surexpression du cluster codant pour la synthétase de fengycine a été décelée chez les 
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mutants de B. velezensis Y6 ne produisant pas d’iturine pour compenser ce déficit 

[401]. 

3.3.2. L’inoculation séquentielle dans le miieu TY, une stratégie permettant 

d’amorcer l’amensalisme entre B. velezensis et T. harzianum 

Pour éviter l’effet antagoniste résultant de la production de lipopeptides par B. 

velezensis, une stratégie de coculture de Bacillus et Trichoderma basée sur 

l’inoculation séquentielle a été envisagée. Dans cette stratégie, le microorganisme à 

la croissance la plus lente est inoculé en avance pour lui laisser le temps de se 

développer avant d’ajouter le second microorganisme. Ainsi, la persistance et la 

dominance de la première souche dans les premières étapes de la coculture sont 

garanties. Cette approche a par exemple permis d’établir une coculture entre T. 

asperellum et B. amyloliquefaciens dans les travaux de Karuppiah et al. (2019) [345]. 

La croissance de T. asperellum est possible en coculture uniquement quand 

l’inoculum provient d’une préculture de 24 ou 48 h. Dans le cadre de notre étude, cette 

approche a été adoptée pour la coculture dans le milieu TY. Une coexistence de B. 

velezensis GA1 et T. harzianum IHEM est observée en coculture uniquement avec 

inoculation séquentielle, l’inoculation simultanée entrainant l’inhibition du 

champignon par Bacillus. L’ajout de B. velezensis 24 h après celle de T. harzianum 

inhibe la croissance du champignon. En monoculture, ce dernier atteint sa masse 

maximale après 48 h. Or quand la bactérie est ajoutée à une culture de champignon de 

24 h, une très faible augmentation de la matière sèche fongique est constatée à 48 h. 

Cette augmentation est majoritairement causée par l’attachement de B. velezensis sur 

le biofilm fongique. La bactérie s’est développée également dans la phase 

planctonique de la coculture de manière similaire à ce qui a été observé en 

monoculture. Quand B. velezensis est inoculé 48 h après T. harzianum, une légère 

augmentation de la biomasse attachée sur le support a été observée, principalement 

due à l’adhésion de la bactérie sur le champignon et à l’arrêt de la croissance de ce 

dernier. La croissance de la bactérie dans la phase planctonique est moins prononcée 

que dans les autres conditions de culture. De plus, nous avons remarqué une 

augmentation progressive de la DO600nm jusqu’à 72 h après l’inoculation de B. 

velezensis uniquement dans cette condition d’inoculation. La principale raison 

expliquant cette faible croissance est l’épuisement des nutriments du milieu de culture 

par le champignon qui s’y développe depuis 48 h. Ce phénomène n’est pas observé 

dans l’étude de Karuppiah et al. (2019) dans laquelle le champignon est précultivé 

dans une autre culture puis inoculé avec B. velezensis dans un milieu frais [345]. La 

croissance ultérieure de B. velezensis, après 72 h de coculture avec T. harzianum, a 

été attribuée à la consommation des dérivés du champignon, que ce soient les 

molécules produites ou les débris génèrés après sa dégradation. Cette dégradation est 

par ailleurs facilitée par la production d’enzymes par Bacillus sp., comme la chitinase, 

qui entrainent la dégradation de la paroi fongique et la libération du contenu des 

cellules [402].  
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Pour conclure sur ce point, la coculture avec inoculation séquentielle a permis la 

coexistence des deux microorganismes étudiés surtout quand la bactérie est ajoutée 

24 h après le champignon. Cependant, une compétition demeure entre ces deux 

souches, avec T. harzianum qui épuise les nutriments d’un côté, et B. velezensis qui 

produit des métabolites antifongiques de l’autre. 

3.3.3. La mise en place d’une dépendance nutritionelle, une stratégie 

permettant de lever la compétition entre B. velezensis et T. harzianum 

La stratégie de coculture développée dans le MN est basée sur la création d’une 

dépendance nutritionnelle entre B. velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437. Ce 

phénomène a été observé dans le cas de culture in vitro de bactéries du sol qui ne 

poussent qu’en présence d’autres micro ou macroorganismes, suggérant un échange 

de molécules nécessaires à leur croissance [403]. 

L’acquisition des nutriments constitue la raison majeure de la mise en place d’une 

compétition entre les microorganismes. En particulier, dans les milieux de culture où 

les ressources sont limitées, les microorganismes sont en compétition pour satisfaire 

leurs besoins nutritifs; le plus efficace réussira à envahir l’autre [404]. Dans les 

conditions où un microorganisme ne dispose pas d’un élément essentiel à sa 

croissance et que l’autre peut le lui fournir, la relation pourra évoluer vers un 

commensalisme [301]. Un mutualisme peut aussi être observé si la dépendence 

nutritionnelle est bidirectionnelle [303].  

Le MN contient uniquement du nitrate comme source d’azote, qui est assimilable 

par T. harzianum mais pas par B. velezensis. La coculture de ces deux 

microorganismes dans le MN permet leur coexistence grâce à la dépendence de la 

bactérie vis-à-vis du champignon qui lui fournit une source d’azote.  

La tendance de la croissance de B. velezensis en coculture planctonique montre une 

amplification au jour 5 de la coculture. Ce résultat concorde avec ceux observés en 

ajoutant le surnageant de monoculture de T. harzianum de différents âges à la 

monoculture de B. velezensis. La croissance de cette dernière est favorisée avec les 

surnageants prélevés des monocultures fongiques de plus de 5 jours. Le 5ème jour de 

culture de T. harzianum correspond à l’entrée en phase stationnaire (d’après sa courbe 

de croissance en monoculture et l’épuisement du glucose) et à une phase d’épuisement 

du glucose. La phase stationnaire de la croissance des microorganismes se caractérise 

par la production de métabolites non essentiels à leur croissance et à leur 

développement, appelés métabolites secondaires [405]. Par exemple, un pigment 

marron de Trichoderma viride, le furfural, n’est produit qu’après 6 jours de culture 

[406]. Le métabolisme secondaire est aussi marqué par la synthèse de nouvelles 

protéines et l’accumulation d’acides aminés. En effet, l’utilisation du glucose marqué 

au carbone 13, combinée à l’induction de l’expression de la protéine verte 

fluorescente, en phase stationnaire de la croissance d’E. coli ont révélé la production 

de nouvelles protéines pendant cette phase. Ces protéines sont synthétisées à partir 

des acides aminés provenant de la dégradation des protéines produites au cours du 

métabolisme primaire de la bactérie [407]. Chez B. subtilis, des acides aminés ont été 
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détectés avec des concentrations de l’ordre du millimolaire dans le surnageant de la 

culture en phase stationnaire [408]. De même, l’entrée de T. harzianum en phase 

stationnaire est accompagnée par la synthèse de nouvelles protéines. Afin de 

comprendre la nature des molécules produites par T. harzianum et impliquées dans la 

croissance de B. velezensis, un bilan massique a été établi en se basant sur les dosages 

d’azote effectués dans différentes étapes de culture et les matières sèches des 

microorganismes qui s’y développent (Figure 56). 

 

Figure 56 : Bilan massique de T. harzianum IHEM5437 et B. velezensis GA1 ainsi que les 

concentrations d’azote avant et après croissance de ces microorganismes. Les valeurs dosées 

sont signalée par « * » et les valeurs calculées par « ** ». Pour un apport expérimental de 

1,12 g.L-1 (apport théorique de 1,29 g.L-1) dosé par le kit HACH, une matière sèche de 0,46 g 

de T. harzianum est pesée après 144 h d’incubation à 30 °C et une concentration résiduelle 

d’azote de 0,77 g.L-1 est dosée (par le kit HACH). Ceci implique une concentration de 0,35 

g.L-1 d’azote consommé par le champignon. La forme dominante d’azote trouvé dans le 

surnageant de Trichoderma est le nitrate (0,89 g.L-1 d’après le dosage par un kit HACH pour 

les nitrates). Les formes assimilables par Bacillus constituent 13 mg.L-1 (dosées par la 

méthode Kjeldahl) et permettent, après une dilution de 10 fois, la formation de 0,65 g.L-1 de 

matière sèche de B. velezensis (dont 78 mg correspond à l’azote) 

Ce bilan massique permet de montrer à première vue une sous-estimation de la 

concentration d’azote total dosé puisque la valeur dosée avec le kit HACH est 

inférieure à celle calculée à partir du nitrate de sodium ajouté dans le MN. Après la 

croissance de T. harzianum, une concentration d’azote total de 0,77 g.L-1 est dosée par 

ce même kit HACH. Par déduction, une concentration de 0,35 g.L-1 d’azote a été 

consommée par T. harzianum pour former 0,46 g de matière sèche dans un litre de 

culture. Ainsi, un pourcentage potentiel de 76 % constitue la part de la masse d’azote 

dans la matière sèche du champignon. Cette valeur semble être très élevée puisque 
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l’azote constitue 2 à 8 % de la matière sèche des champignons [409]. Cette observation 

peut être expliquée par la sous-estimation de la concentration réelle de l’azote total 

résiduel dans le surnageant, engendrant ainsi une concentration d’azote consommé 

plus faible. Toutefois, cette hypothèse ne permettra pas de justifier entièrement la 

différence observée entre le pourcentage théorique et le pourcentage potentiel d’azote 

dans la matière sèche de T. harzianum. La seconde hypothèse possible est la présence 

d’une forme d’azote dans le surnageant de Trichoderma non dosée par le kit HACH. 

Une simple précipitation des molécules en question est capable de biaiser les dosages. 

D’un autre coté, la part d’azote assimilable par B. velezensis dans le surnageant de 

T. harzianum constitue une très faible partie par rapport à l’azote sous forme de nitrate 

qui y domine (dosages effectués respectivement avec la méthode Kjeldahl et par un 

kit HACH de dosage du nitrate). Dans une monoculture de Bacillus dans le MN avec 

10 % de surnageant de Trichoderma, un apport de 1,3 mg d’azote assimilable est 

constaté. Cependant, 60 fois plus de biomasse de B. velezensis a été formée par rapport 

à la biomasse attendue avec cette quantité d’azote. Cette sur-croissance peut être 

expliquée par deux hypothèses : 

- La présence d’une source d’azote supplémentaire qui n’est pas dosée 

correctement  

- L’activation d’une nouvelle voie d’assimilation du nitrate par B. velezensis 

Bien que la seconde hypothèse expliquerait les résultats du dosage d’azote, la 

première hypothèse semble être la plus probable en se basant sur la réponse 

proportionnelle de la croissance de B. velezensis à la concentration de surnageant de 

T. harzianum amendé dans le milieu de culture. En effet, la DO600nm est parfaitement 

corrélée à la quantité de surnageant ajoutée lors des essais de monoculture de B. 

velezensis. En coculture ou en monoculture de B. velezensis en présence de 10 % de 

surnageant de T. harzianum, la DO600nm n’a pas dépassé la valeur de 0,5. Cette valeur 

est multipliée par 13 quand 90 % de surnageant sont amendés dans la monoculture 

bactérienne, ce qui se rapproche de celle observée en milieu riche. L’augmentation de 

la quantité de surnageant de T. harzianum ajoutée dans la monoculture de B. velezensis 

et par conséquent de l’apport en source d’azote pour le développement de la bactérie 

induit de plus forts taux de croissance. 

Les analyses de MALDI et HPLC-Q/TOF ont mis en évidence la présence de 

molécules de faible rapport m/z, allant de 227 jusqu’à 861. Ces molécules sont 

présentes dans la fraction du surnageant de T. harzianum renfermant les molécules de 

masses moléculaires inférieures à 3 kDa, et permettant la croissance de B. velezensis. 

Identifiées comme des fragments de protéines, ces molécules peuvent jouer un role 

dans la croissance de la bactérie. La composition du surnageant en acides aminés, 

libres ou liés, a été analysée sans pour autant fournir des informations concluantes 

concernant la nature de ces acides aminés. Des analyses supplémentaires s’avèrent 

être essentielles dans le but de caractériser les molécules d’intérêt. 
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3.3.4. Utilisation de la dépendance nutritionnelle pour permettre une 

coopération entre B. velezensis et T. harzianum : une approche validée 

Quand une source d’azote assimilable par la bactérie (ammonium ou 

casaminoacides) est ajoutée à la coculture, la dépendance nutritionnelle est levée et 

un envahissement par la bactérie est observée. Hammarlund et al. (2019) a démontré 

que dans des circonstances similaires à notre étude, quand un échange de nutriment 

entre les microorganismes cocultivés est requis pour la croissance d’un d’entre eux, 

l’apport extérieur de ce nutriment à la coculture entraine la révocation de la 

dépendance nutritionnelle. Ainsi, si la dépendance révoquée concerne le 

microorganisme qui a le rythme de croissance le plus rapide, son développement se 

fera au détriment de celui de l’autre [303]. Ayant tous les éléments nécessaires à sa 

croissance avec l’ajout de l’ammonium ou des casaminoacides dans le MN, B. 

velezensis GA1 n’est plus dépendante de T. harzianum pour avoir une source d’azote 

et se développe donc au détriment de ce champignon. 

En résumé, la croissance de B. velezensis GA1 dans le MN est entièrement 

dépendante de T. harzianum IHEM5437. Ce champignon lui fournit la source d’azote 

essentielle pour sa croissance, en partie sous forme de peptides et d’acides aminés. 

Cette dépendance nutritionnelle permet à ces deux souches de coexister dans le MN. 

L’approche de la dépendance nutritionnelle entre les deux microorganismes étudiés 

a été également examinée avec d’autres souches de Bacillus et de Trichoderma pour 

permettre de valider le modèle pré-établi. Des souches de B. velezensis producteurs 

de lipopeptides antifongiques ont été utilisées ainsi qu’une souche de B. licheniformis 

qui est capable d’assimiler le nitrate comme source d’azote d’après KEGG. Deux 

différentes espèces de Trichoderma, en addition à T. harzianum IHEM5437, ont été 

cocultivées respectivement avec toutes les bactéries citées ci-dessus. Toutes les 

souches de B. velezensis, présentant un déficit en nitrite réductase, sont capables de se 

développer uniquement en coculture avec les champignons testés (et pas en 

monoculture). Les microorganismes cocultivés coexistent identiquement à ceux 

exploités dans cette étude. Cependant, la capacité de B. licheniformis à croitre 

indépendamment des souches de Trichoderma grâce à sa capacité d’assimiler le 

nitrate, engendre sa croissance dans le MN en monoculture ainsi qu’en coculture au 

détriment des champignons. Aucune dépendance nutritionnelle n’a été établie en 

présence de cette souche et ainsi, sa coexistence avec Trichoderma est inconcevable. 

Ces exemples permettent de montrer que quelque soient les souches de Bacillus et de 

Trichoderma utilisées, si la bactérie est incapable d’assimiler la source d’azote 

disponible dans le milieu de culture, une coexistence entre les deux microorganismes 

est envisageable.  

 



Chapitre 4 : Discussion 

 

157 

 

4. La production de lipopeptides par B. velezensis 
GA1 impactée par le type d’interaction avec T. 
harzianum 

En plus de l’effet de la coculture sur la croissance des microorganismes, 

l’expression de certains gènes et la production de métabolites sont des points à 

considérer. Ces deux aspects peuvent être affectés par la coculture et ont donc été 

étudiés. L’expression de certains gènes, cryptiques en monoculture, codant pour des 

métabolites secondaires intéressants, a pu être détectée en condition de coculture 

[410]. Par exemple, la production de la gliotine, composé anticancéreux et 

antibiotique, par le champignon Aspergillus fumigatus est possible uniquement en 

coculture avec une bactérie du genre Sphingomonas et pas en monoculture [411]. La 

compétition entre ces deux microorganismes est nécessaire pour induire cette 

production. 

Dans le cadre de la présente étude, nous nous sommes intéressés à la production de 

lipopeptides par B. velezensis GA1 comme marqueur de l’effet de la coculture avec 

T. harzianum. Comme décrit dans le Chapitre 1, ces métabolites sont intéressants car 

ils présentent, entre autres, des activités antibactériennes et antifongiques et 

permettent de stimuler la croissance et les mécanismes de défense chez les plantes. 

4.1. Pas d’effet sur la production de lipopeptides en présence 

d’un amensalisme 

Dans le milieu riche, cette production n’est pas affectée par la coculture avec 

inoculation simultanée ni par l’ajout du surnageant de T. harzianum. Dans cette 

dernière condition, l’activité antifongique et antibactérienne du surnageant de la 

culture n’est pas compromise par l’ajout de plusieurs concentrations de surnageant 

fongique. La réduction de la production observée en inoculation séquentielle est 

attribuée à la faible croissance de la bactérie à cause due au déficit en nutriments. 

Ainsi, dans ces conditions, la coculture de B. velezensis avec T. harzianum n’a pas 

d’effet sur la production des lipopeptides.  

D’autres métabolites (et les gènes impliqués dans leur biosynthèse) ont été au centre 

d’études portant sur l’interaction de différentes souches de Bacillus et de Trichoderma 

par le laboratoire du métabolisme microbien à l’université de Shanghai. Chez la 

bactérie, ils ont notamment suivi l’expression des gènes codant les antibiotiques de 

type macrolactine et difficidine. Chez Trichoderma, l’expression de gènes reliés à la 

production de spores, la production d’enzymes impliquées dans le mycoparasitisme, 

la synthèse de NRPSs et PKSs et d’antioxydants en coculture a été étudiée [345]. 

L’expression de ces gènes est induite par les facteurs environnementaux et peut être 

révélatrice de la réponse du champignon face à la présence de Bacillus [412]. En 

inoculation séquentielle avec le champignon inoculé en premier, les enzymes 

hydrolytiques, les antibiotiques et les composés volatils sont surproduits par 

Trichoderma grâce à la compétition avec Bacillus. Chez ce dernier, l’expression de la 

difficidine et la macrolactine s’avère être réduite dans ces mêmes conditions [345]. 
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En inoculation simultanée, le résultat inverse est noté avec une surexpression des 

gènes de la macrolactine et difficidine chez Bacillus et une sous-expression des gènes 

reliés au métabolisme secondaire de Trichoderma [346]. Le microorganisme dont la 

croissance est favorisée par le mode d’inoculation peut concurrencer le second en 

renforçant l’expression des gènes intervenant dans son mécanisme d’antagonisme.  

Même si ce n’est pas le cas dans ces travaux, l’inoculation séquentielle peut être 

intéressante pour guider l’expression des gènes d’intérêt et par la suite la production 

des métabolites correspondants. L’inoculation séquentielle a été utilisée par exemple 

pour les cocultures des levures du genre Saccharomyces et Torulaspora afin de 

modifier leurs profils de production et ainsi de générer de meilleurs vins [413].  

4.2. Répression de la production de lipopeptides par B. 

velezensis en coopération avec T. harzianum  

Dans le MN, la production de LPs par la souche GA1 est suivie en coculture avec 

T. harzianum ainsi qu’en présence de son surnageant ou d’une source assimilable 

d’azote (sulfate d’ammonium) comme témoin de production dans ce milieu. Une 

légère production est observée dans cette dernière condition, plus faible que dans le 

milieu riche. Les iturines, fengycines et surfactines sont moins produites de facteurs 

de 4, 7 et 3 respectivement. Cette faible production peut être expliquée par la faible 

densité cellulaire observée dans le MN supplémenté en sulfate d’ammonium par 

rapport au milieu riche. La phéromone ComX, dépendant de la densité cellulaire et 

régulant l’expression des promoteurs de NRPSs via le ComA, est produite en plus 

faibles quantités et induit à des plus faibles niveaux l’expression des synthétases de 

lipopeptides [134]. La production de ces LPs varie en fonction de la présence du 

champignon ou uniquement de son surnageant. Dans la première condition, aucun LP 

n’est détecté dans le surnageant de la coculture. Trois hypothèses ont été émises afin 

d’expliquer leur absence : (i) ils précipitent avec l’acidification du milieu par le 

champignon, (ii) ils sont dégradés par le champignon ou (iii) l’expression des gènes 

codant pour leur synthétase est inhibée. Les lipopeptides précipitent à de faibles pH, 

d’où l’utilisation de la précipitation acide pour leur purification [414]. Cependant, une 

précipitation peut être observée à des pH légèrement acide, à un pH égal à 6 pour la 

surfactine par exemple [415]. Le suivi de l’évolution du pH de la coculture a permis 

d’écarter cette possibilité puisqu’une alcalinisation, plutôt qu’une acidification, est 

constatée en coculture. D’un autre côté, bien qu’aucune étude n’ait décrit la 

dégradation des lipopeptides par les champignons, nous avons examiné cette 

possibilité en suivant l’évolution de la concentration des 3 lipopeptides en présence 

d’une grande concentration de surnageant de champignon. L’incubation pendant 24 h 

de ce surnageant avec les LPs n’a pas engendré leur dégradation. Finalement, la 

troisième hypothèse a été vérifiée via des analyses de RT-qPCR de l’expression des 

gènes codants pour les synthétases de l’iturine, la fengycine et la surfactine. 

L’expression des gènes des synthétases de LPs en coculture dans le MN a été 

comparée avec celle en monoculture de B. velezensis dans le MN supplémenté avec 

90 % de surnageant fongique et en milieu riche. Puisque la croissance de la bactérie 
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dans ces trois conditions n’a pas le même rythme (étendue sur 7 jours en coculture par 

rapport à 24 à 28 h dans les deux autres conditions), des courbes de croissance ont été 

établies afin de pouvoir effectuer les analyses dans la même phase de croissance : fin 

de la phase exponentielle. L’analyse des résultats obtenus montre une répression de 

l’expression des gènes codant pour les synthétases des 3 LPs en coculture, ce qui 

explique l’absence de leur production dans le surnageant de la coculture. Entre les 

deux autres conditions étudiées, aucune différence significative n’a été observée au 

niveau de l’expression des gènes codant pour les 3 synthétases. Toutefois, au niveau 

de la production, deux à trois fois plus de lipopeptides ont été détectés dans le MN en 

présence du surnageant de T. harzianum par rapport au milieu riche TY. Les différents 

résultats sont repris dans la Figure 57. 

 

Figure 57 : Le mécanisme d’interaction entre B. velezensis et Trichoderma en coculture 

dans le MN ou en monoculture de B. velezensis en présence du surnageant de Trichoderma 

dans le MN affectant la production de lipopeptides par la bactérie 

Dans un premier temps, la différence du taux de production dans le milieu riche 

notée entre les différentes expériences a été attribuée au volume de la culture qui est 

plus important dans la seconde, entraînant une plus grande densité cellulaire et une 

induction du facteur ComX. Dans un second temps, il est possible que la présence du 

surnageant de T. harzianum stimule la production des lipopeptides en régulant des 

mécanismes distincts de ceux de l’expression des gènes codant les synthétases des 

LPs. En effet, la production de lipopeptides dans le MN est remaniée par l’interaction 

avec le champignon ou avec son sécrétome uniquement. Des exemples dans la 

littérature ont montré différents profils de production de LPs par des souches de 

Bacillus en présence d’autres microorganismes avec lesquels ils établissent un contact 

direct ou pas. Par exemple, elle est augmentée en présence de molécules produites par 

le champignon pathogène Rhizomucor et en coculture avec Pythium et Fusarium mais 

pas avec Botrytis [171]. Dans le cadre de l’interaction entre B. subtilis et Aspergillus 

niger, l’expression de l’opéron de la surfactine synthétase ainsi que la production de 
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ce métabolite sont fortement réduites en coculture [281]. Ceci laisse penser que la 

régulation de la production de LPs par Bacillus est modulée principalement en 

fonction du genre du champignon avec lequel il interagit [171]. 

La diminution du taux de molécules à activité antibiotique synthétisées dans le cas 

d’une coculture favorise la coexistence des microorganismes cocultivés. En effet, des 

simulations autour des mécanismes de coexistence dans une communauté d’individus 

produisant des antibiotiques révèlent la nécessité de la présence d’un microorganisme 

qui les dégrade afin de maintenir la stabilité de la communauté [416]. Dans le cas 

d’une coculture, l’interaction entre les microorganismes par échange de messagers 

moléculaires peut engendrer le même effet que la présence d’un partenaire 

supplémentaire pour dégrader les antibiotiques produits, en altérant les mécanismes 

de synthèse de ces derniers. 

 Afin de mettre en évidence l’effet de l’échange de métabolites entre B. velezensis 

GA1 et T. harzianum IHEM5437 sur la production de LPs dans cette étude, un 

système de coculture a été élaboré. Ce système permet la coculture des deux 

microoganismes avec une séparation physique grâce à une membrane semi-perméable 

qui garantira uniquement les échanges métaboliques entre eux. Ce système, bien 

adapté aux cocultures bactériennes, s’avère être inadéquat aux cocultures renfermant 

un champignon. La capacité des hyphes de Trichoderma à se propager sur les bords 

de l’insert, et à s’incorporer à travers les pores de la membrane et du filtre, empêche 

le maintien du champignon dans son compartiment. De même, la production de 

spores, facilement dispersées dans la microplaque, a entrainé des contaminations 

répétées du compartiment contenant la bactérie. La séparation physique des deux 

microorganismes demeure ainsi impossible dans ces conditions. En conséquence, ce 

système de coculture n’a pas permis d’identifier l’implication de l’échange de 

métabolites entre B. velezensis et T. harzianum dans la répression de la production de 

LPs.  

Toutefois, un mécanisme impactant la production de métabolites à activité biocide 

par Bacillus en coculture avec Trichoderma a été mis en évidence par Karuppiah et 

al. (2020). Chez T. atroviride, la surexpression du gène Vel1 induit l’expression des 

gènes reliés à la sporulation, au mycoparasitisme et à la production de métabolites 

secondaires par le champignon [347]. En coculture avec B. amyloliquefaciens, 

l’expression de ce gène est stimulée. Cette surexpression provoque la répression de 

l’expression des gènes codant pour la macrolactine et la difficidine chez la bactérie. 

Analogiquement, la présence de B. velezensis GA1 en coculture avec T. harzianum 

pourrait induire l’expression du gène Vel1 chez le champignon, qui en retour, 

réprimerait la production de lipopeptides par la bactérie. Cette hypothèse constitue 

une piste intéressante qui nécessite d’être étudiée davantage.  

Pour conclure, quel que soit le milieu considéré, un élément crucial mis en évidence 

au cours de cette étude est l’absence d’impact de T. harzianum sur la croissance de B. 

velezensis. Au contraire, sa présence est cruciale pour le développement de la bactérie 

quand elle manque de source d’azote assimilable. Bien que l’interaction soit 

compétitive dans des conditions où ces deux microorganismes peuvent croitre 
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indépendamment, un commensalisme peut être observé quand la croissance de la 

bactérie dépend de celle du champignon. Nous pouvons même parler d’un mutualisme 

si la répression de la production de lipopeptides en coculture est considérée comme 

un effet avantageux pour T. harzianum.  

 

  



Stratégies de coculture B. velezensis – T. harzianum 

 

162 

 

 

  



Chapitre 4 : Discussion 

 

163 

 

 



164 

 

 

Chapitre 5  
 

Conclusions et Perspectives 



Chapitre 5 : Conclusions et Perspectives 

 

165 

 

  



Stratégies de coculture B. velezensis – T. harzianum 

 

166 

 

1. Conclusions 
L’exploitation de nouveaux moyens écologiques de lutte contre les pathogènes des 

plantes est aujourd’hui une préoccupation constante des industriels et des chercheurs. 

Ces moyens se focalisent autour de l’emploi de produits d’origine naturelle ou d’êtres 

vivants qui présentent une bonne efficacité avec moins d’impacts par rapport aux 

pesticides en termes de toxicité et de rémanence. 

Les microorganismes, y compris les bactéries et les champignons, constituent une 

part non négligeable des agents utilisés dans le biocontrôle. Dans notre étude, nous 

nous sommes intéressés à des souches de B. velezensis et T. harzianum qui se 

développent dans la rhizosphère des plantes. Ces deux microorganismes, bien 

qu’éloignés en taxonomie, partagent certaines caractéristiques. En effet, ils sont 

impliqués dans la protection des plantes, que ce soit en leur conférant une résistance 

contre les pathogènes, en stimulant leur croissance, en activant leurs mécanismes de 

défense, et/ou en agissant directement sur les pathogènes via différents modes 

d’action. L’inhibition de la croissance des pathogènes se fait principalement par la 

production de métabolites secondaires dotés d’activités antimicrobiennes. En 

particulier, les lipopeptides constituent une classe importante de métabolites 

synthétisés par B. velezensis, associée à leur efficacité dans le biocontrôle.  

La diversité de modes d’action employés par B. velezensis et T. harzianum rend la 

combinaison de ces microorganismes plus efficace dans le biocontrôle. Bien que des 

produits combinant des souches de Bacillus et de Trichoderma existent sur certains 

marchés européens (hollandais et allemand notamment), aucun produit n’est 

commercialisé sur les marchés français et belge. L’efficacité des produits à base de 

ces deux microorganismes d’intérêt encourage au développement d’une nouvelle 

association permettant d’augmenter possiblement leur potentiel.  

La première étape de ce processus consiste en une étude in vitro qui permettra de 

déterminer les modalités d’interaction entre B. velezensis et T. harzianum et son effet 

sur leur potentiel biotechnologique, dans l’objectif d’établir les conditions engendrant 

une efficacité plus importante dans le biocontrôle. Cette étude in vitro nécessite le 

développement d’un système de coculture d’une bactérie et d’un champignon ainsi 

qu’une série d’analyse pour déterminer leur comportement vis-à-vis de la croissance 

et de la production de molécules pour le biocontrôle.  

Nous avons pu démontrer que l’interaction entre B. velezensis GA1 et T. harzianum 

IHEM5437 est variable en fonction des conditions de culture et surtout en fonction de 

la disponibilité en nutriments. La compétition entre ces microorganismes, remportée 

par la bactérie productrice de lipopeptides antifongiques et dont la croissance est plus 

rapide en présence des nutriments vitaux (caractéristique de l’amensalisme), peut être 

remodelée en mutualisme obligatoire – facultatif quand une dépendance nutritionnelle 

vis-à-vis du champignon lui est imposée. Ces interactions positives se traduisent par 

la coexistence des deux microorganismes. Cette coexistence est possible grâce au 

transfert de source d’azote du champignon vers la bactérie, accompagné d’une 

répression de la production de lipopeptides antifongiques par cette dernière. 
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Toutefois, cette production est augmentée en absence de l’interaction physique avec 

le champignon mais uniquement en présence de son surnageant. Ainsi, nous pouvons 

conclure qu’un dialogue moléculaire est établi entre B. velezensis et T. harzianum, 

gouvernant la régulation de la production des NRPs par la bactérie. Bien qu’une 

hypothèse soutienne l’intervention du régulateur Vel1 dans ce dialogue, des analyses 

plus poussées doivent être effectuées afin de déterminer le mécanisme de ces 

interactions complexes. Les principales hypothèses qui expliquent l’interaction entre 

B. velezensis et T. harzianum en présence d’une dépendance nutritionnelle sont 

résumées dans la Figure 58. 
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Figure 58 : Résumé des hypothèses expliquant les interactions potentielles entre B. 

velezensis GA1 et T. harzianum IHEM5437 en présence d’une dépendance nutritionnelle vis-

à-vis de l’azote. En terme de croissance, l’incapacité de B. velezensis à assimiler le nitrate est 

comblée par la production par T. harzianum (AI) d’autres composés azotés assimilables ou 

(AII) des molécules signal induisant une nouvelle voie d’assimilation du nitrate chez B. 

velezensis. (B) Quant à la production de lipopeptides, un dialogue moléculaire potentiel entre 

les deux microorganismes (émission d’un signal par Bacillus, perception par Trichoderma et 

réponse par l’émission d’un second messager, inhibition de la synthèse des LPs synthetases à 

la perception de ce second messager par Bacillus) engendre l’inhibition de la production des 

lipopeptides antifongiques par la bactérie. 
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2. Perspectives 
Ce projet de thèse a mis en lumière la possibilité de moduler le type d’interaction 

entre B. velezensis et T. harzianum, deux agents de biocontrôle fréquemment utilisés, 

en fonction des disponibilités nutritives. Des perspectives restent à exploiter afin de 

mieux comprendre les aspects du dialogue moléculaire entre ces microorganismes et 

en tirer profit pour des applications en agriculture. 

2.1. Optimisation des conditions expérimentales 
Dans certaines expériences, un support métallique est utilisé pour l’attachement des 

microorganismes dans l’objectif d’améliorer la croissance et la production de 

lipopeptides. Cette stratégie a été efficace dans l’augmentation de la biomasse de T. 

harzianum et B. velezensis qui se forme attachée sur le support ou en phase 

planctonique. Néanmoins, la difficulté de la quantification des biomasses dans cette 

condition a rendu le suivi de la croissance des biomasses respectives de B. velezensis 

et T. harzianum attachées au support en coculture inadéquate. Par conséquent, la 

normalisation de la production de LPs par B. velezensis exprimé en unité cellulaire 

demeure impossible. La méthode de quantification par qPCR est prometteuse pour 

surmonter cette problématique, mais présente deux défauts : la reproductibilité de 

l’extraction d’ADN bactérien et la sensibilité de la méthode d’analyse. Une 

perspective intéressante consisterait à améliorer ou remplacer la méthode utilisée dans 

le cadre de cette étude pour la rendre opérationnelle. Par exemple, la quantification 

des biomasses pourrait être effectuée par un comptage de colonies sur boite. 

L’utilisation d’antibiotique contre l’un des microorganismes pourrait également 

permettre le développement respectif de chacun des microorganismes.  

2.2. Analyses approfondies du dialogue moléculaire 

2.2.1. Criblage de molécules d’intérêt  

Dans les travaux présentés, une attention particulière a été portée sur l’effet de 

l’interaction sur la production de lipopeptides par la bactérie, que ce soit en milieu 

riche ou en milieu nitrate. La production d’autres métabolites secondaires peut être 

également suivie dans les conditions préalablement établies. En plus des LPs, B. 

velezensis produit des composés volatiles, des bactériocines comme l’amylolysine, 

des sidérophores et des antibiotiques. Quant à Trichoderma, son implication dans le 

biocontrôle est reliée à la production de composés volatiles, d’enzymes lytiques tels 

que les cellulases et les chitinases, des sidérophores et des antibiotiques. Une suite 

plus approfondie de l’étude sur l’interaction entre B. velezensis et T. harzianum 

pourrait se reposer sur des analyses transcriptomiques et métabolomiques de l’effet 

de l’interaction sur l’expression et la production des différents métabolites 

secondaires liés à l’activité de biocontrôle par les deux espèces interagissantes.  
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2.2.2. Décryptage de l’interaction bactérie – champignon dans le milieu 

nitrate 

Une approche similaire pourra être adoptée pour identifier les gènes de T. harzianum 

intervenant dans la régulation de la production de lipopeptides par B. velezensis. En 

effet, en plus de l’élargissement du spectre des molécules criblées, le dialogue 

moléculaire entre B. velezensis et T. harzianum nécessite d’être décrypté davantage. 

Sachant que le gène Vel1 peut intervenir dans la régulation de la synthèse de 

métabolites antifongiques par Bacillus, l’utilisation de mutants de T. harzianum 

IHEM5437 n’exprimant pas ou surexprimant ce gène permettra de valider ou pas son 

rôle dans l’interaction. Une étude bioinformatique et transcriptomique du génome de 

T. harzianum permettra, dans un second temps, de déterminer si d’autres gènes sont 

impliqués dans la réponse à la présence de la bactérie. Similairement au gène Vel1, le 

rôle de ces gènes pourra être élucidé par des cocultures avec des mutants du 

champignon.  

La production, par T. harzianum, d’une source d’azote assimilable par B. velezensis 

étant confirmée, la nature de cette source reste à définir. Les différentes analyses 

effectuées et qui recourent à la technique de l’HPLC couplée à la spectrométrie de 

masse ont mis en évidence la présence de peptides variés dans le surnageant du 

champignon. Le rôle de chacune des molécules identifiées en tant que source d’azote 

reste à déterminer, par exemple en les ajoutant séparément à la monoculture de 

Bacillus dans le milieu nitrate. Par ailleurs, vu la faible quantité d’azote organique 

apportée par T. harzianum, il serait intéressant de vérifier si cette interaction n’active 

pas des voies d’assimilation du nitrate chez Bacillus, voies différentes des voies 

actuellement connues. 

Afin de confirmer davantage la dépendance nutritionnelle entre Bacillus et 

Trichoderma, le clonage du gène de la nitrite réductase chez B. velezensis GA1 le 

rendra capable d’assimiler le nitrate comme unique source d’azote. Le comportement 

des deux microorganismes intéragissant dans le MN serait intéressant à suivre. 

2.3. Développement d’applications agricoles 

2.3.1. Etude de l’interaction in planta  

Jusque-là, l’interaction positive entre Bacillus et Trichoderma avec une dépendance 

nutritionnelle n’a été observée qu’in vitro. Dans le sol, l’interaction avec les autres 

microorganismes présents ainsi qu’avec la plante peuvent influencer l’interaction 

entre Bacillus et Trichoderma. En outre, ces deux microorganismes ne partagent pas 

les mêmes niches écologiques dans le sol [350]. Cependant, en testant l’effet de la 

combinaison de T. asperellum GDFS1009 et B. amyloliquefaciens 1841 contre 

Fusarium, Karuppiah et al. (2019) ont montré que le développement de chaque 

microoganisme est freiné par l’autre dans le sol. Cent fois moins de Trichoderma et 

de Bacillus ont été quantifiés dans la condition où les deux espèces ont été ajoutées 

ensemble dans le sol, par rapport à la condition où elles ont été inoculées seules [346]. 
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En conséquence, la croissance de Trichoderma et de Bacillus doit être suivie dans 

le sol dans des conditions où le nitrate est présent comme source d’azote majeure. 

Cette perspective permettra de montrer si la présence d’une dépendance nutritionnelle 

dans le sol conduira à une croissance plus importante des deux microorganismes. 

Cette meilleure croissance pourrait alors se traduire par une meilleure activité de 

biocontrôle. 

2.3.2. Développement d’un nouveau produit de biocontrôle  

Malgré l’inhibition de la croissance de Trichoderma par Bacillus dans l’étude in 

vitro de Karuppiah et al. (2020), ces deux microorganismes ont permis une meilleure 

croissance du blé et un meilleur contrôle de Fusarium in planta [347]. L’efficacité de 

la combinaison des souches de Bacillus et Trichoderma dans la lutte contre les 

phytopathogènes est plus élevée par rapport à l’application individuelle de ces mêmes 

espèces. Il serait d’ailleurs avantageux d’étudier l’activité de leur combinaison, en 

présence d’une dépendance nutritionnelle, dans la stimulation de la croissance de la 

plante et de l’antagonisme vis-à-vis des pathogènes. Cette perspective requiert la 

formulation d’un produit composé des deux microorganismes et du nitrate afin de 

créer cette dépendance. Ainsi, une demande de brevet prioritaire a été déposée à 

propos de la mise au point de ce nouveau produit. Les deux perspectives concernant 

l’activité de biocontrôle du produit sont en cours d’exploitation par le biais de 

collaborations avec des sous-traitants. 

Dans un premier temps, le produit sera réalisé sous sa formulation définitive. Le 

couple champignon/bactérie avec le ratio ayant la plus grande activité antifongique 

sera encapsulé avec du nitrate sous plusieurs ratios. Ensuite, la stimulation de la 

croissance du blé et du tabac au niveau de la germination et de la biomasse formée 

sera étudiée in vitro et dans le sol respectivement. Ensuite, la toxicité du produit et 

son activité antifongique seront évaluées dans plusieurs pathosystèmes : 

• Rhizoctonia solani dans la laitue, responsable du rhizoctone brun, en serre et en 

champ 

• Neofusicoccum parvum, Diplodia seriata, Phaeomioniella chlamydospora, 

Phaeoacremonium minimum et Eutypa lata dans la vigne, responsables des 

maladies du bois, in vitro et in planta 

• Zymoseptoria tritici dans le blé, responsable de la septoriose du blé, en serre 

Tous ces tests seront également réalisés avec un produit formulé à partir des mêmes 

microorganismes en absence du nitrate afin de pouvoir déterminer l’implication de la 

dépendance nutritionnelle sur l’activité final du produit. 

Si la nouvelle formulation T. harzianum – B. velezensis – nitrate prouve une 

amélioration de l’activité de biocontrôle des microorganismes utilisés, une procédure 

pour une commercialisation potentielle de cette formulation sera entamée.  
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